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RESUMO

A erisipela suina estd entre as enfermidades que causam os maiores prejuizos
na suinocultura mundial. O agente patogénico associado a esta doenca ¢ a bactéria
Erysipelothrix rhusiopathiae, ¢ as vacinas disponiveis atualmente para a prevencdo da
erisipela sdo produzidas com o caldo de cultivo deste microrganismo inativado ou atenuado.
O principal antigeno identificado ¢ uma proteina de superficie da bactéria encontrada no
sobrenadante do caldo de cultivo ou aderida a parede celular através de interagdes com
residuos de colina dos acidos teicdico e lipoteicdico desta estrutura. Diante da escassez de
informacodes na literatura cientifica sobre estudos a respeito do crescimento deste patogeno, a
empresa Vallée S.A, industria brasileira de produtos farmacéuticos de uso veterinario, firmou
uma parceria com pesquisadores do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar para o
desenvolvimento da tecnologia de producdo dessa vacina. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo otimizar as condigdes de cultivo de E. rhusiopathiae de forma a estabelecer um
protocolo de produgdo de altas concentragdes celulares deste microrganismo, suficientes para
produzir uma vacina contra a erisipela suina que oferecesse grau de prote¢ao igual ou superior
as formulacgdes disponiveis no mercado. Para tanto, o crescimento do microrganismo foi
estudado em diferentes condi¢des de aeracao (aerobiose, microaerofilia e anaerobiose), foram
avaliadas alteracdes nas concentragdes dos nutrientes do meio de cultivo e foram realizados
testes de imunizacao em camundongos com as vacinas preparadas. Os estudos sobre o efeito
da aerag@o no crescimento do microrganismo e na expressao do antigeno foram realizados em
biorreator de 4,0 L, com uma faixa de agita¢ao entre 100 e 400 rpm e vazao de ar ou N de 1,0
L/min. Os experimentos de aprimoramento do meio de cultivo foram conduzidos em camara
incubadora estatica ou com agitagao de 200 rpm. J4 as vacinas foram preparadas em ambas as
condicdes. A temperatura utilizada foi de 37°C e o pH inicial foi de 8,0 em todos os ensaios
realizados. A expressao do antigeno foi avaliada por eletroforese em condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE) utilizando amostras do sobrenadante dos cultivos ou a partir de extratos das
células preparados com solucdo de cloreto de colina. Os resultados destas analises revelaram
que a producdo do antigeno acompanha o crescimento celular e sua expressao ¢ favorecida na
presenca de oxigénio. Concentragdes celulares de até 1,8 g/ foram atingidas, nas trés
diferentes condi¢des de aeracdo empregadas, nos cultivos realizados em biorreator com
controle automatico de pH e utilizando o meio de cultivo com as concentracdes de nutrientes
aumentadas em 50% em relagdo ao meio Feist modificado descrito na literatura. As vacinas
preparadas com os cultivos aer6bio e microaerdfilo proporcionaram um maior grau de
protecdo nos testes de imunizagdo realizados, e a formulacdo preparada a partir de um cultivo
aerébio realizado em biorreator com concentragio celular superior a 2,0 x 10° UFC/mL
conferiu 0 mesmo nivel de protecdo que trés vacinas comerciais utilizadas para fins de
comparagdo. Observagdes sobre os efeitos de inibicdo do crescimento provocadas por
acimulo de metabolitos ou excesso de substrato, indicaram o modo de operacao do biorreator
em batelada alimentada como promissor para obten¢ao de maior concentragdo celular. Em um
experimento realizado nesta condicdo a biomassa foi aproximadamente quintuplicada em
relacdo aos ensaios em batelada simples.

Palavras-chave: Erysipelothrix rhusiopathiae, erisipela suina, condigdes de aeracdo,
otimizagdo de cultivo em biorreator, vacinas, SpaA.



ABSTRACT

Swine erysipelas is one of the diseases responsible for the great economic
losses in swine-producing areas of the world. The bacteria Erysipelothrix rhusiopathiae is the
causative agent of erysipelas, and the vaccines currently available for prevention of this
disease are produced with the whole broth culture containing the inactivated microorganism
or its live-attenuated form. A surface protein was identified as the main antigen. It can be
found in the culture supernatant or attached to the cell wall through interactions with the
choline residues from the teichoic and lipoteichoic acids of this structure. Considering the
lack of information in the scientific literature about studies concerning the growth pattern of
this pathogen, the company Vallée S.A, a Brazilian industry of veterinary pharmaceutical
products, established a partnership with researchers form the Chemical Engineering
Department of UFSCar with the purpose of developing the technology required for the
production of the cited vaccine. In this context, the objective of this work was to optimize the
growing conditions of E. rhusiopathiae to establish a protocol for production of high cellular
concentrations, enough to prepare a vaccine against swine erysipelas offering the same or a
higher protection level compared to the commercially available formulations. To achieve this
goal, the growth kinetics of this microorganism was investigated under different aeration
conditions (aerobiosis, anaerobiosis and microaerophilic condition), changes in the medium
nutrient’s concentration were analyzed, and mice protection tests using the prepared vaccines
were performed. The studies about the aeration influence on the microorganism growth and
the antigen expression were made using a 4.0 L stirred-tank bioreactor, with an agitation
frequency kept between 100 and 400 rpm and air or N, flow rate of 1.0 L/min. The studies for
the improvement of the medium formulation were carried out in flasks incubated at static
condition or under agitation of 200 rpm. The vaccines were prepared using medium harvested
in both conditions. The temperature was set at 37°C and the initial pH at 8,0 in all
experiments. Samples of culture supernatant and from cell extracts made with choline
chloride were analyzed by electrophoresis under denaturating conditions (SDS-PAGE) to
evaluate the antigen expression. The preliminary electrophoresis results indicated that the
antigen production is associated to the cell growth and its expression is favored in the
presence of oxygen. Cellular concentrations around 1,8 g/l were reached, in all different
aeration conditions employed, using the stirred-tank bioreactor operating with pH automatic
control and using the culture medium with nutrients concentrations increased in 50 % from
the Feist medium described in literature. The vaccines prepared in aerobic and
microaerophilic condition led to higher protection levels in the challenge-exposure tests, and a
formulation made from an aerobic culture in bioreactor having a cellular concentration over
2,0 x 10° CFU/mL showed the same immunizing power as the three commercial vaccines
used for comparison purposes. Observations about the inhibitory effects of metabolites
accumulation and substrate saturation on the microorganism growth pointed the fed-batch as a
promising operation mode to produce larger amounts of biomass. Cellular concentrations
reached in the experiment ran under these condition were increased around five times.

Keywords: Erysipelothrix rhusiopathiae, swine erysipelas, aeration conditions, optimization
of bioreactor cultivation, vaccines, SpaA.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade econdmica que continua em franca expansao. O
Brasil ocupa a 4* colocagdo na producao de suinos, atrds da China, Unido Européia e Estados
Unidos. Com uma média nos ultimos cinco anos de 2,7 milhdes de toneladas/ano, a carne
suina brasileira representa 2,8% da produ¢do mundial. Por ter um dos menores custos de
produgdo, o Brasil se consolida como um dos grandes fornecedores no mercado mundial
(Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - dados da ABIPECS).

Dados publicados no ano de 2000 pela FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) indicam que o crescimento anual do
consumo de carnes no mundo até 2015 deve ficar em torno de 2%. Considerando ser a carne
suina a mais consumida no mundo, posi¢do de lideranca conquistada desde 1976, uma parcela
significativa deste percentual devera ser atendida pela expansdo da produgio de suinos. E
nesse contexto que investimentos significativos t€m sido realizados em diversos aspectos da
suinocultura, como por exemplo, no melhoramento genético das matrizes ou na tecnologia de
producao de vacinas.

O objetivo da utilizagdo de vacinas na suinocultura é o de melhorar as
condi¢des de defesa dos animais contra os agentes patogé€nicos aos quais estdo expostos
continuamente no ambiente em que sdo criados. Em situagdes normais, as vacinas sao usadas
principalmente de maneira preventiva, mas eventualmente sao administradas durante o curso
de uma infeccdo com a finalidade de proteger aqueles animais do rebanho que estejam
expostos ao risco dessa doencga (Barcellos ef al., 1996).

O historico do desenvolvimento das vacinas remonta a 1797 quando Edward

Jenner descobriu a vacina contra o virus da variola. Ja as primeiras vacinas contra doencas
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bacterianas foram desenvolvidas com microrganismos atenuados no final do século XIX
(Haesenbrouck et al., 2004).

Louis Pasteur foi o descobridor da possibilidade de modificar artificialmente a
viruléncia de agentes infecciosos e utiliza-los para induzir protecdo. Em 1880, ele e seus
colegas mostraram que uma linhagem atenuada de Pasteurella multocida era capaz de
proteger galinhas de fow! cholera. A primeira vacina suina foi desenvolvida dois anos depois
(Haesenbrouck et al., 2004). Em 1882, Thuillier, um jovem colega de Pasteur, ¢ Detmers em
Chicago, independentemente, descobriram o agente etiologico da erisipela suina,
Erysipelothrix rhusiopathiae. Inoculando a bactéria em coelhos, animais pouco suscetiveis a
E. rhusiopathiae, Pasteur e Thuillier observaram aumento na viruléncia de uma linhagem para
os coelhos e o decréscimo da viruléncia para os suinos. A vacina atenuada da erisipela suina
tinha sido descoberta (Bazin, 2003). J4 em 1886, Salmon e Smith mostraram que pombos
vacinados com Salmonella inativada por aquecimento foram protegidos contra um desafio
com a mesma bactéria (Bazin, 2003). Este resultado abriu as portas para um novo tipo de
vacina baseada em bactérias inativadas e/ou suas toxinas.

Atualmente, as vacinas contra doengas bacterianas consistem de
microrganismos vivos atenuados, bactérias inativadas, componentes microbianos purificados,
polissacarideos conjugados a proteinas carreadoras, proteinas recombinantes ou DNA. Nem
todos esses tipos de vacinas estdo disponiveis para uso em suinos. As vacinas comumente
empregadas contra doencas bacterianas na suinocultura contém microrganismos inteiros
inativados, componentes microbianos purificados, ou proteinas recombinantes. Vacinas com
bactérias vivas sdo raramente utilizadas na Europa Ocidental e Japao (Haesenbrouck at al.,
2004). No caso da erisipela, a prevencao ¢ feita pelo uso de vacinas com o microrganismo
atenuado (Japao) e com o microrganismo inativado (demais paises) contendo todo o caldo de

cultivo ja que o principal agente antigénico identificado ¢ uma fragdo protéica de 64-69 kDa,
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presente tanto na parede celular da bactéria quanto no sobrenadante do cultivo. Juntamente
com a pneumonia enzodtica e a disenteria suina, a erisipela estd entre as enfermidades que
causam o0s maiores prejuizos na suinocultura mundial (Makino et al., 1998). O agente
causador da erisipela suina é o bacilo Erysipelothrix rhusiopathiae. Estima-se que de 30 a
50% dos suinos sadios alojam este microrganismo em suas tonsilas e outros tecidos linfoides,
e podem eliminar a bactéria nas fezes e secrecdes oronasais, criando uma importante fonte de
infeccdo (Wood, 1992). As bactérias contaminam o solo, a adgua, o local de repouso dos
animais e os alimentos, de forma que o contdgio ocorre pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados, bem como através de ferimentos na pele (Sobestiansky et al., 1999). Fatores
ambientais como mudangas de temperatura, ou de estresse, como alteracdo na dieta ou
transporte repentino estdo associados ao aparecimento da erisipela.

Apesar da complexidade e da falta de uma compreensdo detalhada sobre a
interagdo do microrganismo ¢ o hospedeiro, as vacinas disponiveis comercialmente tém
combatido satisfatoriamente essa doenga em suas formas aguda e subaguda, porém sdo
incapazes de preveni-la na forma cronica (Wood, 1992).

Os estudos sobre E. rhusiopathiae tém focado quase que exclusivamente a
elucidagdo dos antigenos desse bacilo, com o proposito de tornar possivel o desenvolvimento
de uma vacina com as subunidades antigénicas desse patdogeno. Porém, para viabilizar a
produgdo eficiente, em escala industrial, tanto de vacina contendo subunidades antigénicas
quanto das vacinas em uso (microrganismos atenuados ou inativados), sdo necessarios estudos
sobre a otimizagao do cultivo desse microrganismo em condi¢gdes semelhantes as empregadas
industrialmente, o que implica o uso de biorreatores tipo tanque agitado e aerado. Entretanto,
nas publica¢des sobre o assunto, o cultivo de E. rhusiopathiae ¢ feito em batelada com o uso
de frascos, agitados ou ndo, em incubadora a 37°C e, portanto, sem o controle adequado de

variaveis importantes, tanto para o crescimento celular quanto para a formacdo do produto,
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como o pH e as condi¢des de aeracdo. E necessério, porém, para a defini¢do das condigdes
otimas de cultivo, que essas varidveis sejam adequadamente controladas, utilizando
biorreatores equipados com instrumentos para medida e controle de temperatura, pH,
suprimento de oxigénio dissolvido e velocidade de agitagdo.

Diante da escassez de informagdes sobre o processo de producdo de vacina
contra erisipela suina em escala industrial, a empresa Vallée S.A., industria nacional que atua
no mercado de medicamentos de uso veterindrio, estabeleceu uma parceria (Projetos de
Extensdao ProEx 23112.000371/2005-74 ¢ 23112.000193/2006-80) com pesquisadores do
DEQ/UFSCar visando ao desenvolvimento de tecnologia para a producao da referida vacina.

Este trabalho se insere nesse contexto.

1.1 Objetivos

Este trabalho teve como objetivos:

a) estudar o crescimento de E. rhusiopathiae em diferentes condi¢des de aeragdo em
biorreatores do tipo tanque agitado e aerado para determinagdo de pardmetros cinéticos de
crescimento celular.

b) avaliar a expressao de antigeno nas diferentes condi¢des de cultivo empregadas.

c¢) a partir das informagdes obtidas no item (a), estabelecer um protocolo de cultivo para a
obtencdo de altas concentragdes celulares visando a posterior preparagdo de bacterinas
(vacinas com o microrganismo inativado) que ofere¢am grau de prote¢ao similar ou superior

as vacinas atualmente disponiveis no mercado.
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2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Vacinas

As vacinas sdo formulagdes que contém agentes infecciosos ou seus produtos

que induzem a producdo de anticorpos pelo organismo vacinado. Atualmente existem diversas

técnicas de confeccdo de vacinas, sendo que algumas destas surgiram recentemente com o

avanco dos conhecimentos nos campos da Imunologia e Biologia Molecular. A escolha do

tipo de vacina a ser produzida depende, dentre outros fatores, do nivel de conhecimento do

mecanismo de interagdo patdogeno-hospedeiro e também do volume do investimento a ser

feito no desenvolvimento do processo. As técnicas mais utilizadas na producdo de vacinas

estdo resumidas a seguir (Abbas ef al., 1994):

Organismos _inteiros atenuados: utiliza formas nao-patogénicas do microrganismo

desejado. A perda da patogenicidade pode ser induzida pelo crescimento do patdégeno
em condi¢des anormais. A vantagem das vacinas atenuadas é que o microrganismo
atenuado simula uma infecgdo sem provocar a doenga, e por estar vivo possibilita uma
estimulacdo antigénica continua, dando tempo suficiente para produgdo de células de
memoria pelo sistema imunolégico do organismo infectado. Por outro lado, apresenta
o risco do patdgeno se converter em sua forma virulenta, principalmente quando este
encontra sistemas imunes debilitados que permitem seu crescimento. Atualmente as
técnicas de engenharia genética estdo sendo utilizadas para contornar essas
desvantagens, deletando os genes que causam a viruléncia.

Organismos inteiros inativados: utiliza o microrganismo morto por aquecimento ou

meios quimicos, mas de forma que os antigenos de superficie permanegam intactos.
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Possui a vantagem de ndo permitir a multiplicagdo do patéogeno, porém necessita do
uso de adjuvantes para prolongar o tempo de exposi¢do dos antigenos ao sistema
imune.

e Subunidades antigénicas purificadas: utiliza apenas partes do patdégeno, como

proteinas e polissacarideos, necessérias para induzir uma resposta imune, ao invés de
organismos inteiros. Este tipo de vacina evita os riscos das vacinas celulares, porém
tem um custo mais elevado de produg¢do e de investimento em pesquisa € nem sempre

proporciona nivel de protecao semelhante aos das vacinas celulares.

e Peptideos sintéticos: utiliza peptideos que representam as regides do antigeno (que
nesse caso precisa ser protéico) que sdo identificadas pelas células do sistema
imunologico. Tem a desvantagem de necessitar do uso de adjuvantes e de proteinas
carregadoras para apresentacdo adequada dos peptideos, além do elevado custo e
dificuldade da sintese propriamente dita (Ertl e Xiang, 1996).

e Vetores vivos recombinantes: utiliza um microrganismo atenuado como vetor (viral ou

bacteriano) para veicular os antigenos ou os genes codificantes dos antigenos no
organismo vacinado. No caso de vetores bacterianos, podem ser usados
microrganismos patogénicos atenuados (Ex: Salmonella spp.) ou comensais (Ex:
Lactobacillus spp.). Apresenta a vantagem de possibilitar imunizagdo oral ou nasal,

além de dispensar o uso de adjuvantes.

e DNA em plasmideos: Este método consiste na injecdo de DNA na forma de
plasmideos em células receptoras, normalmente musculares, ocasionando uma forte
resposta imune. A técnica acaba induzindo a expressdo de proteinas codificadas por
este DNA que entdo ativam linfocitos T citotoxicos e auxiliares, € a produgdo de

anticorpos (Liu, 1995).
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As vacinas utilizadas contra a erisipela suina sao do tipo que contém o
microrganismo atenuado ou inativado (Wood, 1992). Acredita-se que as vacinas com
microrganismos vivos atenuados sdo mais eficientes na inducdo da imunidade mediada por
células que as vacinas inativadas e que, portanto seriam mais efetivas contra bactérias
intracelulares facultativas (como a E. rhusiopathiae). Porém, tem sido mostrado que as
vacinas inativadas também sdo capazes de induzir a imunidade mediada por células,
dependendo do adjuvante usado na formulagao da vacina (Haesebrouck et al., 2004).

Um aspecto importante sobre as vacinas contra a erisipela ¢ o efeito de
prote¢do cruzada oferecido por diferentes sorotipos de E. rhusiopathiae: embora as vacinas
inativadas sejam preparadas com o sorotipo 1 e as vacinas atenuadas com o sorotipo 2, ambas
oferecem prote¢ao contra linhagens de E. rhusiopathiae de sorotipos 1 e 2. Esse efeito de

protegdo cruzada mostra que a prote¢cao nao ¢ sorotipo-especifica (Takahashi et al., 1984).

2.2 Erysipelothrix rhusiopathiae

Erysipelothrix rhusiopathiae ¢ um bacilo Gram-positivo (embora possa parecer
Gram-negativo porque descolore rapidamente no teste de Gram), anaerdbio facultativo, ndo
formador de esporos, sem mobilidade e que ¢ classificado no género Erysipelothrix
juntamente com outras duas espécies, E. fonsillarum e E. inopinata. A espécie E.
rhusiopathiae ¢ classificada em 23 sorotipos e o tipo N, de acordo com os antigenos
peptideoglicanos da parede celular da bactéria (Kucsera, 1973). Os suinos sdo suscetiveis a 15
sorotipos, sendo que o sorotipo 1 (subdividido em la e 1b) e o sorotipo 2 (subdividido em 2a
e 2b) sdo os mais importantes na suinocultura — 80% das linhagens de E. rhusiopathiae

isoladas de suinos pertencem aos sorotipos la, 1b e 2b (Wood e Harrington, 1978).
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Figura 2.1 — Erysipelothrix rhusiopathiae NCTC 11004: (a) aumento de 200 vezes; (b) aumento de
1000 vezes. Imagens capturadas no Laboratdrio de Engenharia Bioquimica — DEQ/UFSCar.
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O crescimento do microrganismo ocorre em temperaturas de 15 a 44°C, com a
temperatura 6tima variando entre 30 e 37°C. O pH 6timo situa-se na faixa de 7,2 a 7,6, mas
pode variar entre 6,7 € 9,2 (Sneath et al., 1951).

Lachmann e Deicher (1986) descreveram a presenga de uma capsula neste
microrganismo e mais tarde estudos revelaram que esta estrutura estava relacionada com sua
patogenicidade, sendo responsavel pela resisténcia da bactéria a fagocitose e identificada
como um antigeno ndo protéico com massa molecular de 14 a 22 kDa. Outro fator de
viruléncia identificado ¢ a enzima neuraminidase (Miiller e Krassemann, 1976) que tem
importante papel na adesdo da bactéria e subseqiiente invasdo das células hospedeiras. Estas
observagdes sugerem que a patogenicidade de E. rhusiopathiae estd principalmente
relacionada a sua habilidade de sobrevivéncia no interior das células dos organismos
infectados, mas as bases moleculares dessa interagdao assim como do mecanismo de aquisi¢ao
de imunidade ndo estdo completamente resolvidas (Shimoji, 2000).

Os maiores impactos comerciais provocados por infecgdes causadas por E.
rhusiopathiae estao relacionados a doengas nos suinos, porém infecgdes em carneiros, perus €
patos também sao de importancia econdmica (Conklin e Steele, 1979).

Em suinos, E. rhusiopathiae causa a erisipela, também conhecida como ruiva
dos suinos, enfermidade do tipo hemorragica que provoca septicemia aguda ou subaguda e
lesdes cronicas proliferativas. A forma aguda ¢ dificil de ser diferenciada de outras doengas,
uma vez que produz elevagdo na temperatura e perda de apetite, embora os animais continuem
bebendo agua. A erisipela cutanea identifica-se claramente pela presenga de manchas em
forma de diamante, de cor purpura na pele, situadas no abdémen e no dorso dos animais. A
forma cronica pode causar artrite, aumento no tamanho das articulacdes e dificuldade de

movimento. J& a erisipela cardiaca ocorre em suinos adultos, produzindo lesdes nas valvulas
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do coragdo. Também ocorrem falhas reprodutivas: nos machos a doenca afeta a producao das
células espermiogénicas, e nas fémeas pode induzir o aborto.

Em humanos, o E. rhusiopathiae causa a erisipeloide (a erisipela humana ¢
causada por estreptococos), uma lesdo eritematosa e edematosa de pele, localizada, ocorrendo
geralmente nas mios e dedos, podendo haver inflamagio nas articulagdes da regidio. E
caracterizada como uma doenca ocupacional, infectando pessoas que trabalham com
manipulagdo ou processamento de carne, agricultores, pescadores, veterinarios, trabalhadores
de curtumes, laboratoristas entre outros (Reboli e Farrar 1989). A bactéria foi ocasionalmente
isolada em casos de endocardite, mas raramente causa doenca septicémica aguda em

humanos. A infec¢do ocorre através de ferimentos na pele, sendo muito rara a ocorréncia de

outras vias de penetracdo (Straw et al., 1999).

2.3 Cultivo de E. rhusiopathiae

Os estudos sobre o cultivo de E. rhusiopathiae relatados na literatura enfocam
inicialmente as questdes de otimizacdo do meio de cultivo e posteriormente se concentram na
identificacdo de um antigeno deste microrganismo, no intuito de se poder produzir uma
vacina de subunidade antigénica contra a erisipela suina.

Kludas e Meese (1967), acreditando que o antigeno seria um produto do
metabolismo e que, assim, sua producdo aumentaria significativamente dependendo da
composi¢ao do meio de cultura, testaram adicionar ao meio utilizado, usualmente a base de
fluidos (Brain Heart Infusion — BHI), soro de vérios grupos de animais e verificaram que o
soro de cavalo favorecia o crescimento celular.

Feist et al. (1976) realizaram um estudo sobre as necessidades nutricionais de

E. rhusiopathiae e verificaram que a maior parte das proteinas do soro de cavalo ndo era



Revisdao Bibliogrdfica 11

consumida pelo microorganismo. Foi formulado entdo um meio de cultivo livre de soro,
contendo glicose, Tween 80, extrato de levedura, peptona n° 2, arginina e tampao fosfato,
desde entdo chamado de meio Feist, com o qual foram obtidos 6timos resultados para o
crescimento do bacilo em estudo.

Groschup e Timoney (1990) obtiveram excelente crescimento em meio Feist
modificado (tampao 2x mais concentrado), atingindo a fase exponencial de crescimento em
apenas 2 h e tendo o dobro em concentracdo celular comparada ao meio BHIS (Brain Heart
Infusion suplementado com soro animal), ao final do cultivo. Os autores enfatizaram ainda a
importancia de esterilizar o meio por filtragdo, ja que uma leve caramelizacdo da glicose
reduz o crescimento bacteriano dramaticamente. Da mesma forma, os autores alertaram ainda
para a importancia da escolha da peptona, pois algumas peptonas podem afetar o crescimento
de E. rhusiopathiae.

Zarkasie et al. (1996) estudaram o crescimento de E. rhusiopathiae em meio
Feist modificado e também em meio triptose fosfato. Os resultados mostraram que o
crescimento foi mais intenso no meio Feist, porém a fase de declinio iniciou-se rapidamente
apods a concentragdo celular maxima ser atingida. O rapido declinio na concentracao celular ¢
conseqiiéncia da liberagdo de proteases que causam intensa lise de células e podem degradar o
antigeno produzido. No meio triptose fosfato, menores concentra¢des celulares méaximas
foram atingidas, porém o cultivo permaneceu no estado estacionario até 23 h apds a
inoculagao.

Todos os experimentos relatados foram conduzidos em frascos agitados,
mantidos em camara incubadora, sob condi¢des estaticas ou sob agita¢do, sem o controle do
pH e das condi¢des de aeragdo. Os principais dados sobre estes cultivos estdo resumidos na

tabela a seguir:
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Tabela 2.1 — Condigdes iniciais e principais resultados dos experimentos relatados na literatura sobre o
cultivo de E. rhusiopathiae

Fonte Kludas e | Groschup e Timoney | Zarkasie et al. (1996)
Meeese (1990)
(1967)
Linhagem do | 10-T EI-6P; Me-7; T 28; | Shizuoka-63, 82-510; 82-527; 44; Tama
microrganismo SE-9; Frankfurt XI; | 96; Kg-2; SE-9
Doggerschabe
Meio de cultivo BHIS Feist modificado; Feist modificado;
BHIS Triptose fosfato com 0,1% de Tween 80
pH inicial NC 8,0 8,0
Temperatura (°C) NC 37 37
Fragdo de indculo | 10% 1% 1%
(v/v)
Tempo de cultivo | 6 20 23
(h)
Conc. Celular 0,59 g/L 1,0 g/L*' 0,9"" (DO a 420 nm)
(final da  fase
exponencial)
Limax (B NC 0,45 0,42

NC —nio consta.

*! _Média de DO ou de concentragio celular em g/L para as cepas de crescimento mais rapido e mais lento.

*2 _ Valor médio de iy estimado a partir da variagdo dos valores de DO em fungdo do tempo para as cepas de
crescimento mais rapido e mais lento.

Sobre as exigéncias nutricionais e o metabolismo de E. rhusiopathiae, sabe-se
que, aparentemente, arginina ndo ¢ sintetizada pelo microorganismo, mas ¢ consumida em
grandes quantidades e metabolizada em citrulina e ornitina. Tween 80, assim como a glicose,
¢ considerado promotor do crescimento, e segundo Ewald (1981), o triptofano também
desempenha este papel. Em estudo realizado com 14 diferentes carboidratos, somente glicose,
frutose e galactose foram fermentadas em todas as condicdes testadas (White e Shuman,
1961). O catabolismo da glicose segue majoritariamente a via Embden-Meyerhof-Parnas, e
uma pequena parcela ¢ metabolizada pela via da hexose monofosfato. O principal metabdlito
produzido em condi¢do anaerodbia ¢ o 4cido latico, mas também ha producao de acido acético,

acido formico e etanol em menores quantidades (Robertson e McCullough, 1968).
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2.4 Producio, caracterizacio e extracio do antigeno

Diversos estudos tém sido realizados sobre a identificagdo do(s) antigeno(s) de
E. rhusiopathiae.

White e Vervey (1970) descreveram um complexo glicolipoprotéico de
200kDa como um antigeno protetor extraido do sobrenadante do meio de -cultura.
Posteriormente, Rothe (1982) descreveu um antigeno protéico de 66-64 kDa, enquanto
Lachman e Deicher (1986) mostraram que este antigeno estava presente tanto na parede
celular como no meio de cultura.

Em 1990, Gélan e Timoney clonaram o gene correspondente a essa proteina da
linhagem virulenta E1-6P de E. rhusiopathiae e expressaram um antigeno de 64 - 66 kDa
fusionado a [-galactosidase em E. coli. Essa proteina recombinante ofereceu prote¢ao
incompleta nos testes de imunizacdo com camundongos e atribuiu-se essa baixa atividade
antigénica a possiveis alteracdes na conformacdo da proteina devido a fusdo com a -
galactosidase.

Groschup et al. (1991) investigaram diferentes tratamentos (adicdo de acido
quente, de NaOH 10 mM, aplicacdo de ultra-som ou adicdo de EDTA) para obten¢do de
antigenos de E. rhusiopathiae (linhagens T 28 — sorotipo 2b, e Frankfurt XI — sorotipo N)
tanto do sobrenadante como de extratos celulares. Os tratamentos com EDTA e com NaOH
10 mM produziram extratos altamente protetores, enquanto que o sobrenadante mostrou-se
menos protetor.

Timoney e Groschup (1993) isolaram uma proteina de 66-64 kDa do antigeno
de E. rhusiopathiae da linhagem Frankfurt XI, sorotipo N. Entretanto, a imunizag¢do de
camundongos exclusivamente com a proteina isolada ndo levou a prote¢do alcancada com

imunizagdes utilizando extratos brutos obtidos com NaOH 10mM ou EDTA. Os autores
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sugeriram que formas de altas massas moleculares do antigeno formando complexos com
glicolipideos em extratos brutos, analogos ao complexo glicolipoprotéico de 200 kDa,
poderiam ser mais imunogénicos do que o antigeno 66-64 kDa purificado.

Shimoji et al. (1994) sugeriram que o complexo glicolipoprotéico de 200 kDa
descrito por White e Vervey seria a capsula do microrganismo por esta estrutura estar
relacionada com a protecdo e também estar presente no sobrenadante do cultivo (segundo os
autores a capsula ¢ facilmente removida da superficie da parede da bactéria). Porém, apesar
da cépsula ser um fator determinante de viruléncia, ela ¢ fracamente imunogénica e um teste
feito com camundongos imunizados com a capsula purificada ndo ofereceu protecdo frente ao
desafio com uma linhagem virulenta, sugerindo que uma molécula na superficie da célula,
diferente da capsula, deve ser importante na indu¢ao da producgdo de anticorpos protetores.

Zarkasie et al. (1995) prepararam vacinas utilizando a cultura inteira (células e
sobrenadante), ja que os antigenos estdo presentes em ambas as fases. As vacinas ofereceram
diferentes niveis de prote¢do em testes realizados com camundongos, de acordo com o meio
de cultivo utilizado, sendo que neste estudo o meio a base de BHI suplementado com soro de
cavalo apresentou melhores resultados que o meio Feist. O resultado oposto foi relatado por
Groschup e Timoney (1990). Zarkasie et al. atribuiram a disparidade entre estes resultados ao
fato de terem sido utilizadas diferentes linhagens do microrganismo tanto para a preparagao
das bacterinas quanto para o desafio em camundongos. De qualquer forma, ambos os estudos
identificaram nas analises por immunoblotting a proteina de 64-66 kDa como o antigeno
predominante.

Yamazaki et al. (1999) purificaram o antigeno denominado pelos autores como
P64, contendo proteinas de 64 ¢ 66 kDa a partir da linhagem Agata (sorotipo 5), ¢ doses de
500 e 100 pg desse antigeno ofereceram o mesmo grau de protecdo que a vacina com o

microrganismo atenuado em testes de imunizagao realizados em suinos.
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Kitajima et al. (2000) prepararam anticorpos monoclonais (MAbs) que
reconheceram dois diferentes epitopos em uma mesma proteina de 67 kDa presente na
extragdo com NaOH das células do microrganismo. Os autores estudaram quinze diferentes
linhagens de E. rhusiopathiae que demonstraram apresentar diferentes quantidades do
antigeno de 67 kDa e os resultados dos testes de imunizagdo em camundongos indicaram que
as bacterinas com maior concentracdo deste antigeno ofereceram maiores niveis de protecao.

Makino et al. (1998) expressaram em E. coli um antigeno de E. rhusiopathiae
(sorotipo 2, linhagem Tama-96) de 606 residuos de aminoacidos ¢ 64 kDa designado como
SpaA (surface protective antigen A) e sugeriram que a regido C-terminal desta proteina
poderia ser candidata a uma vacina de subunidade contra a erisipela. Shimoji et al. (1999)
localizaram o epitopo protetor da SpaA na regido N-terminal e Imada et al. (1999) produziram
uma proteina truncada contendo essa regido N-terminal da SpaA mais um hexadmero de
histidina que conferiu prote¢do em suinos nos testes de imuniza¢do contra linhagens
virulentas de E. rhusiopathiae sorotipos la e 2b (linhagens Fujisawa e 82-875
respectivamente). Foi observada também reacdo do antisoro tanto de camundongos quanto de
suinos com uma proteina de 43 kDa, identificada como um fragmento da SpaA.

A analise da seqiiéncia de aminoacidos da SpaA revelou uma regido C-terminal
composta por oito repeti¢des de vinte aminoacidos cada, iniciadas pelo dipeptideo glicina-
triptofano (GW) (Makino ef al., 1998). Uma proteina com 597 aminoacidos mais um peptideo
sinal de 29 aminodacidos, resultando numa proteina de 69 kDa foi descrita por Shimoji et al.
(1999) a partir da linhagem Fujisawa, sorotipo la, e devido a sua grande semelhanga com a
SpaA esta foi denominada de SpaA.1. Esta proteina possui em sua regido C-terminal o mesmo
moédulo GW, porém apresenta nove repetigdes.

Esse mesmo motivo foi observado em proteinas de outras bactérias, entre elas a

proteina PspA de S. pneumoniae, e esta associado a um mecanismo especifico de adesdo de
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algumas proteinas de superficie de bactérias Gram-positivas a parede celular. Neste
mecanismo, as repetigdes da regido C-terminal funcionam como uma ancora e fazem
interagdes com os acidos teicdico e lipoteicdico associados a membrana mediadas por
residuos de colina. Por essa razdo essas proteinas sdo classificadas como CBP (choline-
binding proteins). No caso tanto da SpaA quanto da PspA, a proteina é excretada para o meio
de cultivo apds ser sintetizada e volta para a parede celular onde fica presa através destas
interacdes da porcdo C-terminal da molécula. O entendimento deste mecanismo de
ancoramento destas proteinas fez surgir o interesse em novas estratégias de extragdo das
mesmas, uma vez que se tratam de antigenos que podem vir a ser utilizados em vacinas de
subunidades antigénicas. Um estudo realizado com S. pneumoniae mostrou que a PspA ¢
liberada da parede celular e se apresenta majoritariamente no meio de cultivo quando
utilizam-se altas concentragdes de colina (de 0,5 a 3%) na formulagdo do meio, ou quando o
microrganismo ¢ cultivado em um meio deficiente em colina (Yother e White, 1994). As
mesmas autoras patentearam esse método para obtencao e purificacdo desta proteina. No caso
de cultivar o microrganismo num meio sem colina, deve-se usar de 0,0005 a 0,1% de
etanolamina, que ¢ entdo utilizada pela bactéria para sintese de sua parede. Neste caso, as
proteinas que tém seu mecanismo de ancoramento dependente de colina ndo sdo capazes de
prender-se a superficie celular e ficam livres no sobrenadante (Yother, 1993). Cabe dizer que
existem proteinas que possuem o motivo GW, mas que ndo sdo excretadas para o meio ou tém
um mecanismo de ligagdo a parede bacteriana distinto, como ¢ o caso de uma autolisina de S.
pneumoniae, por exemplo (Yother e White, 1994). Makino et al. (2000), mostraram que tanto
o cultivo na presenca de colina quanto a lavagem das células com uma solu¢do deste
composto liberam a SpaA da superficie celular de E. rhusiopathiae.

Duas novas proteinas de E. rhusiopathiae, denominadas RspA e RspB

(rhusiopathiae surface protein), foram descobertas (os dois genes foram encontrados em todas
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as linhagens de diferentes sorotipos estudadas) e tiveram a seqiiéncia nucleotidica de seus
genes determinada (Shimoji et al., 2003). Ambas s@o proteinas de adesdo celular encontradas
tanto na superficie da bactéria quanto no sobrenadante do cultivo e possuem o motivo de
adesdo LPXTG, comum em bactérias Gram-positivas (Navarre e Schneewind, 1999). As duas
proteinas foram expressas em E. coli ¢ no desafio realizado com camundongos imunizados
com essas proteinas recombinantes a RspA ofereceu protecdo, sendo identificada portanto
como um novo antigeno de E. rhusiopathiae.

Em 2004 um novo sistema de vacina¢ao foi proposto pro Cheun ef al., com a
SpaA sendo produzida em Lactococcus lactis. A vacinagdo oral e nasal com esse
microrganismo recombinante ofereceu protecdo a todos os camundongos desafiados com 100
LDs da linhagem virulenta Tama-96 de E. rhusiopathiae.

Watanabe et al., (2004) reportaram um polipeptideo de 46,5 kDa preparado a
partir da SpaA, porém sem o peptideo sinal da regido N-terminal e sem as seqiiéncias de
repeticdes do modulo GW da regido C-terminal, como um possivel antigeno protetor
denominado de 46,5 KPA. Os autores patentearam o processo de produgdo dessa proteina em
Brevibacillus choshinensis. Neste sistema de expressao, a proteina ¢ excretada para o meio de
cultivo e cerca de 50% do produto se torna insolivel por um processo de coagulagdo na
cultura. Entdo ¢ feito um processo de ultrafiltracdo do material insoluvel, que ¢ em seguida
solubilizado em meio alcalino e o antigeno ¢é purificado por cromatografia de troca idnica.

Como a proteina SpaA ¢ expressa em sua forma soluvel em E. coli, e o
processo de purificacdo desenvolvido por Watanabe et al., com a proteina insoluvel envolve
um processo de no minimo trés etapas, Ushijima, Sakaguchi, e Tokunaga, (2005) patentearam
um processo de producdo desse antigeno com algumas mutagdes em seu gene codante para
obterem a SpaA insoluvel, nos corpos de inclusdo do microrganismo. Assim, segundo os

autores, a proteina ¢ obtida com alto grau de pureza através de etapas simples de
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centrifugacdo e lavagem e pode ser utilizada em processos de vacinacao precisando para isso

somente ser solubilizada e diluida.

2.5 Influéncia da aerac¢do no cultivo de microrganismos

Aspectos morfolégicos e metabolicos sdo diretamente influenciados pela
condi¢do de aeracdo empregada em cultivos microbianos. Os principais gases que afetam o
crescimento celular sdo o oxigénio e o dioxido de carbono. Os organismos procariontes
respondem de maneiras tdo variadas a presenca de oxigénio livre que sdo classificados em
quatro diferentes grupos quanto seu comportamento frente as diferentes condi¢des de aeragdo
(Pelczar Jr, M. J., Chan, E. C. S., Krieg, N. R.,1986, p.100):
a) Bactérias aerdbias: requerem oxigénio para o crescimento;
b) Bactérias anaerdbias: ndo usam oxigénio para obter energia e este gas ¢ toxico para as
mesmas; algumas espécies toleram baixos niveis de oxigénio (aerotolerantes);
c) Bactérias anaerobias facultativas: ndo requerem oxigénio para o crescimento apesar de
poderem utiliza-lo para produ¢do de energia se este estiver disponivel.
d) Bactérias microaerodfilas: requerem baixos niveis de oxigénio para o crescimento, mas

ndo toleram altas concentragdes deste gas.

Nao constam na literatura relatos sobre a influéncia da condi¢do de aeragao nos
cultivos de E. rhusiopathiae. Estudos sobre outros microrganismos relatam alteragdes
metabolicas e morfologicas provocadas por diferencas nas concentragdes de oxigénio
empregadas nos cultivos, como ¢ o caso, por exemplo, de Streptococcus pneumoniae, bactéria
patogénica, Gram-positiva e aerotolerante: Gongalves et al., (2006) verificaram que apds ser

cultivado em anaerobiose e passar para uma condi¢cdo de aerobiose o microrganismo (sorotipo
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23F) sofre uma alteracdo morfologica e libera sua cépsula no sobrenadante do cultivo,
diferentemente da situagdo de auséncia de oxigé€nio, onde a bactéria se apresenta envolvida
por uma espessa capsula. Assim as caracteristicas morfologicas refletem os diferentes
mecanismos de adaptacdo desenvolvidos para cada tipo de ambiente e situagdo, e as
diferengas nas condi¢des de aeracdo podem mimetizar estas mudangas em certa extensao.
Segundo Weiser et al. (1994), as variagdes fenotipicas, que podem ser induzidas por
alteracdes na oferta de oxigé€nio, sdo mecanismos importantes que permitem as bactérias
patogénicas se adaptarem a diferentes nichos ambientais.

Assim, no contexto da produgdo de vacinas bacterianas, estudos sobre variaveis
de processo que podem influenciar tanto o crescimento e metabolismo do microrganismo
quanto caracteristicas fenotipicas do mesmo, como € o caso da concentragdo de oxigé€nio
dissolvido no meio de cultura, fazem-se extremamente relevantes para o desenvolvimento de
protocolos de cultivo bacteriano que levem a altas concentracdes celulares e de componentes

antigénicos para a producdo de tais vacinas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as cepas de Erysipelothrix
rhusiopathiae NCTC 11004 e 11002 denominadas “cepa vacina” e ‘“cepa desafio”,
respectivamente. Esta Gltima foi utilizada apenas nos testes imunologicos das bacterinas em
camundongos, como agente de contaminacdo. Ambas as cepas foram conservadas em
criotubos com sangue desfibrinado ou meio Feist com 10% (v/v) de glicerol, mantidos em

ultrafreezer a -70 °C, e em ampolas liofilizadas.

3.2 Meios de cultivo

3.2.1 Meios solidos

Para o crescimento do microrganismo, dois diferentes meios solidos foram

utilizados com finalidades especificas.

3.2.1.1 Meio agar-sangue

Este meio foi utilizado para verificagdo da morfologia e pureza das colonias
durante os cultivos do microrganismo. Nesse meio, as células de E. rhusiopathiae provocam

a-hemolise do sangue presente na formulagdo, o que juntamente com a forma, tamanho e
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auséncia de coloragdao das coldnias permite a caracterizacdo da espécie em estudo. A Tabela

3.1 mostra a composi¢ao do meio agar-sangue utilizado.

Tabela 3.1 — Composi¢io do meio Agar-Sangue

Componente Concentragao
Tryptic Soy Agar’ 40 g/L
NaCl 7 g/L
Sangue desfibrinado 50 mL/L

* composic¢do descrita na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Composicao do Tryptic Soy Agar

Componente Massa (g)
Hidrolizado enzimatico de caseina 15
Hidrolizado enzimatico de soja 5
NaCl 5
Agar 15
pH7.3+£0.2

Para a preparacdo das placas agar-sangue com 1,0 L de solucdo, segue-se o

seguinte protocolo:

a) preparar 950 mL de solucdo contendo agar e cloreto de sddio e autoclavar;

b) esfriar até 50°C e adicionar 50 mL de sangue de carneiro desfibrinado. Importante:
ndo colocar o sangue se a temperatura estiver acima de 50°C;

c¢) distribuir o meio nas placas;

d) quando o agar estiver solidificado, colocar as placas na estufa a 37°C por uma noite,

para verificar se ndo ha contaminacao.
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3.2.1.2 Meio agar-TPA

Este meio foi utilizado durante os ensaios quando era necessario realizar a
determinagdo da concentragdo de células viaveis (em unidades formadoras de colonias -UFC-
por mL de meio de cultivo), pois facilita a visualizacdo das colonias em comparacdo ao meio

agar-sangue. Sua composi¢ao ¢ dada na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Composi¢do do meio agar-TPA

Componente | Concentragao (g/L)
Triptose Fostato 29,5
Agar 20
pH 7,5

A composicao da Triptose Fosfato ¢ dada pela Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Composicao da Triptose Fosfato

Componente | Concentracao (g./L)
Triptose 20
Glicose 2
NaCl 5
Na,HPO4 2,5

3.2.2 Meios liquidos

Durante o decorrer do trabalho foram realizados dois experimentos de

otimizagdo do meio de cultivo (ensaios S2 e S5). O experimento S1 foi realizado com o meio
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Feist modificado (Groschup e Timoney, 1990), a partir do qual foram feitas as novas
formula¢des denominadas de meio 1, meio 2, meio 3 e meio 4 descritas na Tabela 3.5. O meio
1 foi estabelecido no experimento S2 (primeira otimizagdo do meio) e utilizado nos ensaios
S3, S4, S5, B1, B2 e B3. Ja o meio 2 foi utilizado nos ensaios B4 a B8, e desenvolvido a
partir dos estudos realizados no ensaio S5 (segunda otimizacdo do meio) e na formulagdo de
um novo sistema de tamponamento com a concentra¢ao de fosfato diminuida 10 vezes para os
experimentos em reator com controle automatico de pH. O meio 3, utilizado nos ensaios S5 e
S6, ¢ similar ao meio 2, porém possui em sua formulagdo o tampao fosfato concentrado, ja
que foi desenvolvido para a realizagdo de ensaios em cdmara incubadora, ¢ o meio 4 foi

utilizado nas etapas de alimentagdo do ensaio B9 (batelada alimentada).

Tabela 3.5 — Meios liquidos de cultura utilizados nos experimentos

Feist Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 4
modificado
Concentragao | Concentracao Concentragdo | Concentragdo | Concentragdo
Componente (g/L) (g/) (g/L) (g/L) (g/)
Glicose 6,0 6,0 9,0 9,0 150
Peptona 5,0 7,5 7,5 7,5 125
Extrato de levedura 5,0 5,0 7.5 7.5 125
Arginina 0,55 0,75 0,75 0,75 12,5
Tween 80 0,5% 0,75* 0,75% 0,75* 12,5*
Na;P0O,.12H,0 76,02 76,02 | - 76,02 | -
Na,HPO4.12H,0 | - | = - 6,805 | - 6,805
KH,PO, | - | e 0,136 | = - 0,136
pH=8,00

*No caso do Tween 80 a concentragdo esta expressa em mL/L.

Para o preparo dos meios 1 e 3 descritos na Tabela 3.5, inicialmente foi
preparada a solucao de Na3;PO4.12H,0 (fosfato de sodio tribasico dodecahidratado), na qual

foram dissolvidos os demais componentes do meio, sendo o Tween 80 adicionado por ultimo,
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seguido do ajuste do pH em 8,0 utilizando HsPO4 85% (m/v). A alta concentracdo deste
tampao (0,2 M) ¢ a mesma utilizada no meio Feist modificado.

No preparo dos meios 2 e 4, a solugdo de KH,PO4 20 mM (0,136 g KH,PO4
em 50 mL de agua) foi adicionada a uma solugdo de Na,HPO4.12H,0 20 mM (6,805 g de
Na,HPO4.12H,0 em 950 mL de agua). Em seguida, foram dissolvidos os demais
componentes do meio, sendo o Tween 80 adicionado por ultimo, seguido do ajuste do pH em
8,0 utilizando H3PO4 85% (m/v)..

A esterilizagdo dos meios liquidos descritos na Tabela 3.5 foi feita através de

filtragdo em membrana estéril de 0,22 um de diametro de poro.

3.3 Métodos analiticos, de purificacdo e de preparo de bacterinas

3.3.1 Determinacio da concentracio celular

3.3.1.1 Turbidimetria

A densidade otica (DO) foi determinada através de leitura em
espectrofotometro utilizando um comprimento de onda de 420 nm. As amostras foram
diluidas de trés a dez vezes de modo que a leitura da absorbancia ndo ultrapassasse o valor de
0,8, para garantir com seguranca que a medida fosse realizada dentro da faixa de linearidade

da relacdo entre densidade otica e concentracio.
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3.3.1.2 Plaqueamento e Determinacio de Células Viaveis

A determinacdo do niimero de microrganismos viaveis (UFC/mL — unidades
formadoras de colonia por mililitro) foi realizada de acordo com o seguinte procedimento:

a) diluicdes sucessivas da amostra até a concentracdo desejada na proporcao de 1:10
(1,0 mL de suspensdo de bactéria para 9,0 mL de solugdo salina, até a concentracao
no tubo de ensaio estar em torno de 1x10° UFC/mL);

b) adicdo de 0,1 mL da suspensdo de bactéria adequadamente diluida na placa de Petri
(em duplicata ou triplicata, dependendo do experimento) contendo meio TPA
(Tabela 3.3), em pelo menos duas concentragdes diferentes, de forma a se obter em
torno de 10 a 100 UFC na placa;

¢) incubagéo das placas a 37°C por 48 h;

d) contagem das coldnias formadas e calculo da concentragdo de células vidveis;

3.3.1.3 Meétodo Gravimétrico

A concentracdo celular foi ainda determinada pelo método gravimétrico nos
ensaios realizados em biorreator. Neste procedimento, inicialmente filtrou-se um volume
conhecido de amostra em uma membrana com diametro de poro de 0,22 pum previamente
pesada. A amostra foi entdo lavada com agua destilada, submetida a secagem por 24 horas em

estufa a 80°C e pesada.
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3.3.2 Determinaciao da concentracio de etanol e de acidos latico, acético e formico

As concentragdes dos acidos organicos e de etanol foram determinadas por
HPLC utilizando a coluna Aminex HPX-87H da Bio-Rad como fase estacionaria e solucao de
acido sulfurico 5 mM a uma vazao de 0,6 mL/min como fase mével. A temperatura utilizada
para a separagdo dos componentes foi de 50°C, e a detecgdo dos acidos foi realizada com
detector de UV a um comprimento de onda de 210 nm, e do etanol com detector de indice de

refracgao.

3.3.3 Determinacio da concentracio de glicose

A concentragdo de glicose foi determinada nos ensaios S1, S5, B1 e B2 através
do método de DNS, descrito em literatura (Miller, 1959), e por HPLC nos experimentos B6 a

B9 (mesmas condigdes da analise dos metabolitos descrita no item 3.3.2).

3.3.4 Tratamento das amostras para analise da producio do antigeno (SpaA)

Apbs o término do cultivo, as amostras foram inativadas como descrito no item
3.3.6.1.

O processamento da amostra tinha entdo como etapa inicial a separagdo entre
as células e o sobrenadante por centrifugacdo a 4°C, 20 minutos e 11000 rpm. Em seguida, as
células foram ressuspendidas numa solu¢do de NaCl 0,9% (m/v) e colina 2% (m/v), em um
volume 10x menor que o volume original de amostra, e deixadas sob leve agitacdo overnight

a 4°C. No dia seguinte a solu¢do foi filtrada numa membrana de 0,22 pm de didmetro de
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poro, concentrada 10x por ultrafiltragdo (sistema Amicon Ultra da Millipore, NMWL de
30kDa) e congelada.

O sobrenadante foi concentrado 10x por ultrafiltragdo (sistema Pellicon 2 da
Millipore, NMWL de 10 kDa) e diafiltrado com 50 volumes de uma solu¢do de NaCl 0,9%
(m/v) no mesmo sistema. Em seguida a solugdo resultante foi concentrada mais 10x por
ultrafiltragdo (sistema Amicon Ultra da Millipore, NMWL de 30 kDa) e congelada.

Ap0s esse tratamento, as amostras foram aplicadas num sistema de eletroforese

como descrito no item a seguir.

3.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE

Apobs o tratamento descrito no item 3.3.5, as amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE, Laemmli,
1970) em um sistema Hoefer mini VE da Amershan Pharmacia Biotech.

Para isso, as amostras foram aplicadas em um gel de empilhamento de 4% de
poliacrilamida e um gel de resolucdo de 15%, sendo entdo submetidas a eletroforese com
corrente elétrica de 15 mA para o gel de empilhamento e de 20 mA para o gel de resolucao.
Em seguida, os géis foram entdo incubados em uma solug¢do corante de Coomassie Brilliat
Blue 0,1% (PhastGel Blue R - Amershan Pharmacia Biotech) e logo apds em uma solugado
descorante de metanol 10% (v/v) e acido acético 10% (v/v), ou entdo as bandas protéicas
foram reveladas com nitrato de prata através do uso do kit PlusOne Silver Staining Kit,
Protein (Amershan Pharmacia Biotech).

O tampao de amostra utilizado era composto por uma solu¢do tampao de Tris-
HCI (0,125 M, pH 6,8), solug¢do de SDS (4%), azul de bromofenol (0,025%), glicerol (20%) e

o agente redutor  — mercaptoetanol (concentracdo final de 0,1 M).
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A massa molecular da proteina de interesse foi estimada utilizando-se padroes
de massa molecular conhecidos, na faixa de 15 a 220 kDa (BenchMark Protein Ladder —
Invitrogen®) e o software de digitalizagdo de imagens Doc It LS — UVP, também utilizado

para a fotodocumentacdo das analises realizadas.

3.3.6 Preparo e testes de bacterinas

3.3.6.1 Inativacao do cultivo e formulacio das bacterinas

Neste procedimento os cultivos foram interrompidos com a adicdo de 0,3%
(v/v) de formalina como descrito em Zarkasie et al. (1996). Duas aliquotas de 0,1 mL do
cultivo inativado foram transferidas para duas placas contendo meio agar-TPA para
confirmagdo da eficacia do procedimento de inativacao, as quais foram incubadas a 37°C por
48 h. A formulagao das bacterinas foi feita com hidroxido de aluminio em gel, como descrito

em Eamens et al. (2006).

3.3.6.2 Teste das bacterinas

Foram seguidas as instru¢des da British Pharmacopoeia (Veterinary), 2002,
para a realizagdo dos testes de avaliacdo do grau de protecdo conferido em camundongos
pelas bacterinas preparadas. Os testes foram realizados no Instituto Biologico, Sdo Paulo.

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss com 17 a 20 g. Os
animais foram divididos em grupos (vacina(s) teste(s), vacina(s) referéncia(s) e controle

negativo) com 10 camundongos cada. A vacinagdo foi feita por via subcutanea com 1/50 da
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dose de suinos, e 21 dias apds a vacinagao foi realizado o desafio com um injegdo
intraperitoneal de 0,3 mL de uma cultura de E. rhusiopathiae virulenta (cepa desafio),
correspondendo a 1000 DLsy. Os animais foram observados por 8 dias e foram registrados o

nimero de mortos em cada grupo.

3.4  Determinacio de parametros cinéticos e outros calculos

3.4.1 Velocidade de Producio de Dioxido de Carbono

A velocidade de produ¢do de dioxido de carbono (CER) foi determinada

através do método do balango gasoso (Equagdo 1).

Y
CER = 0 .&.im (1)

onde: Q ¢éa vazdo de ar ou nitrogénio em L/min.
Yoz € a fracdo molar de didxido de carbono (%)
V ¢ o volume de caldo de cultivo (em L)

CER ¢ a velocidade de producao de dioxido de carbono (mol.h™".L™") nas CNTP
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3.4.2 Determinacio da velocidade especifica maxima de crescimento celular

A velocidade especifica de crescimento celular ¢ definida por meio de um

balango de massa em reator em batelada representado pela Equagdo 2, conforme descrito em

Bailey e Ollis (1986).

dCx

—=u-Cx 2
w M 2)

onde: u ¢ a velocidade especifica de crescimento celular

Cx ¢ a concentragao celular

Considerando a fase exponencial de crescimento celular, quando P = Hmax,
determina-se o valor da velocidade especifica maxima de crescimento integrando-se e

rearranjando-se a Equacdo 2 para obter a Equagao 3.

IH(QJ = .t 3)

Cx,

onde: Cx, ¢ a concentragao celular de microrganismo no tempo “zero”,e t ¢ o tempo de
cultivo.
A Equagdo 3 ¢ linear, e o valor de pm.x pode ser obtido através do método dos

minimos quadrados.

3.4.3 Determinacio do coeficiente de rendimento de substrato a células

Para o calculo do rendimento de substrato a células (Yy;) foi utilizada a
Equagdo 4 (Bailey e Ollis, 1986).

Cx—Cx, =Y

x/s

(Cs, —Cs) 4)
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onde: Cs ¢ a concentracao de substrato
Csp € a concentragdo inicial de substrato
Com os valores de concentragdo celular e de glicose obtém-se os valores de

Yy através da regressao linear.

3.5 Metodologia experimental

3.5.1 Ativacdo do microrganismo em tubos inclinados e preparo de indculo para

ensaios em frascos

Nos experimentos S1 a S3 e na preparagdo do primeiro banco de criotubos
utilizou-se o0 microrganismo conservado em criotubos com sangue. Neste caso, foram
retiradas pequenas aliquotas, por raspagem de células em sangue com alca, que foram
transferidas para um tubo de ensaio contendo cerca de 5 mL de tampao PBS (20 mM de
Na,HPO4.7H,0 e 150 mM de NaCl com o pH ajustado em 7,2). Transferiu-se em seguida a
suspensdo resultante para tubos inclinados com meio TPA (Tabela 3.3), espalhando-se a
mesma na superficie dos “slants” com al¢a de platina.

Os tubos inoculados foram mantidos a 37°C por 48 h para o crescimento do
microrganismo.

Apds o crescimento em meio sélido, as células foram ressuspendidas com
solugdo de PBS de tal modo que a DO4y obtida ficasse em torno de 0,5 a 1,0, dependendo do
experimento realizado (geralmente de 2 a 3 tubos inclinados em 5 mL de PBS).

Esta suspensdo em tampao PBS foi utilizada como indculo em proporgdes que

variavam entre 1 a 20 mL de suspensado para 100 ou 50 ml de meio de cultivo. Os ensaios em
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frascos foram conduzidos a 37°C, sem agita¢do, ou com agita¢do de 200 rpm, dependendo do

experimento. O procedimento descrito estd esquematizado na Figura 3.1.

Suspensao

AT Gﬁ em PBS l

microrganismo Ek_rprjuL 41;’
709 noras
sangue a -70~C PBS 3700 370C

Figura 3.1 — Esquema do procedimento utilizado para os experimentos realizados em uma etapa em
meio liquido

3.5.2 Preparacio de cultura estoque em criotubos

Para a preparacdo dos dois primeiros bancos de criotubos o crescimento do
microrganismo foi feito em uma etapa em meio so6lido (slants com TPA) e duas etapas em
meio liquido (50 e 500 mL), tal como descrito no item 3.5.1.

Apds o crescimento do microrganismo, foi adicionado ao caldo de cultivo
(volume de 500 mL) 100 mL de solugdo de glicerol 60% de modo que a concentragao final de
glicerol fosse de 10%. Em seguida, a suspensao de células foi transferida para os criotubos em
aliquotas de 3 mL, e estes foram congelados a -70°C.

Na preparacdo dos bancos de criotubos subseqiientes, o crescimento do
microrganismo foi feito em duas etapas em meio liquido, tal como descrito no item 3.5.3.

Apods o término do cultivo, o caldo foi centrifugado a 11000 rpm por 20
minutos a 4°C, as células foram ressuspendidas em solucdo salina (NaCl 0,9%), e

centrifugadas novamente nas mesmas condi¢des nesta etapa de lavagem.
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Logo ap6s, os pellets foram ressuspendidos em meio fresco (metade do volume
do cultivo) e a solug¢do de glicerol foi adicionada em volume e concentracdo adequados de
modo a obter-se uma solucao final com 10% de glicerol.

Em seguida as solugdes foram transferidas para os criotubos em aliquotas de
3mL, enquanto eram homogeneizadas continuamente, ¢ por fim os criotubos foram

congelados e armazenados a -70°C.

3.5.3 Ativagao de criotubos e preparo de indculo para cultivos em frascos

Os ensaios S4, S5 e S6 foram realizados em duas etapas em meio liquido como

mostrado na Figura 3.2.

3ml 30l
H [10%: do vobume total) . (10% do vobume total) .
L L
DO420 ~1,5

criohibo

|
|
27 mL de meio de oultive | 270 mL de meio de caltive
T=3700C | T=370C
|
|

Cresc. até DOy ~1,5 Etapa 2
Etapa 1 -

Figura 3.2 — Procedimento de cultivo em frascos utilizando criotubos

Nestes experimentos, inicialmente um criotubo contendo 3 mL de suspensdo de
células foi utilizado para inocular 27 mL de meio em um frasco Erlenmeyer de 250 mL,
estatico. Quando a densidade otica foi superior a 1,5, os 30 mL de caldo de cultivo foram

utilizados para inocular 270 mL de meio em um frasco Erlenmeyer de 1,0 L, estatico.
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3.5.4 Preparo de cultura estoque liofilizada

Foram liofilizadas as cepas vacina e desafio de Erysipelothrix rhusiopathiae.
Inicialmente o microrganismo foi cultivado em placas de agar-sangue por 48 h e em seguida
foi ressuspendido em solugdo de albumina 3% (m/v), como descrito em Stoew ef al. (1980).
Cerca de 10 gotas da suspensdo resultante foram transferidas para ampolas de liofilizagao
estéreis utilizando pipetas Pasteur. As ampolas foram congeladas a -70°C por pelo menos 8
horas e depois liofilizadas. Apos a liofilizagdo, as ampolas foram seladas a vacuo com o uso

de um magarico.

3.5.5 Cultivos em Camara Incubadora

Estes ensaios foram realizados com os meios de cultivo 1 e 3, a 37°C, com
agitacdo de 200 rpm para os estudos em condigdes aerdbias, ou estaticos nos ensaios
anaerobios e microaerdfilos. Os procedimentos utilizados nestes experimentos estdo
esquematizados nas Figuras 3.1 e 3.2. No caso do experimento S6, a etapa 2 mostrada na

Figura 3.2 foi utilizada como o indculo dos ensaios.

3.5.6 Cultivos em Biorreator

Foram realizados nove cultivos em reator (Ensaios Bl a B9) sendo cinco
aerdbios (30% O, dissolvido), dois microaerodfilos (5% de O, dissolvido) e dois anaerdbios. O
procedimento utilizado nos experimentos em reator ¢ visualizado na Figura 3.3. Inicialmente,

um criotubo contendo 3 mL de células em suspensdo foi utilizado para inocular 27 mL de
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meio em um frasco Erlenmeyer de 250 mL, estatico. Quando a densidade 6tica foi superior a
1,5, os 30 mL de caldo de cultivo foram utilizados para inocular 270 mL de meio de cultura
em frasco Erlenmeyer de 1,0 L, estatico. Esperou-se o microrganismo crescer até densidade
otica superior a 1,5 e o caldo resultante foi utilizado para inocular 2,7 L de meio de cultivo no
biorreator. Para os ensaios B1, B2 ¢ B3 as trés etapas (ativacdo, preparo do inoculo e ensaio
no biorreator) foram feitas utilizando-se o meio 1. Para os demais ensaios, utilizou-se 0 meio
1 para as etapas de ativagao e preparo do indculo e o meio 2 para o ensaio no reator.

Para a realizag¢do dos cultivos B1 a B5 e B9, foi utilizado o biorreator modelo
Bioflo II (New Brunswick Sci. Co. Inc., USA), equipado com analisador de dioxido de
carbono (Rosemount, modelo 880) e fluxdmetro de massa (Cole Parmer modelo EW33116-
10). Todos os equipamentos estdo conectados a um sistema de controle e aquisi¢cao de dados.

Para os ensaios B6, B7 e B8 foi utilizado o biorreator modelo Bioflo III (New Brunswick Sci.

Co. Inc., USA).
I I
: ) | { : a2 cu mitnopiio amaliadooss
3ml . T 300l i =e=
o do vobaue tot
(10% do vobume total) ) b 2 'S 10% do vohime total)
DOy = 1,5 4
DOy = 1.5 C]

|

|

I

|

| 27 ml. de meio, 37°C 270 mL de meio de cultivo
I

I

]

Cresc. até DO, > 1,5 . arec 3,0 L de cultivo
T 37°C,pH 8,0
Etapa 1 Etapa 2
Etapa 3

Figura 3.3 — Etapas do procedimento para os ensaios em biorreator
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3.6 Descri¢cdo dos Experimentos

A Tabela 3.6 lista os experimentos realizados neste trabalho que apresentaram

os resultados mais relevantes e que serdao aqui discutidos.

Tabela 3.6 — Lista dos experimentos, em ordem cronoldgica, com suas respectivas descrigdes e

objetivos
Ensaio Descricao/objetivos
Conjunto S1 - Implementacao da metodologia de cultivo de E. rhusiopathiae em
meio Feist disponivel na literatura
- Influéncia da disponibilidade de oxigénio no crescimento
Conjunto S2 | - Otimizagao do meio de cultivo
Conjunto S3 - Otimizagdo da fragdo de inoculo

B1 - Implementagao de procedimento para cultivo em biorreator em
condicoes anaerobias

- Estudo da influéncia da auséncia de oxigénio no crescimento e
metabolismo

- Determinagdo de gés carbonico e dos metabolitos produzidos

durante o cultivo

B2 - Implementagdo de procedimento para cultivo em biorreator em
condi¢des aerdbias

- Estudo da influéncia da presenca de oxigénio no crescimento e
metabolismo

- Determinagdo de gés carbonico e dos metabolitos produzidos

durante o cultivo

B3 - Implementa¢do de procedimento para cultivo em biorreator em
condigdes microaerofilas (5% de O,)

- Determinagao de gés carbonico e dos metabolitos produzidos
durante o cultivo

- Implementagdo de procedimento para contagem de UFC/mL
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Conjunto S4

- Preparo de bacterinas em diferentes condi¢des de aeracao

Conjunto S5

- Aprimoramento do meio de cultivo com aumento das

concentragdes de glicose e extrato de levedura

B4

- Cultivo em biorreator em condi¢do microaerofila (5% de O,) com
0 meio aprimorado e controle de pH
- Teste do novo sistema de tamponamento e avalia¢ao de sua

influéncia no crescimento celular

B5

- Cultivo em biorreator em condigado aerédbia (30% de O,) com o

meio aprimorado e controle de pH

B6

- Repeti¢do do ensaio 10
- coleta de amostras para posterior avaliagdo da produgdo de

antigeno (SpaA) e comparacdo com a condi¢ao anaerdbia

B7

- Preparo de bacterinas em biorreator (condi¢des do ensaio 10) com

UFC/mL > 2,0 x 10’ para teste em camundongos

B8

- Cultivo em biorreator em condi¢do anaerdbia com o meio
aprimorado e controle de pH
- coleta de amostras para posterior avaliagdo da produgdo de

antigeno (SpaA) e comparacdo com a condicdo aerobia

Conjunto S6

- cultivo em camara incubadora na presenga de colina e/ou

triptofano
B9 - batelada alimentada em condicao aerdbia (30% de O,)
S = “Shaker”; B = Biorreator

3.6.1 Experimentos em Cimara Incubadora

3.6.1.1 Conjunto S1 — Implementacio da metodologia de cultivo de E. rhusiopathiae em

meio Feist disponivel na literatura

Esse experimento foi realizado com o objeto de testar as condi¢des de cultivo

de E. rhusiopathiae mencionadas na literatura. O procedimento de cultivo adotado foi o
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descrito no item 3.5.1 e o meio utilizado para o cultivo foi o meio Feist modificado (descrito
na Tabela 3.5). Nesse caso, foi utilizado 1 mL de suspensdo com uma DO de 0,5 para inocular
os frascos contendo 100 mL de meio de cultivo.

O experimento S1 foi realizado em duas condi¢des de aeracdo: aerdbia e
microaerdfila. Na condig@o aerdbia, o ensaio foi realizado em mesa incubadora rotativa a uma
temperatura de 37°C e agitado a 200 rpm. Na condi¢cdo microaeréfila o experimento foi
realizado em estufa a 37°C.

Nesse ensaio foram retiradas amostras para a determinagao da densidade otica,

concentragdo de glicose e acompanhamento do pH do meio durante o cultivo.

3.6.1.2 Conjunto S2 — Otimiza¢io do meio de cultivo

Esse experimento foi realizado com o objetivo de se obter um meio de cultivo
que apresentasse um melhor crescimento celular e consumo integral da glicose, o que nao foi
observado no meio Feist modificado (Ensaio S1). Foram testados seis diferentes meios de
cultivos, descritos na Tabela 3.7, tanto na condi¢ao microaerofila como na aerobia. Também

foi testada uma fracdo maior de indculo (10%).

Tabela 3.7 — Meios de cultura utilizados no conjunto de ensaios S2

Meio A | Meio B | Meio C | Meio D | Meio E | Meio F | Meio G

Glicose (g/L) 6 0 10 6 6 6 6

Peptona (g/L) 5 5 5 7,5 5 5 7,5
Ext. levedura (g/L) 5 5 5 5 5 5 5

Arginina (g/L) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,75 0,5 0,75

Tween80(mL/L) | 0,5 | 05 | 05 | 05 | 05 | 075 | 0,75
NasPO,. 12H,0 (g/L)| 76,02 | 76,02 | 76,02 | 76,02 | 76,02 | 76,02 | 76,02
pH=8,00
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Nesse experimento, foram retiradas amostras de 2 mL para andlise de
concentragdes de células (por densidade dtica) e de glicose.

O procedimento de preparagdao do inodculo foi o mesmo descrito no item 3.5.1.
Nos experimentos S2-A, S2-B, S2-C, S2-D, S2-E e S2-F foram testados os meios A, B, C, D,
E, e F (Tabela 3.7), respectivamente, em condigdo aerdbia (camara incubadora a 200 rpm).
Nos experimentos S2-A’, S2-B’, S2-C°, S2-D’, S2-E’ e S2-F’ foram testados os mesmos
meios (meio A, B, C, D, E e F) em condi¢ao microaerodfila. Os experimentos S2-G e S2-G’
foram realizados com o meio G (Tabela 3.7), porém com uma fracdo de indculo
representando 10% do volume de trabalho, sendo o primeiro aerébio e o segundo
microaerdfilo.

Em todos os experimentos, exceto os experimentos S2-G e S2-G’, inoculou-se
0,5 mL de suspensao de microrganismo em 50 mL de meio de cultivo. Nos experimentos S2-
G e S2-G’ inoculou-se cerca de 5 mL de suspensdo de microrganismo em 45 mL de meio de

cultivo.

3.6.1.3 Conjunto S3 — Otimizacao da fracio de in6culo

Esse experimento foi realizado com o objetivo de se otimizar a fracdo de
indculo a ser utilizada nos experimentos seguintes, de forma a minimizar o tempo de fase lag
do crescimento do microrganismo. Para isso, realizaram-se trés ensaios com fracdes de
in6culo (v/v) de 20% (I1), 10% (12) e 5% (13), conforme descrito na Tabela 3.8. O valor da

densidade otica dos inoculos utilizados foi de 1,0.
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Tabela 3.8 — Volume de indculo e de meio de cultura nos cultivos 11, 12 e I3

Experimento | Volume de indculo (mL) | Volume de meio (mL)

I1 10 40
12 5 45
I3 2,5 47,5

O meio utilizado foi o meio 1 (Tabela 3.5) e as culturas foram mantidas em
condigdo microaerofila a 37°C. Amostras de cerca de 2 mL foram retiradas ao longo do

cultivo para a determinacdo da concentragdo de glicose e do valor da densidade otica.

3.6.1.4 Conjunto S4: Preparo de bacterinas em diferentes condi¢oes de aeraciao

Neste experimento o microrganismo foi cultivado em condigdo aerobia,
anaerdbia e microaerodfila para avaliagdao da produgao do antigeno em diferentes condigdes de
aeragdo. Foram preparadas bacterinas dos trés ensaios e foram feitas a avaliagdo e
comparacdo da prote¢do conferida em camundongos por estas suspensdes.

Os ensaios foram realizados em duplicata e todos os cultivos partiram do
mesmo criotubo.

A etapa de ativagdo foi realizada em um frasco erlenmeyer com rodilhdo de
algoddo contendo 27 mL de meio, sem agitagdo. Apos atingir-se DO proxima a 1,5, foi
iniciada a etapa de preparagdo do indculo. Nesta fase, foram utilizadas as mesmas condigdes
de cultivo a serem utilizadas na etapa seguinte, dos ensaios. Assim, o indculo do ensaio
aerdbio foi preparado num erlenmeyer com rodilhdo de algodao e sob agitagdo de 200 rpm, o
indéculo do ensaio anaerdbio foi preparado num frasco Duran com borbulhamento de
nitrogénio, ¢ o do microaerdéfilo num erlenmeyer com rodilhdo de algoddo, estatico. Nesta

etapa foram utilizados frascos de 250 mL com 45 mL de meio e inoculados com 8mL do
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caldo da etapa de ativacdo. Os ensaios foram realizados com 90 mL de meio e o volume de
indculo transferido para cada frasco foi de 10 mL. Os cultivos aerdbios e anaerdbios foram
feitos em frascos de 500 mL e os microaeréfilos em frascos de 250 mL. As etapas do
procedimento de cultivo do microrganismo estdo esquematizadas na Figura 3.4.

Para cada cultivo, no momento em que a DO se aproximou de 1,5 foi retirada
uma aliquota do caldo para o procedimento das dilui¢des sucessivas seguido do plaqueamento
para contagem de UFC/mL necessario para a formulacdo das doses de vacina a serem
testadas. Logo em seguida o cultivo foi interrompido e tratado como descrito no item 3.3.6.
Por fim, foi feita a formulacdo das vacinas como descrito em Eamens et al. (2006), e as

bacterinas foram enviadas para os testes em camundongos, realizados no Instituto Biologico,

Sdo Paulo.
| I }
Inoculo
Anaerobio
Anaerobio Aerobio Microaerofilo
A A A
v v v
Anaerobio Aerobio Microaerofilo
B B B

Figura 3.4 — Etapas dos ensaios com diferentes condi¢des de aeragdo para o preparo das bacterinas
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Todas as fases dos cultivos e da preparagdao das bacterinas tiveram sua pureza
verificada através de plaqueamento em agar-sangue, em duplicata, de aliquotas retiradas ao

final de cada etapa.

3.6.1.5 Conjunto S5: Aprimoramento do meio de cultivo com alteracio nas

concentracoes de glicose e extrato de levedura

Este experimento teve como objetivo avaliar o crescimento de E. rhusiopathiae
no meio 1 suplementado com maiores concentragdes de glicose e extrato de levedura de modo
a desenvolver uma nova formulacdo do meio de cultivo que proporcionasse a obtencdo de
maiores concentragdes celulares ao final da batelada. Para isso, foram realizados trés ensaios

com as formulacdes dos meios de cultivo indicadas na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 — Composicdo dos meios de cultivo utilizados no conjunto de ensaios S5

Meio I Meio 11 Meio III
componente | Concentracao (g/L) | Concentragdo (g/L) | Concentragdo (g/L)
Glicose 6,0 9,0 12,0
Ext. Levedura 5,0 7.5 7,5
Peptona 7,5 7,5 7,5
Arginina 0,75 0,75 0,75
Tween 80 0,75 mL/L 0,75 mL/L 0,75 mL/L
Na3;P0,4.12H,0 76,02 76,02 76,02
pH = 8,00

O meio I ¢ o que vem sendo chamado até aqui de meio 1, cuja formulagao foi

desenvolvida no ensaio S2. O meio II possui em sua composi¢cdo um aumento de 50% na
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concentragdo de glicose e de extrato de levedura, e o meio III tem 100% a mais de glicose e
50% a mais de extrato de levedura comparado ao meio I.

Os cultivos foram realizados em duas etapas em meio liquido como descrito no
item 3.5.3.

Foram realizadas analises da concentracdo de glicose e dos metabolitos com
amostras retiradas dos trés ensaios ao longo do cultivo. O crescimento celular foi

acompanhado pela leitura da densidade o6tica do caldo.

3.6.1.6 Conjunto S6: Cultivo com colina e /ou triptofano

Este experimento foi realizado para verificagdo da liberagdo ou ndo do
antigeno (SpaA) no meio de cultivo na presenca de colina e para verificar se o meio utilizado
apresentava deficiéncia de triptofano, um aminoacido que segundo Ewald (1981) ¢ promotor
do crescimento de E. rhusiopathiae e, além disso, estd presente no antigeno de interesse em
quantidade considerdvel (16 residuos por molécula).

Para tanto, foram realizados quatro cultivos de 300 mL, utilizando o meio 2,
suplementado ou ndo com colina e triptofano, tendo a 2° etapa descrita no item 3.5.3 como o
in6culo das quatro condicdes listadas na Tabela 3.10. No momento em que os cultivos
atingiram DO igual a 3,0 foi retirado um volume de 200 mL do caldo de cada frasco que em
seguida foram inativados como no procedimento de prepara¢do das bacterinas descrito no
item 3.3.6.1 e submetidos ainda ao procedimento descrito no item 3.3.5, para andlise da
expressdo do antigeno. O volume de 100 mL restantes de cada condicdo teve o crescimento

celular acompanhado até a fase de morte.
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Tabela 3.10 — Condigdes testadas no conjunto de ensaios S6

Ensaio/suplemento | Condi¢do A | Condi¢do B | Condicao C | Condicao D
Cloreto de colina 2% Nao Sim Nao Sim
Triptofano 0,75g/L Nao Nao Sim Sim

3.6.2 Experimentos em Biorreator

3.6.2.1 Ensaio B1: Cultivo anaerobio com o meio 1

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo 1 (Tabela 3.5) sob

condi¢do anaerdbia. A vazdo de nitrogénio utilizada no biorreator foi de 0,5 L/min e a

freqiiéncia de rotacdo foi mantida em 130 rpm para homogeneizar o sistema. Foram retiradas

amostras a cada meia hora para a determinagdo da densidade 6tica, concentracdo de células

(em g massa seca/L), de glicose e de acido latico. A composi¢do do gés produzido foi

analisada em analisador de gas

A partir dos dados experimentais foram calculados os valores de pmax € Yy/s.

carbonico.

3.6.2.2 Ensaio B2: Cultivo aerdbio com o meio 1

Este experimento também foi realizado utilizando o meio de cultivo 1 (Tabela

3.5), porém sob condi¢do aerdbia. A vazdo de ar utilizada foi de 1,0 L/min e a freqiiéncia de

agitacdo variou de 100 a 400 rpm para controlar a concentra¢do de oxigénio dissolvido em

30% de seu valor de saturagao.
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Nesse experimento também foram retiradas amostras a cada meia hora para a
determinagdo da densidade otica, concentracdao de células (em g massa seca/L.), concentracao
de glicose e de acido latico. A composi¢do do gas produzido foi analisada em analisador de

gas carbonico, e os dados experimentais foram utilizados para a determinagao dos valores de

Mmax c Yx/s-

3.6.2.3 Ensaio B3: Cultivo microaerofilo (concentraciao de O, em 5% da satura¢ao com

ar) com o meio 1

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo 1 (Tabela 3.5) sob
condi¢do microaerodfila. A vazdo de ar utilizada no biorreator foi de 1,0 L/min e a freqiiéncia
de rotacdo foi automaticamente controlada de forma a manter a porcentagem de oxigénio
dissolvido em 5% de seu valor de saturacdo. Foram retiradas amostras a cada meia hora para a
determinagdo da densidade Otica, concentragdo de células (em g massa seca/L), de glicose e
dos metabdlitos: acido latico, acido acético, acido formico e etanol. Sete das amostras
coletadas foram submetidas a diluicdes sucessivas e plaqueadas em agar-TPA para posterior
contagem das unidades formadores de colonia por mililitro (UFC/mL). No final do cultivo
uma amostra foi retirada, inativada e liofilizada para posterior identificacdo e purificagdo do
antigeno. A composi¢do do gas produzido foi analisada em analisador de gas carbdnico.

A partir dos dados experimentais foram determinados os valores de pmax € Yyss.
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3.6.2.4 Ensaio B4: Cultivo microaerofilo (5% de O;) com o meio 2 e controle

automatico de pH

Este experimento foi realizado sob condi¢do microaerofila utilizando o meio de
cultivo 2 (Tabela 3.5) cuja composi¢ao apresenta 50% a mais de glicose e extrato de levedura,
além de um tampao 10 vezes mais diluido em relagdo ao meio 1. Neste ensaio o pH foi
controlado e ajustado em 8,0 pela adi¢do automatica de NaOH 4 M. A vazao de ar utilizada
no biorreator foi de 1,0 L/min e a freqiiéncia de rotagdo foi automaticamente controlada de
forma a manter a porcentagem de oxigénio dissolvido em 5% de seu valor de saturagdo.
Foram retiradas amostras a cada hora para a determinag¢do da densidade oOtica, concentracao
de células (em g massa seca/L), de glicose e dos metabolitos. Como no ensaio anterior, sete
das amostras coletadas foram submetidas a dilui¢cdes sucessivas e plaqueadas em agar-TPA
para posterior contagem das unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL). Durante
o experimento, foram retiradas e liofilizadas cinco amostras, previamente inativadas, para
analises posteriores sobre a produ¢do do antigeno com a evolu¢do do cultivo. A composi¢ao
do gés produzido foi analisada em analisador de gas carbonico.

A partir dos dados experimentais foram calculados os valores de pmax € Ys.

3.6.2.5 Ensaio B5: Cultivo aerdbio (30% de O;) com o meio 2 e controle automatico de

pH

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo 2 (Tabela 3.5) sob
condicdo plenamente aerébia. A vazdo de ar utilizada no biorreator foi de 1,0 L/min e a
freqliéncia de agitacdo foi mantida entre 100 e 400 rpm de forma a permitir a homogeneizacao

do sistema e manter a porcentagem de oxigénio dissolvido em 30% de seu valor de saturagdo.
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Foram retiradas amostras a cada hora nas quatro primeiras horas do cultivo e posteriormente a
cada 30 minutos para a determinagdo da densidade 6tica, concentragdo de células (em g massa
seca/L), de glicose e dos metabdlitos. Seis das amostras coletadas foram submetidas a
dilui¢des sucessivas e plaqueadas em agar-TPA para contagem de UFC/mL. A composi¢ao do
gas produzido foi analisada em analisador de gas carbdnico.

A partir dos dados experimentais foram determinados os valores de pmsx, € Yiys.

3.6.2.6 Ensaio B6: Cultivo aerdbio (30% de O,) com o meio 2 e controle automatico de

pH (duplicata do ensaio 10)

Este experimento foi realizado nas mesmas condi¢cdes do ensaio anterior para
confirmagdo dos resultados obtidos. Neste ensaio, foram retiradas quatro amostras durante o
cultivo para comparacdo da producdo do antigeno com o ensaio em anaerobiose. Essas
amostras foram inativadas e liofilizadas. A composi¢do do gas produzido ndo foi analisada,

pois ndo foi utilizado o biorreator equipado com o analisador de gas carbonico.

3.6.2.7 Ensaio B7: Cultivo aerdbio (30% de O;) com o meio 2 e controle automatico de

pH (triplicata do ensaio 10) para producio de bacterinas

As condicdes deste ensaio foram as mesmas do experimento 10.

As amostras para analise de glicose, massa seca e dos metabdlitos foram
retiradas a cada hora apos 4,5 h de cultivo.

Para o preparo das bacterinas foram retiradas duas amostras de

aproximadamente 90 mL em dois momentos especificos: o primeiro no final da fase
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exponencial de crescimento (DO ~ 3,5) e o segundo apds ter inicio a fase de morte celular.
Ambas as amostras foram tratadas como descrito no item 3.3.4 ¢ a amostra com DO de
aproximadamente 3,5 foi utilizada para testar o nivel de prote¢do conferido por esta
formulagdo de acordo com as instrugdes da British Pharmacopoeia (Veterinary), apresentadas
no item 3.3.4.1. Vale comentar que de acordo com a farmacopéia, deveria ser utilizada uma
bacterina de referéncia. Como no Brasil o Ministério da Agricultura ndo regulamenta a
produgdo dessa vacina e nao fornece essa amostra de referéncia, optou-se por utilizar vacinas

comerciais como referéncia.

3.6.2.8 Ensaio B8: Cultivo anaerébio com o meio 2 e controle automatico de pH

Este experimento foi realizado utilizando o meio de cultivo 2 (Tabela 3.5) sob
condicdo anaerdbia. A vazdo de nitrogénio utilizada no biorreator foi de 0,5 L/min e a
freqliéncia de rotagdo foi mantida em 200 rpm para homogeneizar o sistema. Foram retiradas
amostras em intervalos de 0,5 ou 1 h para a determinagdo da densidade 6tica, concentragao de
células (em g massa seca/L), de glicose e dos metabolitos. Cinco das amostras coletadas
foram submetidas a diluigdes sucessivas e plaqueadas em agar-TPA para contagem de
UFC/mL.

Ainda neste ensaio, foram retiradas duas amostras durante o cultivo e outra no
final para comparagdo da producdo do antigeno com o ensaio em aerobiose. Essas amostras
foram inativadas e armazenadas a 4°C. A composi¢do do gas produzido ndo foi analisada,

pois ndo foi utilizado o biorreator equipado com o analisador de gas carbonico.
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3.6.2.9 Ensaio B9: Cultivo aerobio (30% O;) em batelada alimentada

Este experimento foi realizado em aerobiose (concentracdo de O, de 30% do
seu limite de saturagdo) utilizando o meio de cultivo 2 (Tabela 3.5) para a etapa de batelada
simples e o meio de cultivo 4 (Tabela 3.5) para a etapa de alimentacdo. A vazdo de ar
utilizada no biorreator foi de 1,0 L/min e a freqiiéncia de agitacdo foi mantida entre 100 e
400rpm.

O Software AnaBio 1.0 (Silva et al., 2003) foi utilizado para simular os perfis
de crescimento celular, producdo de 4cido latico e consumo de glicose em funcdo de
diferentes valores de vazdo de alimentag¢do e concentracdo de glicose no meio suplementar, a
partir dos dados do experimento aerdbio (2) (ensaio B6). Foi proposto um modelo matematico
ndo estruturado baseado no balanco de massa do processo (Equacdes 5 a 7) e na expressao
cinética de Andrews-Levenspiel (Shuler e Kargi, 2002) com inibi¢do mista pelo substrato e

produto (Equacao 8),

dt V) )
dC F 1 a
S = (—].(CSF - Cs)—( + }u.cx
dt V YX/S YP/S (6)
dC F
L =(a.n).C, ——.C,
dt V (7)
~ C, c, )
H= U 2 (I_C *j
Ko +Cg+—5- g
KIS (8)

onde,

u (h™): velocidade especifica de crescimento;

umax (h): velocidade especifica maxima de crescimento;
Cs (g/L): concentracao de substrato;

Cp (g/L): concentragdo de produto;
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Cx (g/L): concentragao celular;
V (L): volume de trabalho do biorreator;
F (L/h): vazao de alimentacao;
Csr (g/L): concentracdo de glicose no meio suplementar;
0 (Zlactato/Eeclulas): coeficiente pseudo-estequiométrico para formagdo de lactato associada ao
crescimento;
Yxs (Zcelulas/Ealicose): fator de conversdo de substrato em células;
Yp/s (Zlactato/ Ealicose): fator de conversdo de substrato em lactato;
kp (h'l): coeficiente de morte celular;
Csi (g/L): concentragdo de substrato a partir da qual se inicia a morte celular;
Ks (g/L): constante de saturagao;
Kis (g/L): constante de inibicao pelo substrato;
Cp* (g/L): concentragdo critica de lactato para efeito de inibigdo pelo produto;
n: parametro do modelo de Levenspiel com inibi¢do pelo produto.
Os valores médios dos dados experimentais (da fase exponencial) dos cultivos
em batelada simples conduzidos em triplicata foram utilizados para a determinagdo dos
valores dos fatores de conversdo e¢ da velocidade maxima especifica de crescimento do

microrganismo. Os demais parametros foram estimados igualando-se F a zero e através de um

ajuste visual do modelo também aos dados experimentais das bateladas simples.

Baseando-se nos resultados das simulagdes, foi adotada uma estratégia de
alimenta¢do em dois estagios, de forma a manter o crescimento celular em fase exponencial e
a concentragdo de glicose entre 4 ¢ 8,0 g/L, evitando efeitos de inibi¢do por excesso de
substrato ou morte celular por escassez de nutrientes. Dessa forma, apds as 7,5 h de batelada
simples, iniciou-se a adicdo de meio de cultivo concentrado (meio 4) no biorreator numa
vazdo de 0,05 L/h. Esta primeira etapa de alimentagdo teve duragdo de 4 h. Em seguida, a
vazao foi aumentada para 0,12 L/h, durante um periodo de 8,5h.

Foram retiradas amostras do cultivo a cada hora para a leitura da densidade
Otica, determinacdo da concentracdo de células (em g massa seca/L), de glicose e dos
metabolitos. Cinco das amostras coletadas foram submetidas a dilui¢des sucessivas e

plaqueadas em agar-TPA para contagem de UFC/mL. A concentragdo de diéxido de carbono
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no gas efluente do fermentador foi monitorada por um analisador de gas carbonico acoplado
ao sistema de aquisi¢cao de dados do biorreator.
Durante o experimento foram também coletadas amostras para avaliar a

produgdo do antigeno com o aumento da concentragao celular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimentos em Camara Incubadora

4.1.1 Conjunto S1

Este experimento teve como objetivo implementar a metodologia de cultivo de

E. rhusiopathiae disponivel na literatura além de iniciar os estudos da influéncia da aeragao

no crescimento do microrganismo.

Os valores da concentragdo de glicose e da densidade 6tica obtidos no ensaio
S1 sdo vistos na Figura 4.1. A Figura 4.2 mostra a variagdo do pH com o tempo de cultivo.

Os ensaios foram realizados em frascos de 500 mL, contendo 100 mL de meio de cultivo e

foram iniciados com in6culo de 1% (v/v).
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Figura 4.1 — Valores da concentracao de glicose e de densidade 6tica do conjunto de ensaios S1 com

o tempo de cultivo.

DO 420 nm
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Como pode ser observado na Figura 4.1, o ensaio realizado em condigdes
aerdbias (com agitacdo de 200 rpm) apresenta, aparentemente, um maior valor de densidade
otica no final do experimento, indicando um maior crescimento celular. No entanto, ¢
importante ressaltar que devido ao rapido crescimento na fase exponencial, ¢ provavel que a
densidade o6tica do cultivo microaerdfilo (cultivo estatico) também tenha atingido valores
mais altos, que ndo foram medidos devido a auséncia de amostragem no periodo
compreendido entre 29 e 36 horas de ensaio. Quanto a grande fase /ag apresentada nos dois

cultivos, esta foi menor em condi¢des anaerobias.
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Figura 4.2 — Variacao do valor de pH com o tempo de cultivo obtido no conjunto de ensaios S1.

Ja em relacdo a variacdo do valor de pH (Figura 4.2), este apresentou uma
queda quando o crescimento do microrganismo ocorreu mais intensamente, tanto em
condigdes aerobias quanto anaerdbias. Nota-se ainda que o pH sofreu uma queda de 0,5 em
relagdo a seu valor inicial. Tal fato indicou uma alta produg¢do de acido devido ao
metabolismo da glicose para a produgao de energia.

Quanto ao consumo de glicose, observou-se que esse substrato nao foi
consumido totalmente. Tal fato indicou que outro nutriente estava limitando o crescimento do

microrganismo.
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4.1.2 Conjunto S2

Neste experimento, realizado em frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio
de cultivo, foram testadas diferentes formulagdes com variagdes nas concentracdes de glicose,
peptona, arginina e Tween 80 para avaliar a influéncia da concentracdo de cada um destes
nutrientes no crescimento do microrganismo separadamente. A Figura 4.3 mostra os valores
de densidade otica observados nos experimentos S2-A, S2-B, S2-C, S2-D, S2-E, S2-F e S2-G
realizados tanto em condi¢des aerdbias como microaerdfilas. A Figura 4.4. mostra os valores

da concentragdo de glicose com o tempo de cultivo para os mesmos experimentos.
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Figura 4.3 — Variagdo dos valores de DO nos cultivos S2-A, S2-B, S2-C, S2-D, S2-E, S2-F e S2-G
em condi¢des microaerodfilas (a) ou aerobias (b) com o tempo de cultivo. S2-A: Meio Feist; S2-B:
Meio Feist sem glicose; S2-C: Meio Feist com 10 g/L de glicose; S2-D: Meio Feist com 7,5 g/L de
peptona; S2-E: Meio Feist com 0,75 g/L de arginina; S2-F: Meio Feist com 0,75 mL/L de Tween; e
S2-G: Meio Feist com concentragdes de Tween, peptona e arginina 50% maiores, e in6culo de 10%
v/v).

Pela Figura 4.3 observa-se que o meio Feist modificado (Tabela 3.5) apresenta
um déficit nutricional. Os meios suplementados com mais 50% de nutrientes selecionados

apresentaram valores de DO maiores que o do meio Feist modificado. Por esse motivo optou-
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se por acrescentar 50% destes nutrientes e adotou-se o meio G (Tabela 3.7) para os
experimentos subseqiientes (este meio passou a ser chamado de meio 1).

Quanto ao aumento da concentracdo inicial de glicose no meio de cultivo,
pode-se notar pela Figura 4.3 que, na condicdo aerobia, ndo houve crescimento do
microrganismo. Ja na condi¢do microaerofila, o aumento da concentragdo de glicose nao
influenciou significativamente o crescimento celular. Neste ensaio foram ainda observados os

maiores valores de DO e um menor tempo de fase lag.
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Figura 4.4 — Variacdo dos valores da concentragdo de glicose (Cs) nos cultivos S2-A, S2-B, S2-C, S2-
D, S2-E, S2-F e S2-G em condi¢des microaerdfilas (a) ou aerdbias (b) com o tempo de cultivo. S2-A:
Meio Feist; S2-B: Meio Feist sem glicose; S2-C: Meio Feist com 10 g/L de glicose; S2-D: Meio Feist
com 7,5 g/L de peptona; S2-E: Meio Feist com 0,75 g/L. de arginina; S2-F: Meio Feist com 0,75 mL/L
de Tween; e S2-G: Meio Feist com concentragoes de Tween, peptona e arginina 50% maiores, ¢

indculo de 10% (v/v).

Nos cultivos com uma maior fra¢do de inoéculo (10%), observou-se um menor
tempo de fase /ag e, com relacdo ao consumo de substrato, os graficos da Figura 4.4 mostram
que a glicose foi totalmente consumida nos cultivos microaerofilos, mas ndo na condig¢do
aerobia. Também ndo foi observado crescimento do microrganismo nos experimentos

realizados sem a adi¢do de glicose ao meio de cultivo.
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A partir dos resultados obtidos no Ensaio 2, optou-se por cultivar o
microrganismo em condi¢des microaerdfilas (frasco estatico), além de suplementar o meio
Feist modificado, aumentando em cerca de 50% a concentracdo dos nutrientes peptona,

arginina e Tween 80, como ja foi mencionado.

4.1.3 Conjunto S3

Neste experimento foram testadas diferentes fracdes de indculo com intuito de
reduzir o tempo da fase /ag do crescimento do microrganismo. Os cultivos, com volume total
de 50 mL em cada condigdo, foram conduzidos em frascos de 250 mL estaticos. Os valores da
densidade dtica e da concentracdo de glicose dos experimentos I1 (indculo 20% v/v), 12 (10%

v/v) e I3 (5% v/v) sdo apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6, respectivamente.
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Figura 4.5 — Valores de DO com o tempo de cultivo para os experimentos 11, 12 ¢ 13
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Figura 4.6 — Consumo de glicose com o tempo de cultivo para os experimentos 11, 12 e I3
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Pela Figura 4.5 observa-se que o menor tempo de fase lag foi obtido no cultivo

com 20% de in6culo, seguidos pelos experimentos 12 (10%) e 13 (5%), respectivamente.

Apesar do melhor resultado obtido no ensaio Il1, optou-se inocular os

experimentos subseqiientes com 10% de in6culo com um valor de DO em torno de 1,0 uags.

Essa opcao foi feita por ndo se observar uma diferenga significativa entre os cultivos 11 e 12

com relagdo a DO maxima atingida. Observa-se na Figura 4.6 que em todos os experimentos a

glicose foi totalmente consumida, sendo exaurida em tempos diferentes de acordo com a

concentracdo celular de cada condigdo experimental, determinada pela fragdo de indculo

transferida.

4.1.4 Conjunto S4

O objetivo deste experimento foi preparar bacterinas (vacinas com o

microrganismo inativado) em diferentes condi¢cdes de aeragdo para investigar o papel da
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oxigenacdo na produgdo de antigeno e para definir quais as melhores condi¢cdes para a
continuagdo dos estudos. A Tabela 4.1 resume os resultados dos cultivos realizados.

Tabela 4.1 — Resultados de densidade 6tica ¢ UFC/mL no final dos cultivos de preparacdo das
bacterinas

Experimento | DO final (420 nm) | UFC/mL (x10%) | Tempo de cultivo (h)

Microaerofilo A 1,59 2,62 5,0
Microaerofilo B 1,58 2,55 5,0
Aerobio A 1,75 1,67 6,5
Aerobio B 1,77 2,82 6,5
Anaerobio A 1,52 5,59 7,0

Anaerobio B 1,65 | - 7,0

Devido a problemas experimentais ndo foi possivel realizar a contagem do
ensaio anaerobio B e, por isso a bacterina desse ensaio foi formulada com base na contagem
do cultivo anaerobio A.

A partir dos resultados obtidos nos testes de imunizagdo dos camundongos com
as bacterinas preparadas, mostrados na Figura 4.7, concluiu-se que os proximos estudos
seriam realizados em condi¢des microaerdfilas e aerdbias ja que estas foram as condi¢des que
geraram os melhores resultados em termos de prote¢do oferecida aos animais vacinados.
Como a literatura recomenda (Eamens et al., 2006) que as vacinas sejam formuladas
utilizando suspensdes contendo no minimo 2,0)(109 UFC, estabeleceu-se a obtencdo dessa

concentragdo celular como principal objetivo a ser alcangado nos ensaios em biorreator.

80
% 60 O aerdbia
'% 40 4 @ microaerdfila
g 20 | 0 anaerdbia
0
bacterinas

Figura 4.7 — Comparacao entre os niveis de protegdo conferidos pelas bacterinas preparadas em
diferentes condigdes de aeragdo
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4.1.5 Conjunto S5

Este experimento teve como objetivo estudar a influéncia do aumento da
concentragdo de glicose e de extrato de levedura no crescimento do microrganismo a fim de
propor uma nova formula¢do para o meio de cultivo que levasse a uma maior formagao de

biomassa. A Figura 4.8 mostra os perfis de crescimento celular ao longo dos cultivos.
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Figura 4.8 — Crescimento celular dos cultivos realizados com diferentes concentra¢des de glicose e
extrato de levedura no meio.

Observou-se um aumento significativo na concentracdo celular final atingida
nos ensaios com maiores concentragdes de glicose e extrato de levedura, sendo que nestas
condigdes (experimentos II e III) foram obtidas densidades Oticas superiores a 4,0. A DO
maxima atingida foi registrada na condicdo I, e no ensaio com maior concentracao de glicose
a velocidade de crescimento foi um pouco inferior a observada nos outros dois cultivos.

As andlises de glicose e dos metabolitos ndo puderam ser realizadas com as
amostras do final do cultivo nos ensaios I e III, mas pelos graficos mostrados nas Figuras 4.9

e 4.10 ¢ possivel verificar que o perfil da concentragdo dos metabolitos nestes cultivos seguiu
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a mesma tendéncia observada no ensaio Il e o consumo da glicose foi mais lento no inicio do
ensaio III, onde a maior concentracdo desse substrato pode ter provocado uma leve inibi¢ao

do crescimento celular, fato ja observado no ensaio S2.
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Figura 4.9 — Consumo de glicose ao longo dos cultivos do conjunto de ensaios S5
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Figura 4.10 — Comparacdo do perfil de produgdo de metabolitos nos ensaios com meios de cultivo
com diferentes concentracdes de glicose e extrato de levedura
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A Figura 4.10 mostra que, com a utilizagdo de meio mais rico, foram
produzidas altas concentragdes de acido latico, que ultrapassaram 8,5 g/L ao final do cultivo
IT (condi¢do microaerdfila). As concentragdes finais dos metabdlitos dos ensaios I e III ndo
foram determinadas.

A partir dos resultados deste experimento foi estabelecido o meio de cultivo II,
chamado a partir de entdo de meio 2, como o meio de cultivo a ser utilizado nos ensaios em

biorreator, com a alteracdo posterior na composi¢ao do tampao.

4.1.6 Conjunto S6

Neste experimento investigou-se uma possivel deficiéncia de triptofano no
meio, que poderia acarretar em perdas no crescimento celular e na producdo do antigeno, e
também foi estudado o uso da colina na formulagdo do meio para provocar a liberagdo do
antigeno para o sobrenadante do cultivo. Os ensaios foram realizados com o meio 3, em
frascos de 1,0 L estaticos, com volume total de 300 mL de caldo. A Figura 4.11 mostra o

perfil de crescimento celular nas quatro condigdes estudadas.

4,0

W v |— coleta das amostras

DO 420nm

—=&— padrao (A)
—e— triptofano (B)
colina (C)
—w— colina + triptofano (D)

—T T~ T T T T T T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

tempo (h)

Figura 4.11 — Comparagdo do crescimento celular dos cultivos realizados com ou sem adi¢do de
colina e/ou triptofano
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Observa-se que os dois cultivos com a colina presente no meio tém o
crescimento celular mais lento, porém atingem os valores de DO acima de 3,5 como nos
demais ensaios. Provavelmente esse efeito de inibi¢do do crescimento provocado pela colina
pode ser significativamente reduzido apods a realizacdo de estudo sobre o momento mais
adequado para fazer a adi¢ao deste composto ja no caldo de cultivo, e ndo desde o preparo do
meio.

J& pela analise das condig¢des A e C, verificou-se a inexisténcia de deficiéncia
de triptofano no meio utilizado até entdo (meio 2, condigdo A), ja que as curvas de
crescimento celular com e sem adicdo extra desse aminoacido ndo apresentaram distingao
nenhuma entre si.

Pela analise da Figura 4.12 observa-se claramente a presenca de maiores
quantidades do antigeno (proteina de 67 kDa) no sobrenadante dos ensaios realizados com a
presenga da colina no meio de cultivo (linhas 7 e 9). Esse resultado viabiliza a tentativa de
preparacdo de uma vacina utilizando somente o sobrenadante do cultivo, o que traria
beneficios significativos, como o aumento do tempo de prateleira da vacina preparada e uma
possivel diminui¢do dos efeitos de irritacdo local na pele dos animais vacinados.

Observando-se ainda a imagem da Figura 4.12 verifica-se um possivel efeito de
inibi¢do da producao do antigeno pela presenca de triptofano livre (linha 8), mas os resultados

sdo insuficientes para fundamentar essa afirmacao.
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Figura 4.12 — Eletroforese das amostras de sobrenadante e das proteinas de superficie da célula
extraidas com solucdo de cloreto de colina, das quatro condigdes estudadas. Linhas 1 a 4: amostras
concentradas da extragdo com colina das proteinas de superficie das células dos cultivos A, B, C ¢ D,
respectivamente; Linha 5: Padroes de massa molecular (BenchMark Protein Ladder — Invitrogen);
Linhas 6 a 9: amostras concentradas do sobrenadante dos cultivos A, B, C e D respectivamente. Ao
lado direito da foto s3o mostradas as massas moleculares dos padrdes, e ao lado esquerdo a posi¢ao e a
massa molecular do antigeno.

A = cultivo padrao; B = cultivo com colina; C = cultivo com triptofano; D = cultivo com colina e
triptofano.

4.2 Experimentos em Biorreator

4.2.1 Ensaio B1 — cultivo anaerdobio com meio 1 sem controle de pH

A Figura 4.13 mostra os valores da velocidade de producdo de didxido de
carbono (CER) e de pH com o tempo de cultivo. Ja a Figura 4.14 mostra a variagdo na
concentragdo de células (g/L), DO, producao de acido latico e consumo de glicose obtida no

ensaio realizado em condigOes anaerobias.
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Figura 4.13 — Acompanhamento do pH (a) e da velocidade de produgdo

com o tempo de cultivo (Ensaio B1)
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Figura 4.14 — Formacdo de células, consumo de glicose ¢ producdo de acido latico no cultivo
anaerdobio em biorreator com meio 1, durante batelada simples (Ensaio B1)

A Figura 4.13 mostra que a producdo de gis carbOnico aumenta durante as

primeiras 8 horas de cultivo, enquanto dura a fase exponencial de crescimento. No mesmo

periodo, o pH cai de 7,8 para 7,0. A Figura 4.14 mostra que as curvas de acompanhamento do

crescimento celular (Biomassa e DO) apresentam a mesma tendéncia na maior parte do

crescimento exponencial. Fica também evidente a auséncia de fase estacionaria pelo rapido
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decréscimo dos valores DO e de CER ao final do crescimento exponencial. Os elevados
valores de Biomassa observados no final da batelada (t = 7 ¢ 7,5 h) estdo provavelmente
relacionados a interferéncia dos debris celulares resultantes da degradagdo celular retidos no
filtro ou a erro experimental. A glicose foi totalmente consumida e o acimulo de acido latico
atinge quase 3 g/L ao final do cultivo. Como ndo ha formagao de gas carbdnico nas reacdes
metabolicas que levam a produgdo de acido latico, é provavel que outro metabolito tenha sido
produzido durante o cultivo. De fato, o balango de carbono realizado para este ensaio (Tabela
4.2) mostrou que a diferenca entre o carbono consumido e a soma do carbono encontrado nos
produtos ¢ de mais de 38%. Outras andlises em HPLC foram realizadas nos ensaios seguintes

em biorreator para a identificagdo dos demais produtos metabolicos do microrganismo.

Tabela 4.2 — Balango de carbono para cultivo anaerobio (Ensaio B1), considerando 6 horas de cultivo
e 3,0 L de volume

Substrato/Produto | Concentra¢do | Massa molecular | Mols de C %
Consumido Glicose 4,10 g/L 180,15 0,41 100
Produzido Células 0,95 g/L 25,80 0,11 26,8
Produzido Acido latico 1,40 g/L 90,08 0,14 34,1
Produzido | Di¢xido de carbono | 7,60 x 10 44,01 2,28x10° | 0,6
mol/L
Diferenga (Consumido-Produzido) 0,16 38,5

Os valores obtidos para a formagao de biomassa e consumo de glicose neste
ensaio levaram ao céalculo de um fator de conversao de glicose em células de 0,21. Os valores
de pmax determinados por regressdo linear utilizando os dados de densidade oOtica e
concentracdo celular foram muito semelhantes (0,37 e 0,38 h™', respectivamente). Cabe ainda
comentar que estes valores sdo relativamente altos considerando-se que o cultivo foi realizado

em condi¢des anaerobias.
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4.2.2 Ensaio B2 — cultivo aerobio com meio 1 sem controle de pH

A Figura 4.15 mostra os valores da velocidade de producdo de didxido de

carbono (CER) e de pH.
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Figura 4.15 — Valores de velocidade de producgdo de dioéxido de carbono (a) e do pH (b) com o tempo
do cultivo aerdébio com meio 1 (Ensaio B2)

A Figura 4.16 mostra a variagdo da freqiiéncia de agita¢do e da porcentagem de
oxigénio dissolvido com o tempo de cultivo. J4 a Figura 4.17 mostra a variagdo nas
concentragdes de glicose, biomassa e acido latico e ainda a densidade 6tica durante o ensaio.

As Figuras 4.15 e 4.16 mostram que o microrganismo consumiu oxigénio,
produzindo praticamente o dobro de gas carbdnico produzido no ensaio anaerdbio. No
entanto, segundo os dados apresentados na Figura 4.17 os valores de densidade Otica ndo
foram significativamente diferentes dos observados no ensaio anaerobio, o que significa que a
energia produzida pela respira¢do ndo foi convertida em massa celular. Os dados de biomassa
indicam que houve uma produgdo até menor de células do que no ensaio anaerdbio, mas como
pode ter ocorrido erro na determinacdo desta varidvel, esta observacao nao pode ser tomada

como conclusiva. Conforme esperado, a producdo de 4cido latico foi menor do que no ensaio
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anaerdbio e ¢ provavel que outros metabolitos tenham sido formados. A produgao de outros

metabolitos ¢ confirmada pelo balango de carbono para o Ensaio B2 (Tabela 4.3) que indica

uma diferenca de quase 50% entre o carbono consumido e o presente nos produtos detectados.

A analise completa dos metabolitos passou a ser realizada a partir do préximo ensaio em

biorreator.
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Figura 4.16 — Variagdo da porcentagem de oxigé€nio dissolvido (a) e da freqiiéncia de agitacdo (b)

com o tempo de cultivo (Ensaio B2)
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Tabela 4.3 — Balanco de carbono para cultivo aerobio (Ensaio B1), considerando 9 horas de cultivo e

3,0 L de volume

Produto Concentracio Massa molecular | Mols de C %
Consumido Glicose 4,75 g/L 180,15 0,475 ——-
Produzido Células 1,06 g/L 25,80 0,123 25,9
Produzido Acido latico 1,10 g/L 90,08 0,11 232
Produzido | Dioxidode | 4,68 x 10° mol/L 44,01 1,40x 107 | 29
carbono
Diferenga: Consumido - Produzido 0,228 48

O valor de Yys foi determinado utilizando os valores experimentais da
concentra¢do celular e de glicose e o valor obtido para este pardmetro foi de 0,17 g/g. A partir
dos valores experimentais da concentragdo celular determinados pela densidade oOtica
calculou-se o valor de pmax, de 0,26 h'.

A comparagdo entre os resultados do experimento realizado em condic¢des
anaerobias (Ensaio Bl) e os do ensaio aerdbio revelou informagdes surpreendentes.
Contradizendo o comportamento esperado, a velocidade maxima especifica de crescimento
foi maior na auséncia (0,38 h™') do que na presenca de oxigénio (0,26 h™). Isto pode ser
indicagdo de deficiéncias na fosforilagdo oxidativa ou no sistema de transporte de elétrons de
E. rhusiopathiae. Da mesma forma, a conversdo de glicose em biomassa foi mais elevada em
condi¢des anaerobias (0,21 g/g) do que em aerodbias (0,17 g/g), o que reforca a hipotese do

microrganismo ter deficiéncias no metabolismo respiratorio.
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4.2.3 Ensaio B3: cultivo microaerofilo com meio 1 sem controle de pH

A Figura 4.18 mostra os valores da velocidade de producdo de didxido de
carbono (CER) e da variacdo de pH com o tempo de cultivo. Ja a Figura 4.19 mostra a

variagdo da freqiiéncia de agitacdo e da porcentagem de oxigénio dissolvido durante o cultivo.
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Figura 4.18 — Valores de velocidade de produgdo de CO, (a) e da variagdo de pH (b) com o tempo de
cultivo no ensaio microaerofilo em biorreator com meio 1 (Ensaio B3).
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Figura 4.19 — Variagdo da porcentagem de oxigé€nio dissolvido (a) e da frequéncia de agitacdo (b)
com o tempo de cultivo no ensaio microaerdfilo em biorreator com meio 1 (Ensaio B3).
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A Figura 4.18(a) mostra que a producdo de gas carbonico durante o cultivo foi
significativa, tendo sua velocidade intensificada durante a fase exponencial do crescimento,
chegando ao valor de 4,0x10* mol.L™".h™" proximo ao final da batelada. Observa-se no grafico
da Figura 4.18(b) uma queda acentuada do pH com o decorrer do experimento partindo de 8,0
e atingindo o valor de 7,2, mesmo utilizando-se tampao em alta concentracao (Na3;PO4.12H,0
0,2 M). Este resultado reproduz o comportamento observado nos ensaios aerobio e anaerobio
anteriores.

O crescimento celular acompanhado pela leitura da densidade otica (DO) a
420nm, pelo método gravimétrico (massa seca) e pela contagem de UFC/mL esta
representado na Figura 4.20. Ja a Figura 4.21 mostra a produ¢do dos metabolitos comparada

ao consumo de glicose e ao crescimento celular.
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Figura 4.20 — Crescimento celular no ensaio microaerdfilo em biorreator com meio 1 (Ensaio B3)
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Figura 4.21 — Comparacdo entre a producdo de metabolitos, o consumo de glicose e o crescimento
celular medido pela DO no ensaio microaer6filo em biorreator com meio 1 (Ensaio B3)

Pelo gréfico da Figura 4.20 observa-se que as curvas do acompanhamento do
crescimento celular (Biomassa e DO) apresentam a mesma tendéncia a partir do inicio da fase
exponencial. A DO maxima ¢ atingida com 9,5 h de cultivo e chega a 2,16. Nesse mesmo
momento foi registrado também o valor maximo da concentracdo celular pelo método
gravimétrico, de 1,45 g/L. A contagem de UFC/mL nao foi realizada no tempo de 9,5 h pela
impossibilidade de determinacdo prévia do ponto de maximo do crescimento celular, porém
com 8h de cultivo havia 2,8x10° UFC/mL. Vale comentar que a amostra plaqueada apos o
inicio da fase de morte celular ndo apresentou crescimento de nenhuma coldnia, indicando
que apo6s o término da fase exponencial, ja que ha auséncia de uma fase estaciondria, ha uma
grande perda de viabilidade.

Pela andlise dos metabolitos realizada por HPLC, como pode ser visto na
Figura 4.21, foi confirmada a formacao de acido acético, acido formico e etanol, além de
acido latico j& identificado nos ensaios anteriores. O acido latico ¢ o principal metabolito

desse microrganismo nas condi¢des empregadas, e neste ensaio atingiu concentragdo de 3,0
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g/l ao final do cultivo. O segundo metabdlito mais produzido foi o acido acético cuja
concentragdo chegou a 1,1 g/L no final da batelada. A glicose foi integralmente consumida e o
crescimento celular cessou quando a concentragdo deste substrato atingiu valores inferiores a
2,0 g/L.

A partir dos resultados das analises dos metabolitos deste ensaio microaerdfilo,
realizadas por HPLC, e do gas carbdnico presente na corrente gasosa efluente do biorreator,
foi feito o balango de carbono para este experimento (Tabela 4.4). Obteve-se um déficit de

apenas 6,5% ao final do cultivo, indicando que os principais catab6litos foram mensurados.

Tabela 4.4 — Balango de Carbono do ensaio microaer6filo com meio de cultivo 1

Produto Massa molecular mols de C %

Consumido Glicose 180,15 0,47 100
Produzido Células 25,30 9,72 x 10™ 20,89
Produzido Ac. Latico 90,08 0,23 49,95
Produzido Ac. Acético 60,05 8,49 x 107 18,25
Produzido Ac. Férmico 46,3 8,16 x 107 1,75
Produzido Etanol 46,05 1,21 x 102 2,60
Produzido CO, 44,01 7,84x 10” 0,02

Diferen¢a (Consumido — Produzido): 6,54

Comparando-se o resultado deste ensaio com os experimentos aerobio e
anaerobio realizados até entdo, foram observados comportamentos semelhantes em relagao
aos niveis de concentragdo celular ao longo do cultivo, com variagdes nos tempos de duragao
do crescimento, conforme mostra a Figura 4.22(a). Nas trés diferentes condi¢des de aeragao
empregadas, verificou-se auséncia de fase estacionaria pelo rapido decréscimo dos valores de

densidade otica ao final da fase exponencial de crescimento.
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Figura 4.22 — Comparagdo entre os ensaios realizados com o meio de cultivo 1 em diferentes

condi¢des de aeracdo.

A condi¢ao microaeréfila, com 5% do limite de saturacdo de O, dissolvido,

apresentou comportamento intermediario, de modo geral, entre as condi¢des de auséncia e

saturagdo de oxigénio. Como mostrado na Tabela 4.5 observou-se, nesta condi¢do, menor

formagao de gas carbonico e alta produgdo de acido latico e dos demais metabolitos, o que

aproxima os resultados deste cultivo com os obtidos em anaerobiose. Porém, os valores para o

fator de conversdo de substrato em células (Yy;) € para a velocidade especifica méxima de

crescimento sdo semelhantes aos calculados para a condicdo aerdbia.

Tabela 4.5 — Resultados dos cultivos de E. rhusiopathiae realizados em diferentes condigdes de

aeracdo com o meio 1

Anaerobio | Aerdbio | Microaerdéfilo
max (h™)* 0,38 0,26 0,31
DO max 2,38 2,62 2,16
Yws (8/8) 0,21 0,17 0,16
pH final 7,1 7,2 7,2
[ac.latico]gn. (g/L) 3,0 1,1 3,0
[CO,])sinar (mol) 3,96x10° | 1,56x107 | 4,14x107

* calculado pela DOyy
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4.2.4 Ensaio B4: cultivo microaerofilo com meio 2 e controle de pH

A Figura 4.23 representa o perfil do pH durante o ensaio e a variagdo da
freqiiéncia de agitagdo para a manutenc¢do da concentragdo de O, dissolvido em 5% do seu

valor de saturagao.
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Figura 4.23 — Variagdo do pH (a) e da freqiiéncia de agitagdo (b) durante o ensaio microaerofilo, com
o meio 2 e controle de pH (Ensaio B4).

Observa-se pela Figura 4.23 que o controle automatico do pH e o novo sistema
tamponante funcionaram adequadamente, mantendo o pH praticamente constante durante
todo o cultivo, oscilando apenas entre 7,7 ¢ 7,9. J4 a rotagao oscilou entre 100 ¢ 350 rpm,
aproximadamente, garantindo a oxigenacao do meio desejada.

O crescimento celular pode ser visto na Figura 4.24, e a Figura 4.25 mostra a
producdo dos metabolitos versus o consumo da glicose, juntamente com a curva do

crescimento celular representada pelas medidas de densidade o6tica do caldo.
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Figura 4.24 — Crescimento celular no ensaio microaerdfilo em biorreator com meio 2 e controle de
pH.
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Figura 4.25 — Comparacao entre a producdo de metabdlitos, o consumo de glicose e o crescimento
celular medido pela DO no ensaio microaeréfilo em biorreator com meio 2

Pelos resultados mostrados na Figura 4.24 observa-se que a nova formulacio
do meio possibilitou um grande aumento no crescimento celular, € no ponto maximo da
concentragdo de células a DO atingida foi de 4,16. Verifica-se também, que o controle de pH

implementado neste ensaio provocou alteracdo no perfil da curva de crescimento, com o
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surgimento de uma fase intermediaria entre o final do crescimento exponencial e a fase de
morte. O acompanhamento da concentracdo celular realizado pela massa seca confirmou que
nas novas condi¢gdes empregadas houve maior formagdo de biomassa, ¢ embora o ponto onde
foi registrado o maior valor de DO nio tenha sido mensurado pelo método gravimétrico por
problemas experimentais, ¢ possivel estimar que a concentragdo celular neste ensaio tenha
chegado a valores entre 1,8 ¢ 2,0 g/L. A contagem de UFC/mL nao pdde ser considerada
como representativa do perfil de crescimento neste ensaio, pois com as alteragcdes realizadas
aqui, a metodologia para o plaqueamento necessitou de modificagdes quanto as diluigdes a
serem utilizadas.

Os resultados da analise da producdo de metabolitos, mostrados na Figura 4.25,
revelaram que o microrganismo tolera bem as altas concentracdes de 4cido latico excretadas
no meio, pois o acimulo deste metabdlito no final do cultivo atingiu valores superiores a 8,0
g/L. Esta constatagao descartou a hipotese de que estivesse ocorrendo inibi¢do do crescimento
pela presenca do acido latico nas condigdes empregadas. Na verdade o problema causado
pelos 4cidos organicos excretados no meio pelo microorganismo estava relacionado
principalmente a queda do pH gerada, e ndo somente a efeitos toxicos, pois como foi
observado neste experimento, com o pH controlado e mantido préoximo a 8,0, as altas
concentragdes dos acidos ndo afetaram o crescimento celular, que foi interrompido apenas, ou
principalmente, pela exaustdo da glicose. A realizagdo de experimentos em batelada
alimentada contribuird na verificagdo de possiveis efeitos toxicos provocados por
concentragdes de acido latico acima das atingidas nos experimentos em batelada simples.

Os avancgos obtidos com a utilizagdo do meio de cultivo 2, aliado ao controle
automatico do pH, podem ser melhor visualizados na Figura 4.26 pela compara¢do dos
resultados deste experimento com os outros trés ensaios em biorreator realizados com o meio

de cultivo 1.
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Figura 4.26 — Comparacéo entre os trés experimentos realizados em biorreator com o meio de cultivo
1 e o experimento mcroaerofilo realizado em biorreator com o meio de cultivo 2

Pela comparacdo dos valores medidos de densidade otica entre o ensaio

realizado com o meio de cultivo 2 e os demais (dentre os quais a DO maxima registrada foi na

condi¢do anaerdbia), observa-se que houve um aumento no crescimento celular de

aproximadamente 55%. Verifica-se também um aumento no tempo da batelada, provocado

pela fase estacionaria presente no ensaio onde houve controle do pH.

4.2.5 Ensaio BS: cultivo aerobio (1) com meio 2 e controle de pH

Neste experimento foi estudada a condi¢do plenamente aerdbia com o meio

suplementado € com o pH controlado. Na Figura 4.27 sdo mostrados os perfis de trés dos

parametros controlados durante o ensaio para a execugdo deste experimento.
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Figura 4.27 — Variagoes da freqiiéncia de agitagado (a), da porcentagem de oxigénio dissolvido (b) e do

pH (c¢) durante o cultivo aerébio 1 com o meio de cultivo 2

Como pode ser visto na Figura 4.27, a agitagao do meio variou entre 100 ¢ 300

rpm para manter a porcentagem de O, dissolvido em 30% do seu limite de saturagdo. J4 o pH,

apo6s os 30 minutos iniciais do ensaio, foi mantido entre 7,9 e 8,0 durante todo o cultivo.

A Figura 4.28 apresenta os resultados do acompanhamento do crescimento

celular.
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Figura 4.28 — Crescimento celular no ensaio aerébio 1 em biorreator com meio 2
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A Figura 4.29 apresenta as concentragdoes dos metabolitos gerados e da glicose
consumida ao longo do cultivo, juntamente com o perfil do crescimento celular acompanhado

pela DO do caldo durante a batelada.

3,0
8 - 418 40
1 o®-0_o_ . 1
( N
25 _
74 /. I/ 3,5
B P9 I
- 3,0
6 —— DO / __@,0
glicose Wt o
N 1 —m— &cido latico hd H o 25
S 5 —»— 4cido acético /) 1552 E
@ acido formico 1 £ Joo Q
4 —w— etanol L8 <
3 4 4
= 108 415
2 7 0T A1
34 43 =
—-1,0
1 105
> >
2 ] o A 'S -~ -2
. o > >—p- »\,*ﬂ()"' Jo5
| od 4
14 —% v v v v T oo 40
T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

tempo (h)

Figura 4.29 — Comparacao entre a producdo de metabdlitos, o consumo de glicose e o crescimento
celular medido pela DO no ensaio aerébio (1) em biorreator com meio 2 e controle de pH.

As curvas da DO e de biomassa (g/L) visualizadas na Figura 4.28 apresentam a
mesma tendéncia durante todo o cultivo, com exce¢do do final, onde ha interferéncia dos
debris celulares na medida da massa seca. A DO méxima atingida foi de 3,75 e no mesmo
ponto, com 7,5 horas de ensaio, a concentragdo celular em g/L também atinge seu valor
maximo, chegando proximo de 1,7 g/L.

O perfil do crescimento celular observado neste experimento foi bastante
semelhante ao do ensaio microaerofilo com o meio de cultivo 2, ficando aqui ainda mais
evidente a presenca da fase estaciondria. O tempo da batelada foi reduzido na condigdo
aerobia.

A meta de atingir-se concentracdo celular de 2,0x10° UFC/mL, representada

pela linha pontilhada na Figura 4.28, foi ultrapassada, e com 8h de cultivo o valor de 4,0x10°
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UFC/mL foi alcangado. O acompanhamento do crescimento do microrganismo pela contagem
de UFC/mL revelou ainda um comportamento de intensa queda na viabilidade das células
logo apo6s o ponto de maior concentragao celular. Esta observagdo tao importante nao pode ser
feita pela curva da DO porque nesta leitura ndo ha distingdo entre as células viaveis e nao
viaveis. Mais ainda, no acompanhamento da concentrag¢do celular pela densidade 6tica todas
as células integras, mesmo ja tendo perdido sua viabilidade, contribuem para o resultado da
medida, desde que o processo de lise celular ndo tenha ocorrido com as células mortas. Por
isso, justifica-se tamanhas diminuigdes nas contagens de UFC/mL entre medidas consecutivas
(realizadas ap6s o ponto de maximo da concentracdo celular), quando entre os mesmos
pontos, medidos agora pela DO, as diferengas sejam minimas. A perda de viabilidade esta
provavelmente relacionada a baixa concentracdo de glicose presente no meio ap6s 8 h de
cultivo.

Quanto a produgdo dos metabdlitos, como pode ser visto na Figura 4.29, a
concentragdo de acido latico ficou abaixo de 3,0 g/L.. Como ja observado no ensaio aerobio
com meio 1, as vias fermentativas foram acionadas mesmo em condigdes plenamente
aerdbias. Os demais acidos organicos também foram produzidos e o etanol foi identificado em

concentragdes minimas.

4.2.6 Ensaio B6: cultivo aerobio (2) com meio 2 e controle de pH

Este experimento foi a duplicata do ensaio B5. Todas as condi¢des empregadas
no experimento anterior foram repetidas aqui, porém num outro biorreator sem o sistema de
aquisi¢do de dados. Por isso os valores da freqiiéncia de agita¢do, porcentagem de oxigénio
dissolvido, e de pH foram registrados a cada 30 minutos, nos momentos das coletas das

amostras. A Figura 4.30 mostra o acompanhamento destas trés variaveis durante o cultivo.
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Figura 4.30 — Variagdes da freqiiéncia de agitacdo (a), da porcentagem de oxigénio dissolvido (b) e do
pH (c) durante o cultivo aer6bio 2 com o meio de cultivo 2 e controle de pH

Como mostra a Figura 4.30(a), a rotacao variou entre 100 e 300 rpm durante a
batelada, e o oxigénio dissolvido foi mantido em 30% do seu limite de satura¢do no decorrer
do experimento como pode ser visto no grafico da Figura 4.30(b). A porcentagem de oxigénio
dissolvido comeca a aumentar assim que se inicia a fase de morte celular e este ¢ um dos
parametros que pode ser utilizado para definicdo do momento adequado de interrupcao da
batelada para a producdo de bacterinas. Como nos demais ensaios realizados com controle de
pH, neste ensaio esta varidvel foi bem controlada e mantida entre 7,8 ¢ 8,0 durante todo o
cultivo, como mostra o grafico da Figura 4.30(c).

O perfil do crescimento celular pode ser visto na Figura 4.31, e a Figura 4.32
apresenta a producdo dos metabolitos, o consumo da glicose e a curva da densidade 6tica do

caldo ao longo do cultivo.
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Figura 4.31 — Crescimento celular no ensaio aerdbio 2 em biorreator com meio 2 com controle de pH.
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Figura 4.32 — Comparagdo entre a producdo de metabolitos, o consumo de glicose e o crescimento
celular medido pela DO no ensaio aerdbio 2 em biorreator com meio 2 e controle de pH.

Os resultados mostrados na Figura 4.31 sdo bastante semelhantes aos obtidos
no ensaio B5. Ha uma 6tima correspondéncia entre os perfis das curvas de crescimento celular
representado pelas medidas de densidade otica e pelo método gravimétrico em ambos o0s
experimentos, e os valores de DO e biomassa (g/L) maximos neste ensaio foram de 3,86 ¢ 1,7,

respectivamente, sendo muito semelhantes aos do ensaio anterior. A meta de 2,0x10°
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UFC/mL foi superada novamente, € com 9,5 h de cultivo a concentracao celular atingida foi

de 3,5x10° UFC/mL.

O grafico da Figura 4.32 mostra que a producdo de metabolitos ao longo do
experimento foi semelhante & observada anteriormente, com um leve aumento na

concentragdo final de acido latico que chegou a 3,26 g/L com 10 h de ensaio.

4.2.7 Ensaio B7: cultivo aerébio (3) com meio 2 e controle de pH para o preparo de

bacterina

A Figura 4.33 apresenta o crescimento do microrganismo medido pela
densidade 6tica, pela massa seca e pela contagem de UFC/mL durante o cultivo. J& na Figura

4.34 estao representados o consumo de glicose, a producdo de metabélitos e a curva de DO ao

longo do experimento.
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Figura 4.33 — Crescimento celular no ensaio aerébio 3 em biorreator com meio 2 e controle de pH
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Figura 4.34 — Comparacao entre a producdo de metabdlitos, o consumo de glicose e o crescimento
celular medido pela DO no ensaio aerdbio 3 em biorreator com meio 2 e controle de pH

Pela analise dos dados da Figura 4.33, verifica-se um comportamento muito
semelhante no perfil de crescimento celular ao registrado nos outros dois ensaios realizados
nas condi¢des empregadas aqui.

A concentracao dos metabolitos € o consumo de glicose s6 foram mensurados
ap6s 6,5 h de cultivo, mas ¢ possivel notar pela Figura 4.34 que ndo ha nenhuma diferenca
significativa entre os resultados obtidos nestas analises € o comportamento esperado, tendo os
ensaios anteriores como padrao de comparagao.

Foi preparada uma bacterina para ser testada em camundongos com uma
amostra coletada quando a concentracio celular chegou a 3,5x10° UFC/mL.

Os resultados do teste de imunizagdo, realizados no Instituto Biolodgico,
mostraram que a vacina preparada conferiu o mesmo nivel de protecdo oferecido pelas

vacinas disponiveis no mercado, como apresentado na Figura 4.35.
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Figura 4.35 — Comparacdo dos resultados dos testes de imunizagdo em camundongos da bacterina

preparada no ensaio 12 e trés vacinas comerciais

4.2.8 Ensaio B8: cultivo anaerdbio com meio 2 e controle de pH

A Figura 4.36 mostra o crescimento do microrganismo medido pela densidade
oOtica, pela massa seca e pela contagem de UFC/mL durante o cultivo. Ja na Figura 4.37 estdo
representados o consumo de glicose, a produgdo de metabdlitos e a curva de DO ao longo do

experimento.
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Figura 4.36 — Crescimento celular no ensaio anaerébio com meio 2 e controle de pH
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Figura 4.37 — Comparagao entre a producdo de metabolitos, o consumo de glicose e o crescimento
celular medido pela DO no ensaio anaerdbio em biorreator com meio 2 e controle de pH

Como pode ser visto na Figura 4.36, o crescimento do microrganismo nesta
condi¢do foi semelhante ao observado nos ensaios aerdbios, porém a concentracao celular
maxima levou um tempo maior para ser atingida, ficando em torno de 3,7. Os dados de massa
seca ¢ de UFC/mL também foram semelhantes aos obtidos em aerobiose chegando em quase
2 g/L e 3,5x10°, respectivamente. Ja sobre o perfil da curva algumas diferencas foram
notadas: a velocidade de crescimento do microrganismo na fase exponencial foi muito mais
pronunciada que nos ensaios aerébios, como indica 0 pmax calculado de 0,61 h™' (calculado
usando os valores de DO), e a duracdo da fase estacionaria foi maior nesta condigao.

Sobre os metabolitos verificou-se, como esperado e ilustrado na Figura 4.37,
uma alta producao de acido latico, ultrapassando o valor de 8,0 g/L., como ocorrido no ensaio
micraeorofilo com o meio 2, e diferentemente dos demais ensaios realizados observou-se uma
maior producao de acido férmico que de acido acético.

Neste ensaio, o efeito de inibigdo do crescimento celular provocado pelo acido
latico foi claramente observado. Os resultados mostram que a fase exponencial de

crescimento chega ao final por volta de seis horas ap6s o inicio do cultivo, quando ainda ha 4
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g/L de glicose no meio. Neste momento, a concentragdo de acido latico ¢ de apenas 4 g/L,
mas, aparentemente, ja ¢ suficiente para inibir o crescimento. Isso significa que a inibi¢ao do
crescimento pelo lactato ocorre de maneiras diferentes na presenca de oxigénio (o
microrganismo ¢ menos sensivel ao lactato) e em condi¢des anaerobicas (onde o
microrganismo fica mais sensivel ao acumulo deste metabolito), pois no ensaio microaerofilo
com meio 2, houve producao de mais de 8 g/L de acido latico e nao foi observado este efeito
de inibi¢do. O fato da velocidade de consumo da glicose ndo ter sido diminuida apods este
momento (t = 6 h) confirma que a longa fase estaciondria que se inicia ap6s o final da fase

exponencial ¢ reflexo do efeito de inibi¢do do crescimento pelo lactato e ndo da falta de

algum nutriente no meio.

4.2.9 Comparacio dos resultados obtidos em biorreator operado em batelada simples

Grandes avancos foram alcangados ao longo dos ensaios realizados nesta fase
em decorréncia principalmente dos resultados de aprimoramento do meio de cultivo e também
pela implementacdo do controle automatico de pH no biorreator. Nestas novas condigdes
foram alcangadas as concentragdes celulares necessarias para a produgdo de vacinas, e dentre
outras coisas, foi possivel também iniciar as investigagdes sobre os fatores limitantes do
crescimento do microrganismo em estudo.

A Figura 4.38 mostra os avancos obtidos nas trés diferentes condicdes de
aeracdo estudadas com a suplementagdo do meio de cultivo empregada nos ensaios com o

meio 2.
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Figura 4.38 — Comparagao do crescimento celular nos ensaios realizados com os meios de cultivo 1 e
2 nas diferentes condi¢des de aeragao

Como pode ser observado no grafico da Figura 4.38, os ganhos na produgao de
biomassa foram significativos com o controle de pH e a utilizagdo do meio 2,
independentemente da condi¢do de aeragdo empregada, variando de cerca de 40 a 55%. A
maior concentracao de nutrientes intensificou o crescimento celular e conseqlientemente
foram registrados maiores valores de pm.x nos ensaios com o meio suplemetado. Foram
observadas também alteracdes nos perfis das curvas de crescimento, com o surgimento de
uma fase intermediaria entre o final da fase exponencial € o inicio do processo de morte
celular. Esse comportamento foi mais pronunciado na condi¢do anaerobia, porém neste
experimento o motivo para o surgimento de uma longa fase estacionaria foi o acimulo de
metabolitos, e ndo apenas o controle do pH como nas demais condigdes. As diferencas na
producao de acido latico foram significativas tanto entre os ensaios realizados com diferentes
meios de cultivo (meios 1 e 2 ) quanto entre as diferentes condigdes de aeragao, como mostra

a Figura 4.39
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Figura 4.39 — Comparacao da produgdo de acido latico nos ensaios realizados com os meios de
cultivo 1 e 2 nas diferentes condi¢des de aeragdo

Um resumo dos resultados obtidos nos experimentos realizados com o meio 2 ¢ apresentado

na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Resultados obtidos nos ensaios realizados com o meio 2 em diferentes condi¢des de

aeragao
Anaerobio | Aerdbio** | Microaerofilo
max (B7)* 0,61 0,51 0,43
DO4;¢ maxima 3,68 3,82 4,17
Yus (g/8) 0,15 0,23 0,19
[ac.latico]fina (g/L) 8,20 3,11 8,25

*calculado a partir dos dados de Densidade Otica
**média dos ensaios aerdbios 1, 2 ¢ 3 com meio 2 (ensaios BS5, B6 ¢ B7)

A maior velocidade especifica méaxima de crescimento foi registrada em

anaerobiose, porém neste experimento a concentracdo celular maxima atingida foi a menor

entre as trés condicdes estudadas. Tal fato € explicado pelo efeito de inibicdo provocado pelo

acumulo de acido latico, que se mostrou mais toxico na auséncia de oxigénio, ja que no ensaio

microaer6filo foi atingida a maior concentragdo celular maxima apesar da alta concentragdo

deste metabolito.
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De forma semelhante aos resultados dos ensaios com o meio 1 (Tabela 4.5) a
condicdo microaerdfila apresentou comportamento intermedidrio entre as condi¢des de
auséncia e saturacdo de oxigénio, pois apesar da alta producdo de metabodlitos semelhante ao
ensaio anaerobio, os valores para a concentracdo celular maxima e para a velocidade
especifica maxima de crescimento se assemelham aos calculados para a condigdo aerdbia.

Ja na avalia¢do da producao de antigeno realizada por analises de eletroforese
de extratos da parede celular (Figura 4.40), verificou-se a auséncia da banda da SpaA na
amostra do ensaio anaerobio. Esta observacgdo parece estar de acordo com os resultados dos
testes de imunizag¢do das bacterinas preparadas em diferentes condigdes de aeragdo, onde a
vacina com o caldo do cultivo anaerobio ofereceu o menor grau de prote¢do dentre as trés
condicdes testadas. Analises de imunodetec¢do precisam ainda ser realizadas para confirmar

estes resultados.

SpaA ———»

30 —

20 —

Figura 4.40 — Eletroforese das amostras de extra¢do das células com colina, das trés condi¢des de
aeragdo estudadas. Linha 1: Padrdes de massa molecular (BenchMark Protein Ladder — Invitrogen);
Linha 2: cultivo aerobio; Linha 3: cultivo microaerofilo; Linha 4: cultivo anaerdbio

Verificou-se também pela comparagdo dos resultados entre os diversos

experimentos, uma possivel relagcdo entre a perda de viabilidade e a concentracdo de glicose
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no meio. Observou-se, como ¢ possivel visualizar na Figura 4.41, que apos a concentragao de
glicose cair a niveis abaixo de 2,0 g/L, ocorre em geral uma queda brusca na viabilidade
celular. A partir dessa constatacdo, sugere-se que o momento adequado para interromper a
batelada e obter-se UFC/mL > 2,0x10° seja quando a concentragio de glicose no meio estiver
se aproximando desse valor. Cabe salientar que este valor de 2,0 g/L indicado aqui, se refere a
analise da glicose por HPLC como descrita no item 3.3.2. Outros métodos de andlise da
concentragdo desse substrato no meio como, por exemplo, o método enzimatico, podem
indicar um valor ligeiramente diferente de 2,0 g/L, devido as diferencas de sensibilidade
existentes entre os diferentes métodos de dosagem de agticares e a possiveis interferéncias na
analise por DNS provocadas por componentes do meio de cultivo. A hipétese de o acido
latico estar interferindo na viabilidade foi descartada pelos dados obtidos no ensaio
microaerdfilo com o meio de cultivo 2, quando a concentragdao desse metabdlito chegou a 8,0
g/LL sem inibir o crescimento celular (essa afirmagdo ¢ valida para cultivos em batelada
simples, conduzidos em condigdes aerdbias e microaerdfilas). As regides destacadas pelos
circulos se referem ao momento em que a concentragio celular ultrapassa 2,0x10° UFC/mL e

continua em crescimento até o ponto de maximo.
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biorreator em batelada simples. Os dados mostram que houve um aumento expressivo nos

Figura 4.41 — Relagdo entre concentragdo de glicose, acido latico e viabilidade celular

A Tabela 4.7 lista alguns parametros cinéticos dos ensaios realizados em
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valores de velocidade especifica maxima de crescimento apds os experimentos passarem a ser
realizados com o meio 2. Com exce¢do do ensaio anaerébio com 0 novo meio, nos outros
experimentos observou-se ganhos também nos fatores de conversdo de substrato em células.
No caso do ensaio anaerdbio, este parametro foi prejudicado pelo tempo mais longo da
batelada. O valor de Yy do ensaio aerdbio 3 ndo pdde ser calculado, pois neste experimento

ndo foi feita a determinacdo de biomassa (g/L) inicial.

Tabela 4.7 — Parametros cinéticos dos ensaios em biorreator em batelada simples

Ensaio Y (g/2) max (h™) calculado pela DO
B1 — anaero6bio (meio 1) 0,21 0,38
B2 — aerdbio (meio 1) 0,17 0,26
B3 — microaero (meio 1) 0,18 0,31
B4 — microaero (meio 2) 0,19 0,43
B5 —aerdbio 1 (meio 2) 0,23 0,46
B6 — aerdbio 2 (meio 2) 0,22 0,54
B7 — aerdbio 3 (meio 2) | ----- 0,54
B8 — anaerobio (meio 2) 0,15 0,61

Apesar do crescimento do microrganismo ser ligeiramente favorecido nas
condi¢des com baixa ou nenhuma presenga de oxigénio, a condi¢ao aerdbia foi escolhida para
continuagdo do estudo de otimizagdo deste processo, agora em batelada alimentada, devido
aos bons resultados das vacinas preparadas nesta condi¢do e principalmente porque qualquer
estratégia para maximizar a producdo de biomassa no cultivo deste microrganismo deve
contornar o problema de inibi¢do do crescimento celular provocado pelo acimulo de acido
latico, o que ¢ alcangado naturalmente na condi¢do de aerobiose. Dessa forma, o estudo desta
condicdo de aeracdo foi realizado em triplicata.

A Figura 4.42 compara o crescimento celular acompanhado pela leitura de

densidade otica e pela medida da produgcdo de biomassa ao longo dos trés experimentos.
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Observa-se uma otima reprodutibilidade dos resultados obtidos. O perfil de consumo de
glicose e de produgdo de acido latico também se mostraram bastante semelhantes nos trés

ensaios realizados (Figura 4.43).
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Figura 4.43 — Comparacdo do consumo de glicose e da producdo de acido latico entre os cultivos
aerdbios com meio 2
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A partir destes resultados, foram confeccionadas curvas médias com desvio

padrdo para o crescimento celular e para os perfis de consumo de substrato e produgdo de

metabolito (Figura 4.44).
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Figura 4.44 — Curvas médias e desvio padrdo dos perfis de consumo de glicose, formagdo de acido
latico e crescimento celular dos ensaios aerobios 1, 2 € 3 com meio 2

Observa-se pela Figura 4.44 que os resultados obtidos permitiram uma boa

descri¢ao do comportamento dos diversos pardmetros avaliados ao longo dos experimentos.

Além disso, verifica-se a boa correlagdo entre as medidas de densidade otica ¢ do método

gravimétrico para o acompanhamento do crescimento microbiano. A Tabela 4.8 resume esses

resultados.

Tabela 4.8 — Principais resultados dos ensaios aerobios com meio 2 realizados em triplicata

Aerobio 1 | Aerobio 2 | Aerdbio 3 | Média | Desvio padrao
timax (h) 0,46 0,54 0,54 0,51 0,046
Yys (2/g) 0,23 0,22 | - 0,225 0,007
DO méaxima 3,76 3,86 3,83 3,82 0,051
Biomassa maxima (g/L) 1,68 1,71 1,73 1,71 0,025
UFC/mL maxima 4,0x10” | 3,5x10” | 3,4x10° |3,6x10"| 32x10°
[ac. latico] méaxima (g/L) 2,62 3,25 3,46 3,11 0,437
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Observa-se a grande semelhanga entre os resultados dos trés ensaios,
mostrando a boa reprodutibilidade do protocolo estabelecido para o cultivo de E.

rhusiopathiae em condigdes aerobias.

4.2.10 Ensaio B9: cultivo aerobio em batelada alimentada

O esclarecimento do fator determinante no processo de interrup¢do do
crescimento celular, identificado como as baixas concentragdes de glicose, juntamente com a
verificagdo do papel inibitorio de altas concentracdes desse substrato no crescimento do
microrganismo apontaram a batelada alimentada como um modo de operagdo altamente
promissor para atingir-se maior formagao de biomassa nesse processo, € os resultados obtidos
neste experimento comprovaram que esta hipdtese estava correta.

Para a realizacdo deste ensaio foi feita uma simulagdo prévia dos perfis de
concentragdo celular (Cx), de substrato (Cs) e de produto (Cp) (considerando o &cido latico
como o produto) ao longo do tempo com o software AnaBio 1.0. Os resultados do ensaio B6
(cultivo aerdbio (2) com meio 2) foram utilizados para o ajuste dos pardmetros cinéticos do
modelo de crescimento com inibicdo mista, pelo substrato e pelo produto, de Andrews-
Levenspiel.

A equagdo a seguir descreve o modelo utilizado:

Cs Cp ’
M= M o ‘(I—C *j
Ks+Cs +— P

IS

A Figura 4.45 apresenta a simulagdo feita a partir dos dados do ensaio B6. Os

valores dos parametros Hm.x € dos fatores de conversdo foram calculados a partir dos
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resultados do ensaio 11, enquanto os valores dos demais parametros foram atribuidos de
forma a obter o melhor ajuste visual aos dados experimentais.

Para simular o aumento da vazao de alimentagdo durante o cultivo em batelada
alimentada, a simulacdo foi dividida em 2 etapas. Na primeira etapa (Figura 4.45), a
alimentagdo foi iniciada apos 7,5 h de cultivo, com uma vazao de 0,05 L/h. Para a segunda
etapa, utilizou-se como condi¢des iniciais os valores finais simulados para a etapa 1 e adotou-
se uma vazao de alimentacao de 0,12 L/h (Figura 4.46). Os valores adotados para as vazdes de
alimentacdo foram escolhidos a partir de simulagdes realizadas no software AnaBio 1.0,
levando em conta o volume do reator, a proposta de manter as células em crescimento
exponencial com a menor produgcdo de acido latico possivel, e também mantendo a

concentragdo de glicose entre 4 e 8,0 g/L.
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Figura 4.45 — Simulacdo da etapa de batelada simples e da primeira fase de alimentacao (F = 0,05L/h)
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O campo “tempo total da etapa em batelada alimentada” diz respeito as nove horas de alimentagdo com vazio de

entrada de 0,12 L/h.

Figura 4.46 — Simulagdo da segunda fase da etapa de batelada alimentada (F = 0,12 L/h)

A Figura 4.47 mostra a comparagdo entre a simulacdo e os pontos

experimentais.
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Figura 4.47 — Comparagdo entre a simulacdo ¢ os dados experimentais para a batelada alimentada

Como pode ser visto na Figura 4.43, utilizando o valor agora conhecido para
Cp* de 12,0 g/L e diminuindo o coeficiente de rendimento de substrato a produto (Y,) para
0,25 na segunda etapa de alimentagdo, obteve-se um bom ajuste dos resultados experimentais
com os dados simulados tanto para o crescimento celular quanto para a formacdo de acido
latico, o que mostra que houve uma boa estimativa dos parametros cinéticos do processo na
simulacdo realizada. Devido a concentragdo de glicose inicial ter sido superior a utilizada na
simulacdo, a concentragdo de substrato ficou um pouco acima do esperado. Esse
comportamento pode ter sido influenciado também pelo valor superestimado de Cp* e/ou pela
falta de maior precisdo na estimativa da constante de saturagao Ks. O modelo indica ainda que
se a alimentagdo fosse prolongada por mais tempo, na mesma vazao utilizada nesta segunda
fase do experimento, ocorreria um acumulo de glicose no meio acima do desejado nas
proximas horas.

A Figura 4.48 mostra a producdo de biomassa acompanhada pela densidade

oOtica, massa seca e contagem de UFC/mL.
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Figura 4.48 — Crescimento celular do cultivo em batelada alimentada

Observa-se que as condi¢des empregadas possibilitaram um crescimento
celular constante e intenso até cerca de 9,0 g/L. de células, onde comeca a haver inibicdo do
crescimento por efeito do acumulo de acido latico. A partir deste ponto, atinge-se uma fase
estacionaria, onde a glicose consumida ¢ utilizada para manuten¢do da populacdo de células
tolerante a atual concentragdo de lactato. Ao final do cultivo a massa celular atingida foi de
aproximadamente 10,0 g/L, correspondendo a uma leitura de densidade Otica de 18,0 e

contagem de 1,7 x 10" UFC/mL.

A producdo de metabdlitos e o consumo de glicose frente ao crescimento

celular sdo mostrados na Figura 4.49.
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Figura 4.49 — Comparagdo entre a producdo de metabolitos, o consumo de glicose e o crescimento
celular medido pela DO no cultivo em batelada alimentada

Como observado nos ensaios aerdbios anteriores, as vias fermentativas do
microrganismo foram ativadas mesmo em condig¢des plenamente aerobias. Foi registrado um
grande acumulo de acido latico e a concentragdo limite deste metabdlito que provoca inibigao
efetiva do crescimento celular foi alcancada. Apods atingir-se 10 g/L de lactato, como dito,
ocorreu uma interrup¢do no aumento da produgdo de biomassa e atingiu-se uma fase onde a
concentragdo celular permaneceu praticamente constante apesar do aumento continuo da
quantidade de metabolitos presente no meio.

Nao foi detectada producdo de etanol, e o segundo metabolito mais produzido
foi 0 4cido acético como observado nos demais ensaios aerobios.

A concentragdo de glicose permaneceu dentro dos limites adequados para ndo
provocar efeitos de inibicdo ou de morte celular durante todo o experimento. Apds 7,5 h de
ensaio, a concentracdo deste substrato caiu abaixo de 5,0 g/L e deu-se inicio entdo a
alimentacdo do biorreator. A vazdo utilizada nesta primeira etapa de injecdo de meio de

cultivo concentrado foi suficiente para sustentar o mesmo ritmo de crescimento celular da
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batelada simples por apenas quatro horas, quando a concentracdo de glicose voltou a cair
abaixo do valor de 5,0 g/L. Neste momento entdo, a vazao de alimentacdo foi aumentada
dando inicio a segunda etapa da batelada alimentada que possibilitou a continuidade do
aumento da biomassa até o ponto onde surgiu o efeito de inibicdo do crescimento celular
provocado pela alta concentracdo de acido latico. Houve acumulo de glicose nesta etapa do
experimento, porém nao acima do valor de 12,0 g/L a partir do qual estima-se (com base em
observagdes experimentais) que o processo de inibi¢do do crescimento do microrganismo
provocado por excesso de substrato tenha inicio.

Com o fim da alimenta¢do, a glicose residual no meio foi rapidamente
consumida e teve inicio o processo de morte celular, melhor visualizado pelo aumento da
concentragdo de oxigénio dissolvido no meio sem aumento da agitagdo no biorreator, como

mostra a Figura 4.50.
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Figura 4.50 — Variacao da rotagdo (a) e da porcentagem de oxigénio dissolvido (b) no cultivo em
batelada alimentada

Pelos dados apresentados na Figura 4.50 é possivel notar claramente que apds

17,5 h de cultivo o consumo de oxigénio ¢ desacelerado, indicando que o processo de morte
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celular passou a ocorrer com maior intensidade, reflexo das altas concentragdes de
metabolitos presentes no meio. As oscilagdes na concentragdo de oxigénio dissolvido entre 6
e 8 horas, aproximadamente, foram provocadas por falhas no sistema de controle automatico
da agitacdo no interior do biorreator, e foram contornadas adotando-se o sistema manual de
controle e variando a agitacdo de forma a manter a concentragdo de O, no meio de cultivo
entre 25 ¢ 35% do seu limite de saturacao.

A Figura 4.51 mostra os valores da velocidade de producdo de didxido de

carbono (CER) e da variacao de pH com o tempo de cultivo.
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Figura 4.51 — Velocidade de produgdo de CO, (a) e variagdo do pH (b) durante o cultivo em batelada

alimentada

Como pode ser observado, o controle do pH foi efetivo mantendo esta variavel
constante em torno de 7,9 durante todo o experimento. A queda momentanea do pH no tempo
de aproximadamente 10 horas foi causada por uma queda de energia elétrica. O perfil de
producdo de CO, seguiu a tendéncia do crescimento celular e a fragdo molar deste gas na
corrente gasosa efluente do biorreator chegou a 67%. A velocidade méaxima atingida de

produgdo deste metabolito foi de 6,0 x 10~ mol.L™".h™".
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A Figura 4.52 mostra a analise por eletroforese dos extratos feitos com solugao
de cloreto de colina a partir das células das amostras coletadas ao longo do cultivo em
batelada alimentada. Como esperado, verificou-se o aumento na concentracao de antigeno,
bem como das demais proteinas da parede celular, com o avanco da produgdo de biomassa.

As amostras foram reveladas por métodos diferentes em razdo das diferengas nas
concentragdes de proteina das mesmas: as amostras de 6,5 e 12,5 horas foram reveladas com
nitrato de prata, pois ndo foram visualizadas no gel revelado com Coomassie Brilliant Blue; ja
as amostras de 17,5 e 20 horas apresentaram o efeito de “overloading” na revelagdo com prata

e foram entdo reveladas com o corante Coomassie Brilliant Blue.
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1 e 6: Padrdes de massa molecular BenchMark Protein Ladder —
Invitrgen; 2 a 5: extrato da parede celular preparado com solugéo
de colina 2% das amostras do cultivo em batelada alimentada nos
tempos de 6,5, 12,5, 17,5 e 20 horas.

Figura 4.52 — Eletroforese das amostras coletadas ao longo da batelada alimentada

Por fim, a Figura 4.53 mostra os resultados do ensaio em batelada alimentada

comparados aos em ensaios realizados em batelada simples.
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Figura 4.53 — Comparagdo dos resultados de Densidade Otica e produgdo de 4cido latico do cultivo
em batelada alimentada e os ensaios em diferentes condigbes de aeracdo realizados em batelada
simples

A andlise dos resultados mostrados na Figura 4.53 indica que a batelada
alimentada apresentou um aumento de quase cinco vezes no valor maximo de DO atingido em
um tempo apenas duas vezes maior que nos ensaios de batelada simples. A produgado de acido
latico seguiu o mesmo perfil do ensaio aerobio (2) durante a etapa de batelada simples e em
seguida acompanhou o crescimento do microrganismo ultrapassando 12,0 g/L. Nos ensaios
com menor ou nenhuma disponibilidade de oxigénio a producao deste dcido organico ocorreu
mais intensamente na etapa de batelada simples como esperado, indicando que a batelada
alimentada nestas condi¢des de aeracao seria inviavel.

Finalizando a analise dos resultados gerados neste trabalho, a Figura 4.54
mostra a comparagdo, em termos de biomassa produzida, entre o cultivo realizado nas
condigdes experimentais descritas na literatura (Experimento S1) e os ensaios conduzidos sob

as condi¢des aqui otimizadas para este processo.
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Figura 4.54 — Comparagdo entre o crescimento celular obtido nas condigdes

experimentais descritas na literatura e as condi¢des otimizadas.

A Figura 4.54 mostra de forma clara o grande avanco obtido aqui em relagdo
ao cultivo do bacilo E. rhusiopathiae descrito na literatura, com vista para a produ¢do em
larga escala de uma vacina contra este patdgeno. Diversos aspectos do cultivo do
microrganismo foram sucessivamente estudados, de forma que os melhores resultados em
cada etapa passaram gradativamente a ser incorporados na metodologia de cultivo proposta ao
longo dos experimentos. Entre os fatores com impacto direto na produgdo de biomassa, perfil
de crescimento celular e produgdo de antigeno foram estudados, por exemplo, a preservagao
das células em criotubos congelados a -70°C, a fracdo de inoculo, a formulacdo do meio, o
cultivo do microrganismo em biorreator, o controle do pH, a influéncia da concentragao de
oxigénio dissolvido, a producdo de metabolitos, entre outros. Assim, a combinacao dos

estudos da influéncia de cada um destes parametros possibilitou como mostra a Figura 4.54,
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uma grande diminui¢do na fase /ag de crescimento, um aumento significativo na velocidade
de crescimento do microrganismo e a obtencao de altas concentragdes celulares. Dessa forma,
foi estabelecido um protocolo de cultivo da bactéria em estudo que responde de forma
satisfatoria ao objetivo principal deste trabalho, de obtengdo de alta concentragdo celular e
estabelecimento de condi¢des 6timas de cultivo de E. rhusiopathiae para produgdo de vacina

contra erisipela suina.



Conclusoes 108

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no estudo realizado permitiram ndo s6 obter as
informagdes necessdrias para implantacdo do processo para produgcdo da vacina contra
erisipela suina mas, principalmente, contribuiram para uma ampliacdo significativa do
conhecimento sobre o cultivo deste microrganismo, seu metabolismo e a associagao entre a
expressao do antigeno e o crescimento celular. Em conseqiiéncia do avancgo alcangado,
naturalmente algumas questdes requerem ainda estudos mais aprofundados para que possam
ser completamente elucidadas.

No que se refere ao desenvolvimento de tecnologia, pode-se concluir que:

a) o protocolo para o cultivo de Erysipelothrix rhusiopathiae 11004 em batelada simples foi
definido, com producao de concentracao celular superior a necessaria para a formulagao das
bacterinas que ofereceram prote¢ao equivalente as vacinas disponiveis no mercado, no teste
de imuniza¢ao com camundongos.

b) os resultados dos estudos realizados mostraram que a nova formulagdo para o meio de
cultivo desenvolvida no ensaio S5, juntamente com o procedimento de controle do pH
garantiram a obtencdo de concentracdes celulares superiores a 2,0x10° UFC/mL nas trés
diferentes condi¢des de aeragdo estudadas. A suplementagdo do meio com quantidades
adicionais de glicose e extrato de levedura ¢ o pH mantido em 8,0 +/- 0,2 levaram, ainda, a
aumentos nos valores de conversdo de substrato em células e também nas velocidades de
crescimento celular.

¢) Os resultados dos cultivos com 30% de oxigénio dissolvido, realizados em triplicata,
mostraram alta reprodutibilidade do protocolo desenvolvido. Nesta condicao foi possivel
ainda estabelecer uma correlagdo entre a leitura de DO e a concentragdo de glicose no caldo

de cultivo que pode ser utilizada para o monitoramento do momento adequado para
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interrupcao da batelada e obtencdo da concentracdo celular superior a minima necessaria para
a formulacao das vacinas.
d) devido a capacidade do microrganismo em estudo apresentar-se tolerante a altas
concentragdes de acido latico, o modo de operacdo em batelada alimentada em condigdo de
aerobiose se mostrou como um recurso viavel para a obten¢ao de quantidades ainda maiores
de biomassa, o que pode contribuir para um aumento de produtividade no processo de
produgdo desta vacina.

Em termos de geracdo de conhecimentos académicos sobre E. rhusiopathiae, o
presente trabalho apresentou as seguintes contribui¢des:
- elucidacdo do metabolismo em condi¢des aerobias, anaerdbias e microaerofilas, por meio da
quantificagdo dos metabdlitos e de gas carbonico produzidos, levando a constatacdo que a
bactéria ndo consegue utilizar eficientemente o oxigénio para produg¢do de energia e
conseqliente aumento de biomassa, embora seja capaz de consumi-lo;
- identificagdo da perda da viabilidade associada a baixas concentracdes de glicose no meio,
(faltando ainda esclarecer se a perda de viabilidade afeta a expressao do antigeno);
- indicagdo, a partir dos resultados de testes preliminares de imunizagdo de camundongos, de
que a presenga de oxigénio € necessaria para a plena expressao do antigeno.

Estudos adicionais seriam importantes para elucidar as seguintes questdes:
- a otimizagao da composi¢ao do meio de cultivo;
- estabelecimento de um método complementar a eletroforese para efetiva quantificacdo da
producao de antigeno;

- estabelecimento de metodologia para extra¢ao do antigeno com colina em meios contendo
altas densidades celulares.
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