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“Somebody said that it couldn’t be done. But
he with a chuckle replied

That “maybe it couldn’t,” but he would be one
Who wouldn’t say so till he’d tried”.

Edgar Albert Guest
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RESUMO

SOUZA, Juliana Angelo de. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2016. Analise do
crescimento e produtos do metabolismo aerébio e anaerdbio de isolados clinicos de
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 8. Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli.
Coorientadores: Wendel Batista da Silveira e Hildrio Cuquetto Mantovani.

Actinobacillus pleuropneumoniae é o agente etiolégico da pleuropneumonia suina, uma doenca
respiratdria que afeta suinos de todas as idades no mundo. Atualmente sdo descritos 16 sorotipos
da bactéria com viruléncia distinta. Esta viruléncia de A. pleuropneumoniae € multifatorial, e inclui
as toxinas RTX, cdpsula, produciao de biofilme, LPS e proteases. O metabolismo central possui
papel importante na viruléncia bacteriana, uma vez que a adaptacdo da bactéria a disponibilidade
de nutrientes € essencial para a sobrevivéncia e coloniza¢do no hospedeiro. Os isolados clinicos
de A. pleuropneumoniae sorotipo 8, 1022 e 780, considerados os de maior e menor viruléncia em
estudo realizado em Galleria mellonella foram utilizados neste trabalho, assim como a linhagem
referéncia do sorotipo 8. Na tentativa de explicar a razdo da diferenca de viruléncia apresentada
pelos isolados foram feitas curvas de crescimento em caldo BHI, caldo BHI acrescido de glicose
e caldo BHI acrescido de galactose, em condi¢des de aerobiose e anaerobiose. A determinacdo da
velocidade especifica de crescimento e a andlise da produc¢do de dcidos organicos, de cada um dos
isolados, também foi realizada, tanto em aerobiose quanto em anaerobiose. Os resultados
mostraram que o isolado 1022 apresentou maior velocidade especifica de crescimento em relagdo
ao isolado 780 e a linhagem referéncia em todas as condic¢des investigadas. O perfil de acidos
organicos produzidos foram distintos em aerobiose e em anaerobiose, sendo o 4cido acético o de
maior producdo em aerobiose e o dcido lactico maior producdo em anaerobiose. Portanto, foi
possivel verificar que o isolado 1022 apresentou maior producdo de dcido lactico em anaerobiose
em relacdo ao isolado 780 e a linhagem referéncia. A velocidade de crescimento e a produgdo de
dcido lactico mostraram-se diferenciadas no isolado 1022 indicando que a maior viruléncia,
apresentada por esse isolado no ensaio de infecc@o, pode estar diretamente relacionada ao seu

metabolismo.
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ABSTRACT

SOUZA, Juliana Angelo de. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa. May, 2016. Analysis of
growth and products of aerobic and anaerobic metabolism of clinical isolates of
Actinobacillus pleuropneumoniae serotype 8. Adviser: Denise Mara Soares Bazzolli. Co-
advisers: Wendel Batista da Silveira and Hilario Cuquetto Mantovani.

Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent of porcine pleuropneumonia, a respiratory
disease that affects pigs of all ages in the world. Currently, there are 16 described serotypes of the
bacteria with difference in virulence. The virulence of A. pleuropneumoniae is multifactorial and
includes the RTX toxins, capsule, biofilm production, LPS and proteases. The central metabolism
plays an important role in bacterial virulence, since the adaptation of bacteria to the availability of
nutrients is essential for survival and colonization in the host. Clinical isolates of A.
pleuropneumoniae serotype 8, 1022 and 780, considered the highest and lowest virulence in the
study in Galleria mellonella were used in this work, as well as the serotype reference line 8. In an
attempt to explain the reason of virulence difference presented by the isolates, growth curves were
made in BHI broth, BHI broth plus glucose and BHI plus galactose, in aerobiosis and anaerobiosis.
The determination of the specific growth rate and the analysis of the production of organic acids
from each isolate was also carried out, both in aerobiosis and in anaerobiosis. The results showed
that isolated 1022 showed higher specific growth rate compared to the isolated 780 and the
reference strain, in all investigated conditions. The profile of organic acids produced were different
in aerobiosis when compared to anaerobiosis. Acetic acid had increased production under aerobic
conditions, and lactic acid production under anaerobic conditions was higher. Therefore, it was
possible to verify that the isolated in 1022 showed higher production of lactic acid anaerobically
relative to the isolated 780 and the reference strain. The growth rate and lactic acid production
were shown to be differentiated in the isolate 1022, indicating that the major virulence showed by

this isolate in the infection test, can be directly related to his metabolism.
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1. INTRODUCAO

A busca crescente por melhorias na alimentacdo humana estd associada ao crescente e
constante aperfeicoamento de diversos setores, incluindo a suinocultura. Dados do tltimo estudo
realizado pela Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) no ano de 2014 apontam o Brasil
como ocupante do quarto lugar na producio e exportagdo de carne suina, ficando atrds apenas de
paises como Estados Unidos, China e Unido Europeia. Os investimentos e estudos realizados em
prol da suinocultura contribuiram bastante para aumento da qualidade da carne produzida, por meio
do melhoramento genético que permitiu a reducdo do percentual de colesterol, gordura total e
calorias na carne.

A pritica da suinocultura exige aplicacdo de uma série de medidas para se evitar a
disseminacao de doengas infecciosas, principalmente de cardter respiratdrio, que geralmente levam
a perdas econdmicas significativas. O aumento do nimero de animais confinados estd associado a
disseminacdo de doengas respiratdrias que nao sio controladas eficientemente com vacinas, muitas
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vezes pela indisponibilidade de uma vacina eficiente. Esta situacdo € recorrente em relacdo a

(@N

pleuropneumonia suina, uma doencga infecciosa que acomete suinos de todas as idades e
disseminada em todos os paises produtores de suinos.

O agente etiolégico da pleuropneumonia suina € a bactéria Actinobacillus
pleuropneumoniae. Atualmente, A. pleuropneumoniae possui 16 sorotipos conhecidos e cada um
destes apresenta um perfil distinto de viruléncia. A viruléncia de A. pleuropneumoniae é
multifatorial, e inclui a producdo de toxinas Apx com atividade hemolitica e/ou citotxica, sendo
que cada sorotipo produz uma combinagdo especifica destas toxinas; a formacdo de biofilme,
capsula, sideréforos e a camada LPS. E, alguns estudos mostraram que o metabolismo central de
bactérias patogénicas pode ser decisivo no estabelecimento da doenca.

Bactérias patogénicas devem ser capazes de adaptar o seu metabolismo a disponibilidade
de nutrientes de maneira a garantir a sua sobrevivéncia no hospedeiro, e assim colonizar e causar
a doenca. Na familia Pasteurellaceae, a qual pertence A. pleuropneumoniae, destacam-se estudos
realizados com Haemophilus influenzae. Nestes estudos os pesquisadores foram capazes de
demonstrar uma mudanga na via de utilizacdo do piruvato quando a concentracido de oxigénio no

meio foi modificada, tendo uma maior producio de dcido acético em aerobiose € uma maior



producdo de dcido férmico em anaerobiose. A andlise dos produtos do metabolismo se faz
importante ndo somente para a identificacdo das vias metabdlicas utilizadas em cada condi¢do de
crescimento da bactéria patogé€nica, mas também ¢é importante para analisar de que forma acontece
a adaptacdo do microrganismo ao nicho em que ele se encontra dentro do hospedeiro.

Tendo em vista a diferenca na viruléncia apresentada por alguns isolados clinicos de A.
pleuropneumoniae sorotipo 8 provenientes do Brasil, em ensaios de viruléncia in vivo realizados
em Galleria mellonella, os objetivos deste trabalho foram analisar o perfil de crescimento dos
1solados clinicos de A. pleuropneumoniae sorotipo 8, bem como analisar o perfil de metabdlitos
produzidos em condi¢des de aerobiose e anaerobiose na tentativa de relacionar estas caracteristicas
com a diferenca da viruléncia entre os isolados clinicos investigados, uma vez que outros
parametros anteriormente investigados, como produ¢do de toxinas e formacdo de biofilme, ndo

revelaram diferencgas significativas.



2. REVISAO DE LITERATURA

A suinocultura ndo é distribuida de forma homogénea em todos os paises do mundo. Paises
do Oriente Médio, por razdes religiosas, ndo representam grandes consumidores ou produtores de
suinos. Por outro lado, paises como a China, Estados Unidos, Unido Europeia e o Brasil aparecem
como grandes produtores e exportadores. Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina
Animal — ABPA, o Brasil produziu mais de trés milhdes de toneladas de carne suina em 2014.
Ainda de acordo com a mesma associagdo, no Brasil, os Estados com as maiores produgdes de
carne suina sdo Santa Catarina e Rio Grande do Sul, seguidos por Parand e Minas Gerais (ABPA,
2014). O confinamento de muitos animais em um espaco muitas vezes restrito facilita a
disseminacao de doencas, principalmente de enfermidades de origem respiratdria e que podem ser
transmitidas pela proximidade de um animal com o outro (JONG et al., 2014). Uma das principais
doengas respiratdrias que acometem os suinos estd a pleuropneumonia suina causada pela bactéria
Actinobacillus pleuropneumoniae (KLITGAARD et al., 2012; QIN et al., 2016).

A pleuropneumonia suina € uma doenga altamente contagiosa, que causa necrose nos
tecidos respiratorios, e pode acometer animais em todas as idades (BECKER et al., 2011). Em
estudo realizado por Vaz e Silva (2004) com os animais doentes mostraram que existe, de fato, um
aumento nas despesas decorrentes da criagdo destes animais quando hd a infec¢do. Quando esta
acomete animais mais novos, existe um risco de diminui¢do do desenvolvimento do animal devido
a presenca de pleurite e hepatizacdo pulmonar, sendo esta ultima uma solidificacdo do tecido
pulmonar que fica com aspecto macroscopico de um figado vermelho em decorréncia de exsudacdo
aguda de hemadcias e leucocitos.

Actinobacillus pleuropneumoniae € uma bactéria Gram-negativa que pertence a familia
Pasteurellaceae, € anaerdbia facultativa e pode causar diferentes graus de hemdlise das células do
hospedeiro dependendo do sorotipo envolvido na infec¢io (BOSSE et al., 2002; JARMA et al.,
2004). A. pleuropneumoniae ¢ uma bactéria capsulada e que possui alta especificidade de
hospedeiro, que € o suino. Esta especificidade pode estar associada ao fato de que a bactéria s6
consegue obter ferro, necessario para o estabelecimento da doenga, a partir da transferrina de

suinos, e ndo de outros mamiferos (INZANA, 1991). Desta bactéria, sdo conhecidos 16 sorotipos



(SARKOZI et al, 2015), os quais sdo divididos em dois biotipos: o biotipo I inclui os sorotipos 1 a
12, 15 e 16, e ndo possuem a capacidade de sintetizar o NAD; enquanto que o biotipo II inclui os
sorotipos 13 e 14 com capacidade de sintese do NAD a partir de precursores presentes no meio.
Os sorotipos 1 e 5 foram subdivididos em la e 1b, e 5a e 5b, de acordo com andlises nos
polissacarideos da cdpsula (BOSSE et al., 2002; CHIERS et al., 2010; XU et al., 2010; SARKOZI
et al., 2016).

A cdpsula, além de diferenciar os sorotipos, € um importante fator de viruléncia para A.
pleuropneumoniae, uma vez que confere protecao contra defesas do sistema imune do hospedeiro
que envolvem a fagocitose e a acdo de proteinas do sistema complemento (BANDARA et al.,
2003). A Figura 1 mostra a estrutura dos polissacarideos da cdpsula de A. pleuropneumoniae
sorotipo 8. A capsula, juntamente com as fimbrias que se encontram na superficie celular, sdo
responsdveis pela adesdo da bactéria ao epitélio do sistema respiratdrio, considerado o primeiro

passo para a colonizacio do hospedeiro (DOM et al., 1994).

| i

Ac
{J, o3 CH,0—P—O—
3
+:6)-a-0-GalpNAc-( 1 —3)-B-p-GalpNAc-(1 -0-—CH OH

4 4
7 T CH,0H

" (Ac)y 3 (Ac)y,

Figura 1. Matriz polissacaridica encontrada na capsula de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 linhagem
referéncia 405 (ALTMAN et al., 1990).

A estrutura da cépsula de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 € constituida por duas unidades
de 2-acetamido-2-deoxy-D-galactose, glicerol e um grupo fosfato, sendo que o polissacarideo
capsular € do tipo 4cido teicoico (ALTMAN et al., 1990). Estudos realizados por Perry e
colaboradores (1990) permitiram um maior conhecimento a respeito da composi¢ao da cdpsula dos
sorotipos de A. pleuropneumoniae, uma vez que € esse polissacarideo que permite a distin¢ao entre

os sorotipos. Os pesquisadores classificaram o polissacarideo capsular em trés tipos: o



primeiro é aquele formado por sequéncias constituidas apenas de agtcares mantidos unidos por
ligacOes glicosidicas entre si, como acontece nos sorotipos 5a, Sb e 10. O segundo € encontrado
nos sorotipos 2, 3,6,7,8,9, 11, 13 e 15, e € um polimero do tipo 4cido teicéico em que uma ligacdo
fosfato-diéster € responsavel por ligar as unidades repetidas de glicosil-glicitol. O terceiro inclui o
polissacarideo capsular dos sorotipos 1, 4 e 12 que é formado por unidades repetidas de
oligossacarideos que sdo unidas grupos fosfato. A cdpsula do sorotipo 14 possui uma estrutura que
ndo é comum aos outros sorotipos de A. pleuropneumoniae, essa estrutura possui um agicar com
natureza quimica semelhante ao D-glucano produzido por Streptococcus pneumoniae tipo 37 e ao
actcar galactomanana produzido por Streptomyces sp (MACLEAN et al., 2002; PERRY et al.,
2004; PERRY & MACLEAN, 2004).

A viruléncia de A. pleuropneumoniae nao se restringe apenas aos polissacarideos
capsulares, ela é multifatorial (CHIERS et al., 2010). As exotoxinas produzidas correspondem ao
fator de viruléncia mais importante, estando envolvidas na indu¢do e na manifestagdo das lesdes
no tecido pulmonar. As toxinas ApxI, ApxIl, ApxIll e ApxIV podem ser encontradas de forma
combinada em todos os sorotipos de A. pleuropneumoniae, entretanto cada sorotipo produz uma
combinagio especifica entre elas, e um mesmo sorotipo ndo produz todas as toxinas (BOSSE et al.,
2002). A secrecdo destas toxinas pode acontecer diretamente na superficie da célula do tecido
pulmonar suino, o que leva rapidamente ao rompimento desta (FREY, 2011; CHIERS et al., 2010).
A toxina ApxI, € altamente hemolitica e citotéxica; ApxIl é moderadamente citotoxica e
fracamente hemolitica; ja a ApxIII € altamente citot6xica, mas ndo € hemolitica. Os alvos principais
destas toxinas sdo os eritrdcitos, leucdcitos, células epiteliais dos alvéolos pulmonares ou células
pulmonares endoteliais do suino (FREY, 2011).

Jarma e colaboradores (2004) realizaram experimentos com a linhagem referéncia do
sorotipo 1 de A. pleuropneumoniae em condi¢des de aerobiose e anaerobiose com o objetivo de
verificar a produ¢do das toxinas Apx. Eles verificaram que ndo houve diferenga na producdo de
ApxI entre as duas tensdes de oxigénio investigadas. Entretanto, a maxima expressao do gene apx/
aconteceu quando o nimero de células bacterianas foi alto, e a disponibilidade de oxigénio estava
baixa. A conclusdo a que os pesquisadores chegaram foi de que as mudangas ambientais geradas

com o crescimento bacteriano atuam como um sinal para a mudanga na expressao génica,



mas a disponibilidade de oxigénio ndo foi o principal responsdvel pela regulagdo da produgdo de
ApxL.

A capacidade de sobreviver e se replicar de forma eficaz no hospedeiro faz com que o
metabolismo seja um fator de viruléncia muito importante para os patdgenos (EISENREICH et al.,
2010), o que pode incluir A. pleuropneumoniae. Estes devem ser capazes de se adaptar a
disponibilidade de nutrientes, bem como se adaptar as demais condi¢des do ambiente em que se
encontram. Entre estas condi¢des destacam-se o pH, o oxigé€nio disponivel e a pressdo osmotica.
A. pleuropneumoniae possui um metabolismo quimioheterotréfico com a capacidade de adaptagcao
tanto para a fermentacdo quanto para a respiracdo celular dependendo da disponibilidade de
oxigénio (XU et al., 2008). Estudos realizados por Sheehan e colaboradores (2003) destacaram a
importancia de certos genes de respiracao anaerdbia para a sobrevivéncia de
A. pleuropneumoniae no hospedeiro, assim como eles foram capazes de identificar genes para a
fermentacdo de vdrios acticares como a glicose e a frutose.

Para ser capaz de se adaptar as condi¢des ambientais, além dos genes que codificam as

enzimas das vias metabdlicas, A. pleuropneumoniae deve “perceber” as mudangas que acontecem
no ambiente e “responder” de forma apropriada. Neste sentido, ¢ importante a presenca do
Sistema de Dois Componentes. Este ¢ um conjunto formado por um sensor histidina quinase
localizado na membrana e seu regulador de resposta relacionado (LIU et al., 2015). Andlises do
genoma de A. pleuropneumoniae apontaram a presencga de cinco desses sistemas, e sao eles
ArcA/ArcB, CpxR/CpxA, NarP/NarQ, PhoB/PhoR e QseB/QseC (YgiX/YgiY) (XU et al., 2008).

Destes, o sistema formado por ArcA foi identificado como parte importante da viruléncia
de A. pleuropneumoniae, regulando genes durante a mudanga de uma condicdo de aerobiose para
anaerobiose (BUETTNER et al., 2008). J4 o sistema formado por QseB foi apontado como sendo
responsdvel pela regulacdo direta de genes como pilM, que participa da aderéncia da bactéria a
células do epitélio pulmonar do suino. Mutantes ApilM tiveram a capacidade de aderir as células
reduzida (LIU et al., 2015).

ArcA € um importante regulador do metabolismo em outras bactérias, como a Escherichia
coli, aumentando a expressdo de genes envolvidos com a fermenta¢do em condi¢des de anaerobiose
e reduzindo a expressiao de genes envolvidos com a respiragdo aerobia. Em um estudo realizado

com A. pleuropneumoniae, mutantes arcA tiveram a capacidade de persistir no



hospedeiro diminuida, levando a conclusdo de que a atenuagd@o da viruléncia nos mutantes estava
associada a incapacidade destes em adaptar o metabolismo em condi¢cdes de anaerobiose,
mostrando a importancia de ArcA na viruléncia. Os mutantes ndo utilizaram o fumarato como
aceptor final de elétrons, e desta forma ndo houve o fornecimento de succinato e outros precursores
envolvidos na manutencao do ciclo do 4cido tricarboxilico (BUETTNER et al., 2008).

Algumas bactérias da familia Pasteurellaceae, como Haemophilus influenzae, possuem as
vias metabdlicas centrais com diferencas em relagdo a outras bactérias (OTHMAN et al., 2014),
como as bactérias da familia Enterobacteriaceae, entre elas a E. coli. O estudo do genoma do
isolado JLO3, do sorotipo 3 de A. pleuropneumoniae, mostrou o mesmo padrdo nas vias
metabdlicas centrais encontrado em H. influenzae. Conjuntos completos de genes para a glicélise,
gliconeogénese e via das pentose fosfato estavam presentes no genoma. Entretanto, os genes para
as enzimas citrato sintase, aconitase e isocitrato desidrogenase ndo foram encontrados. A
consequéncia € um ciclo do 4cido tricarboxilico incompleto, como acontece com as bactérias
exclusivamente fermentativas. A Figura 2 mostra as vias metabdlicas centrais do isolado JLO3,
podendo ser observada também uma cadeia respiratéria ramificada, o que permite a utilizagio de
diferentes aceptores de elétrons dependendo da disponibilidade de oxigénio no meio (XU et al.,

2008).
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Figura 2. Vias Metaboélicas Centrais de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 3 JL03. E possivel verificar a
presenca dos genes da via glicolitica, bem como os genes da via das pentoses fosfato. Ciclo do 4cido tricarboxilico

incompleto e via do glioxilato ausente. Fonte: XU et al., 2008.

As mudancas que acontecem na expressdo génica de A. pleuropneumoniae durante a

infec¢do, como consequéncia principalmente da diminui¢@o da disponibilidade de oxigénio, foram

consideradas responsdveis por induzir o metabolismo para a adaptacio e sobrevivéncia da bactéria

no hospedeiro. Para verificar a diferenca na expressao génica em condi¢cdes de aerobiose



e anaerobiose, Li e colaboradores (2013) realizaram um estudo do transcriptoma da linhagem
referéncia do sorotipo 1 de A. pleuropneumoniae quando cultivada nessas duas condi¢des. Os
resultados mostraram que 631 genes foram diferencialmente expressos. Destes genes, 37%
codificam proteinas envolvidas no metabolismo, indicando extensivas mudancas no perfil
metabdlico. A Figura 3 mostra a mudanga na expressdao génica em anaerobiose.

Andlises posteriores foram realizadas, e entre os resultados encontrados foi confirmado que
o gene acrA foi diferencialmente expresso nas condi¢des investigadas. Os genes das enzimas
fosfofrutoquinase, fosfoglicerato quinase e enolase da glicélise estavam up- regulados, assim como
os genes que codificam proteinas para o transporte de agicares como maltose, manose e glicerol.
Esses genes up-regulados indicam que em condi¢des de anaerobiose, A. pleuropneumoniae
intensifica a captacdo de fontes de carbono com a finalidade de produzir energia suficiente para
sobrevivéncia. Os genes das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase, piruvato quinase e
oxaloacetato descarboxilase estavam up-regulados, enquanto que outros genes como o da enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase estavam down-regulados. Trés genes de enzimas do ciclo do dcido
tricarboxilico estavam up-regulados, sdo eles o da fumarato redutase, malato desidrogenase e

fumarato hidratase (LI et al., 2013).
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Figura 3. Mudancas na expressao génica de Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo 1 linhagem referéncia
em condicdes de anaerobiose. (A). Genes diferentemente expressos em anaerobiose, entre eles genes de enzimas da
via glicolitica, genes do ciclo do 4cido tricarboxilico e da via das pentoses fosfato. (B) e (C). Concentra¢des de glicose
e piruvato no sobrenadante da cultura em aerobiose e anaerobiose. Os asteriscos mostram que houve diferenga
significativa. Fonte: Li et al (2013).

O sequenciamento do genoma de diferentes sorotipos de A. pleuropneumoniae
(BUETTNER et al., 2008; XU et al., 2008) comprovam a existéncia de um ciclo do &cido
tricarboxilico incompleto na espécie. Entretanto, genes envolvidos na fermentagdo foram
identificados.

A viruléncia de A. pleuropneumoniae pode ser influenciada por outros fatores

encontrados no soro do hospedeiro no momento da infec¢@o. Por exemplo, alguns estudos foram
10



realizados para confirmar que as catecolaminas podem estimular o crescimento bacteriano
(BURTON et al., 2002; BELAY et al., 2003). Em A. pleuropneumoniae, a norepinefrina foi capaz
de estimular o crescimento da bactéria ao se ligar a transferrina suina e facilitar a captacdo de ferro
(LI et al., 2015).

Os aminodcidos ramificados isoleucina, valina e leucina também podem ser encontrados no
soro, mesmo que em baixas concentracdes. Esses aminodcidos foram alvo de um estudo conduzido
por Subashchandrabose e colaboradores (2009). A. pleuropneumoniae expressa 0os genes que
codificam a enzima acetohidroxidcido sintase, que catalisa a primeira reacdo da biossintese dos
aminodcidos ramificados. Os pesquisadores analisaram a expressdo de promotores de genes que
s@o positivamente regulados in vivo durante o crescimento da bactéria na auséncia ou na presenca
dos aminodcidos ramificados no meio. Entre os promotores induzidos in vivo (ivi), os pesquisadores
conseguiram identificar o operon ilvIH que contém os genes que codificam as duas subunidades da
enzima acetohidroxidcido sintase. Do total, 25% dos promotores ivi foram induzidos durante o
crescimento de A. pleuropneumoniae em meio de cultura na auséncia dos aminodcidos ramificados,
sugerindo que esta é a condicdo encontrada pela bactéria nos pulmdes do hospedeiro. Outros
promotores induzidos nesta condi¢do foram encontrados, entre eles o promotor do gene hfg. Hfq é
um regulador global, uma chaperonas de RNA que age se ligando a pequenos RNAs e RNA
mensageiro, e afeta a expressao de alguns fatores de viruléncia em certos patogenos, entre eles A.
pleuropneumoniae (SUBASHCHANDRABOSE et al., 2013).

A diferenca na viruléncia entre os sorotipos de A. pleuropneumoniae pode estar associada
a inimeros fatores e situacdes. Neste contexto, em um estudo realizado por Pereira e colaboradores
(2015) observou-se uma diferenca na viruléncia entre os isolados clinicos de A. pleuropneumoniae
sorotipo 8. Neste estudo foram utilizadas larvas do inseto Galleria mellonella, um hospedeiro
alternativo, e os resultados que mostraram que o isolado clinico de A. pleuropneumoniae sorotipo
8 1022 foi o que apresentou maior viruléncia e o isolado clinico 780 apresentou menor viruléncia.
O isolado 1022, inclusive, mostrou-se capaz de sobreviver mais tempo na larva, o que nao
aconteceu com o isolado 780. Os resultados encontrados indicam que o isolado 1022 possui além
dos fatores de viruléncia intrinsecos da espécie, diferentes formas de regulagdo da expressao génica

frente a estresses e possivelmente até outros fatores de viruléncia,

11



ainda ndo relatados. Diante dos fatos apresentados, a hipdtese deste trabalho € de que a diferenca
de viruléncia entre isolados clinicos de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 estd associada a fatores

relacionados ao crescimento desta bactéria.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos e no Laboratério de Genética de Microrganismos, localizados no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria - BIOAGRO — UFV - e no Laboratério de Microbiologia
de Anaerobios localizado no Edificio Shotaro Shimoya — ECS — UFV.

3.1. Microrganismos, condi¢des de cultivo € manutenc¢ao

As linhagens bacterianas utilizadas neste trabalho foram mantidas a -80 °C em caldo BHI
(infusdo de cérebro e coragdo) acrescido de uma solucdo de glicerol a 25%. Para os experimentos,
estas linhagens também foram cultivadas em caldo BHI e BHI-4gar (Benton Dickinson, Germany),
ambos o0s meios suplementados com NAD (Sigma Aldrich, USA) em uma concentra¢do de 10
ug.mL e cultivadas & 37 °C e sob atmosfera com 5% de COx.

Os isolados clinicos, assim como a linhagem referéncia correspondentes ao sorotipo 8 de
Actinobacillus pleuropneumoniae usados neste estudo estdo descritos na Tabela 1. Os isolados
clinicos foram obtidos a partir de pulmdes de suinos doentes e cedidos pela Empresa Microvet
Ltda, Vicosa, Minas Gerais, Brasil. A linhagem referéncia de A. pleuropneumoniae sorotipo 8, 405,

foi cedida pelo professor Paul R. Langford — Imperial College London, Inglaterra, Reino Unido.

Tabela 1. Microrganismos utilizados neste estudo

Actinobacillus pleuropneumoniae  LDsoem Galleria mellonella” Origem
sorotipo 8

MV 780 8,41 x 107 Brasil2009

MV 1022 1,04 x 10* Brasil/2011
Referéncia 405 5,52x 10° Reino Unido

* L.D50 = Dose letal 50, corresponde a dose infectante necessaria do isolado de A. pleuropneumoniae para matar
50% de uma populagdo de Galleria mellonella. Trabalho realizado por Pereira e colaboradores (2015).

13



3.2.Curvas de crescimento de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 em condicdes de aerobiose e

anaerobiose

Os isolados clinicos foram inicialmente cultivados em meio BHI-dgar suplementado com
NAD na concentragio de 10 ug.mL™, 4 37 °C e 5% de CO por 24 horas para obtengdo do pré-
in6culo. As culturas tiveram DOeoo nm inicial ajustadas para 0,01 para ambas as condicdes de
crescimento investigadas, aerobiose e anaerobiose.

O crescimento dos isolados de A. pleuropneumoniae foi investigado em experimentos
elaborados em triplicata técnica e réplica bioldgica utilizando caldo BHI acrescido de NAD (10
ug.mL™1), em duas condicdes de cultivo foram adotadas, aerobiose e anaerobiose, e dois acticares
diferentes, glicose e galactose na concentragdo final de 50 g.L.”!. Para o crescimento em aerobiose
foram utilizados frascos Erlenmeyers do tipo side arm de 250 mL contendo 40 mL de caldo
BHI/NAD, aera¢ao a 200 rpm em agitador rotatério New Brunswick Scientific a 37 °C. Para o
crescimento em anaerobiose foram utilizados tubos de Hungate contendo 10 mL de caldo
BHI/NAD que foram incubados em banho-maria (TBN-06/100 SBS) a 37 °C. A condi¢do de
anaerobiose foi estabelecida com o caldo BHI preparado sob fluxo de nitrogénio em condi¢des de
anaerobiose. O pH inicial do meio foi determinado com leitura realizada em pHmetro (KASVI K-
39-1014B), sendo ajustado para 7,2 como indicado pelo fabricante (Benton Dickinson, USA).

Todos os frascos foram incubados e monitorados por um periodo de 12 horas.

3.3.Determinacao dos parametros cinéticos de crescimento de A. pleuropneumoniae sorotipo 8

A determinacao do perfil de crescimento dos isolados clinicos investigados foi feita com a
leitura da DOeoonm @ cada 30 minutos até 12 horas de crescimento, e a tltima leitura apds 24 horas
de crescimento. Da mesma forma que a densidade 6ptica, a determinagdo do pH final também foi
realizada apds 24 horas. Para analisar as velocidades especificas de crescimento (i), de cada um
dos isolados, foi determinado o coeficiente angular da reta, obtida no grafico que relaciona o
logaritmo natural da densidade 6ptica da cultura com o tempo de incubagdo. Foram

utilizados os softwares Sigma Plot (Software Inc., Califérnia, USA) e R 3.2.3 (www.r-
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project.org) para andlise estatistica dos dados. As andlises estatisticas foram feitas utilizando os

valores determinados para pu e pH, dos trés isolados nas condi¢des investigadas.
3.4. Avaliagdo da producdo de dcidos organicos por A. pleuropneumoniae

Ap6s 24 horas de crescimento foram coletados 4 mL de cultura de cada frasco, e estes foram
distribuidos em dois microtubos de 2 mL e armazenados a -20 °C. Apds o descongelamento, as
amostras foram centrifugadas (Microcentrifugas 5418 e 5424, Eppendorf®, Germany) por 20
minutos a 10000 rpm. Posteriormente, 600 pL do sobrenadante foram transferidos para frascos
especificos de cromatografia e armazenados a 4 °C até o momento da leitura.

A andlise da produciao de dcidos organicos foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em detector HPLC Dionex Ultimate 3000 Dual (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA,
USA) acoplado a Indice de Refracdo (RI) Shodex RI-101 mantido a uma temperatura de 45 °C
utilizando uma coluna de exclusio idnica Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm mantida a 45
°C. A fase movel foi preparada utilizando uma concentracido de 4cido sulfirico (H2SOs) de 5
mmol/L e fluxo de 0,7 mL/min. Os seguintes acidos organicos foram utilizados para a calibragdo
da curva padrio os dcidos: succinico, acético, férmico, propidnico, valérico, isovalérico, isobutirico
e butirico. A concentragio da solucdo estoque dos dcidos organicos foi de 10 mmol.L"!, exceto os
4cidos isovalérico e acético que foram preparados em uma concentragdo final de Smmol.L! e 20

mmol.L'!, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao do crescimento de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 em condi¢des de aerobiose

€ anaerobiose

Actinobacillus pleuropneumoniae é uma bactéria Gram-negativa que pertence a familia
Pasteurellaceae e é o agente etiologico da pleuropneumonia suina. Nesta mesma familia se
encontra a bactéria patogénica do trato respiratério de humanos, H. influenzae. Os microrganismos
pertencentes a esta familia sdo conhecidos por serem fastidiosos, ou seja, o seu metabolismo
depende de um meio rico e da adi¢c@o de fatores de crescimento como NAD (fator
V) e hemina (fator X) (DALAI et al., 2009; WHITBY et al., 2013).

O crescimento de isolados clinicos de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 foi avaliado em
caldo BHI, caldo BHI acrescido de glicose e caldo BHI acrescido de galactose, em aerobiose e em
anaerobiose, a 37 °C e COz2a 5%. Os isolados clinicos 780 e o 1022, considerados os de menor e
maior viruléncia em ensaio de infeccdo realizado em G. mellonella, bem como a linhagem
referéncia do sorotipo 8 foram utilizadas neste ensaio. A Figura 4 apresenta a curva de crescimento

obtida pelas linhagens investigadas em caldo BHI, em aerobiose e anaerobiose.
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Figura 4. Caracterizacao do crescimento dos isolados clinicos de A. pleuropneumoniae cultivados em caldo BHI,
sob aerobiose e anaerobiose. A. Curva de crescimento do isolado clinico 780. B. Curva de crescimento do isolado
clinico 1022. C. Curva de crescimento da linhagem referéncia.

O perfil de crescimento, em caldo BHI, apresentado pelos trés isolados foi similar (Figura
4), com o isolado 1022 apresentando uma curva de crescimento diferente quando comparada com
o isolado 780 e a linhagem referéncia. E possivel observar ainda que o isolado 1022 apresentou o
inicio da sua fase exponencial, nas duas concentra¢des de oxigénio, em tempos similares.
Entretanto, pode-se observar que os isolados apresentaram curvas similares, entre si, quando

comparadas as condi¢des de oxigénio. O proprio crescimento bacteriano € capaz de diminuir a
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disponibilidade de oxigénio nos pulmdes (BUETTNER et al., 2008), propiciando condi¢do de
anaerobiose. O crescimento das linhagens de forma similar pode ter sido influenciado pela grande
quantidade de agticares presentes no meio de cultura. Para melhor investiga¢do do crescimento das
linhagens de A. pleuropneumoniae sorotipo 8, estas foram investigadas em caldo BHI acrescido de

glicose e caldo BHI acrescido de galactose (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Caracterizacio do crescimento dos isolados clinicos de A. pleuropneumoniae cultivados em caldo BHI
acrescido de glicose. A. Curva de crescimento do isolado clinico 780. B. Curva de crescimento do isolado clinico
1022. C. Curva de crescimento da linhagem referéncia.
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Figura 6. Caracterizaciao do crescimento dos isolados clinicos de A. pleuropneumoniae cultivados em caldo BHI
acrescido de galactose. A. Crescimento do isolado clinico 780. B. Crescimento do isolado clinico 1022. C.
Crescimento da linhagem referéncia.

A glicose é um acucar comumente utilizado como fonte primdria de carbono no
metabolismo bacteriano. Entretanto, a glicose ndo € encontrada em altas concentra¢des nos
pulmdes suinos, assim como também ndo sdo encontrados todos os demais nutrientes necessarios
para o metabolismo (KLITGAARD et al., 2012). Portanto, o presente estudo ndo reflete as
condicdes nutricionais encontradas por A. pleuropneumoniae nos pulmdes suinos. Para isto seria
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necessrio o crescimento dos isolados em meio quimicamente definido (LI et al., 2015). E possivel
observar que os valores da densidade Optica apresentados pelos isolados, tanto em aerobiose e
anaerobiose, quando suplementado glicose (Figura 5) e galactose (Figura 6) foram maiores quando
comparados com o crescimento somente em caldo BHI (Figura 4).

A escolha da galactose para o crescimento dos isolados nas duas condi¢des de
disponibilidade de oxigénio escolhidas foi feita com base na composicdo da cdpsula de A.
pleuropneumoniae sorotipo 8 (ALTMAN et al., 1988). O crescimento em galactose foi observado,
tanto em aerobiose quanto em anaerobiose, para os trés isolados. Este fato permite concluir que
estdo presentes no genoma dos isolados JLO3 do sorotipo 3 e L20 do sorotipo 5b, os genes
responsdveis por codificar as enzimas da via de Leloir. Estes isolados tiveram analisados genoma
e transcriptoma (XU et al.,, 2008). O crescimento em anaerobiose dos isolados de A.
pleuropneumoniae confirma a sua capacidade de adaptacdo do metabolismo de acordo com a
disponibilidade de oxigénio.

A. pleuropneumoniae se adere a células do trato respiratério inferior do hospedeiro
utilizando adesinas. Apés a adesdo, a bactéria produz toxinas que levam ao rompimento da célula
do hospedeiro, e desta forma consegue os nutrientes necessarios para o seu metabolismo. Diante
de uma limitacdo de nutrientes, foi sugerido que as moléculas sinais da resposta estringente,
(p)ppGpp, direta ou indiretamente afetam a patogénese do isolado S8 do sorotipo 7 de A.
pleuropneumoniae. Estas moléculas contribuem para uma sobrevivéncia prolongada da bactéria
em ambientes com limitagdo de nutrientes, uma vez que a resposta estringente € um mecanismo
bacteriano de resposta ao estresse provocado por esta limitacdo de nutrientes. Esta resposta leva ao
inicio de mudancgas na regulagcdo génica a fim de aumentar a0 maximo a utiliza¢do dos nutrientes
que estdo disponiveis. A relagdo da resposta estringente com o metabolismo estd no fato de que
bactérias, como A. pleuropneumoniae necessitarem de uma variedade de nutrientes para

crescimento e patogenicidade (LI et al., 2015).

4.2. Determinacao de parametros cinéticos do crescimento de A. pleuropneumoniae sorotipo
8
A determinacdo das velocidades especificas de crescimento (u) dos isolados de A.

pleuropneumoniae permite fazer uma distingao no perfil de crescimento entre os isolados. O

25



ensaio de infeccao realizado em larvas de Galleria mellonella por Pereira e colaboradores (2015)
demonstrou que existe diferenca na viruléncia apresentada pelos isolados, 780 e 1022, que foram
considerados o menos e o mais virulento, respectivamente, dentre os demais isolados clinicos
investigados. Outro fator importante observado nesse estudo foi que o isolado 1022 consegue
colonizar e se manter por mais tempo na larva levando, inclusive, com formagdo de nédulos,
actimulo de hemdcitos e melanizac¢do, no entanto, o(s) fator (es) envolvidos nesta diferenca ndo
foram determinados.

Na tentativa de investigar diferencas que possam explicar a viruléncia entre os isolados
clinicos investigados, as velocidades especificas de crescimento foram determinadas apds 24 horas
de crescimento em caldo BHI, em caldo BHI acrescido de glicose e caldo BHI acrescido de
galactose para os isolados clinicos 780, 1022 e para a linhagem referéncia de A. pleuropneumoniae
sorotipo 8.

Os resultados mostraram que a velocidade especifica de crescimento (u) dos isolados foi
diferente nas duas concentragdes de oxigénio, e foi diferente também quando houve a adi¢do dos
dois acgticares. Em caldo BHI sem adi¢@o de actcar, o isolado 1022 apresentou maior valor de p
em relacdao aos isolados 780 e 405, tanto para o crescimento em aerobiose quanto para o
crescimento em anaerobiose. Verificou-se também que o u para os trés isolados foi diferente nas
duas concentracdes de oxigénio (Tabela 2).

Portanto, houve diferenca significativa entre o u dos isolados 780 e 1022, em anaerobiose,
tanto no crescimento em caldo BHI quanto no crescimento em caldo BHI acrescido de glicose ou
galactose.

O mesmo padrao de crescimento pode ser observado quando sdo comparados os valores de
u do crescimento em glicose e galactose. Embora esses agucares sejam isdmeros, o valor de u para
os trés isolados foi diferente nas condi¢des investigadas. O isolado 780 apresentou um valor de p
menor quando comparado ao isolado 1022, tanto em aerobiose quanto em anaerobiose. Mas, 0s
valores de p para o isolado 780 sd@o maiores do que aqueles encontrados para a linhagem referéncia,
tanto no crescimento em glicose quanto em galactose, e nas duas concentracdes de oxigénio.

O pH inicial de cada isolado foi 7,2, que € o valor de pH indicado pelo fabricante para o

caldo BHI. Verificou-se que houve uma queda no pH de todos os trés isolados apds 24 horas,
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tanto em aerobiose quanto em anaerobiose. Esta queda foi observada tanto em caldo BHI sem
adi¢do de acucar quanto em caldo BHI acrescido de glicose ou galactose. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa no pH para os trés isolados, em aerobiose e em anaerobiose, apesar do tipo
de fermentacdo de A. pleuropneumoniae ser do tipo mista como acontece com A. succinogenes,
outra espécie do género Actinobacillus (MCKINLAY et al., 2010). Os 4cidos encontrados durante
o crescimento das linhagens de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 foram as mesmos, o que pode
explicar o pH final encontrado ndo possuir diferenga significativa entre as linhagens. A Tabela 2
mostra os valores de p encontrados para os trés isolados apds o crescimento de 24 horas nas
condicdes citadas acima; bem como o pH inicial e o pH final de cada isolado.

Tabela 2. Velocidades especificas de crescimento (u) em caldo BHI, caldo BHI acrescido de glicose e galactose, e pH
final em condi¢des de aerobiose e anaerobiose

MV 780 MV 1022 Referéncia 405

Aerobiose  Anaerobiose  p valor Aerobiose Anaerobiose p valor Aerobiose Anaerobiose p valor
u 0,130+0,002 0,082+0,003 0,004 0,139+£0,002  0,097+0,002 0,003 0,111+0,002  0,081+0,001 0,005
pH;' 72 72 - 72 7.2 - 72 72 -
pHe 6,35 6,25 0,181 6,17 6,28 0,181 6,45 6,33 0,181
pgli 0,146+0,001 0,137+0,001 0,017 0,151+0,002  0,144+0,001 0,012 0,110+0,001  0,094+0,001 0,088
pHi 7,2 7,2 - 7,2 7,2 - 7,2 7,2 -
pHe 4,65 4,46 0,200 4,72 4,37 0,200 4,72 4,77 0,200
pgal 0,127+0,001 0,090+0,002 0,001  0,171+0,002 0,152+0,002 0,014 0,071+0,002  0,064+0,002 0,063
pHi 7,2 7,2 - 7,2 7,2 - 7,2 7,2 -
pHs 4,94 5,12 0,633 4,95 5,00 0,633 5,51 5,61 0,633

2pHi: pH inicial
pHf: pH final
gli: glicose
gal: galactose
b p valor para o p entre os isolados 780 e 1022 no crescimento em caldo BHI em anaerobiose foi 0,009.
¢p valor para o p entre os isolados 780 e 1022 no crescimento em caldo BHI acrescido de glicose em anaerobiose foi 0,038.
dp valor para o u entre os isolados 780 e 1022 no crescimento em caldo BHI acrescido de galactose em anaerobiose foi 0,002.

4.3. Avaliacao da producao de dcidos organicos por A. pleuropneumoniae sorotipo 8

A capacidade de A. pleuropneumoniae em adaptar o seu metabolismo de acordo com as
condi¢des do ambiente é importante para a colonizacdo e permanéncia em seu hospedeiro. Os
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resultados obtidos por A. pleuropneumoniae sorotipo 8 em relacdo a produgdo de dcidos organicos
indicam que a bactéria direciona o seu metabolismo em diferentes concentra¢des de oxigénio.

A Tabela 3 mostra a producdo de acidos organicos apos 24 horas de crescimento em caldo BHI
sem e com o acréscimo de fonte adicional de carbono (Tabelas 4 e 5).

A produgdo de 4cidos organicos em aerobiose foi cerca de 90 % menor quando comparada
com a producdo dos dcidos em anaerobiose, para os trés isolados. O isolado 1022 mostrou maior
producdo de acido l4ctico, em relagdo ao isolado 780 e a linhagem referéncia, em anaerobiose. A
producdo de dcidos organicos também foi maior para o isolado 1022 (Tabela 3). Houve diferenca
significativa na produg¢do dos dcidos organicos, nos trés isolados, em anaerobiose. A mesma andlise
nao foi feita em aerobiose devido a ndo produgdo do acido lactico nesta condi¢@o. Entretanto, houve

diferenca significativa na produc¢ado de acido lactico pelos isolados 780 e 1022 em anaerobiose.

Tabela 3. Produgio de dcidos organicos por Actinobacillus pleuropneumoniae cultivado em caldo BHI/NAD

Acidos (mmol/L) MV 780 p valor MV 1022 p valor Referéncia 405 p

valor
Aerobiose  Anaerobiose Aerobiose  Anaerobiose Aerobiose  Anaerobiose

Acido succinico 0,20 8,37 0,001 0,54 5,06 0,001 0,32 11,8 0,012

Acido 1atico? 0 7,51 0 0 24,31 0 0 0,74 0

ACidO acético 0,33 6,52 0,076 0,97 8,60 0,001 0,55 9,14 0,002

ACidO 1,50 1,52 0,17 2,72 1,95 0,001 1,26 2,6 0,003

isobutirico

Total 2,19 23,92 421 39,92 3,57 29,55

2ndo houve produgdo de 4cido latico em condi¢Oes de aerobiose.
b p valor para a produg¢io de 4cido l4tico entre o isolado 780 e o isolado 1022 foi 0,000.
¢ p valor para a produgdo de dcidos organicos em anaerobiose para os 3 isolados foi 0,001.
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O isolado 1022 apresentou maior producdo de dcidos organicos em comparacdo ao isolado
780 e a linhagem referéncia no crescimento em caldo BHI acrescido de glicose, tanto em aerobiose
quanto em anaerobiose. Houve maior producio de dcido acético em aerobiose, enquanto que em
anaerobiose houve maior producdo de dcido lactico. A andlise estatistica mostrou que ndo houve
diferenca significativa na produgdo do acido lactico entre os isolados 1022 e 780, em anaerobiose
nas condi¢des investigadas. Entretanto, houve diferenca significativa na producao de dcido acético,
em aerobiose, entre os mesmos isolados. A linhagem referéncia apresentou menor producdo de
dcidos organicos quando comparada aos isolados 780 e 1022, sendo que somente a produgdo do

dcido succinico apresentou diferenca significativa entre as condi¢des investigadas (Tabela 4).

Tabela 4. Producdo de dcidos organicos por Actinobacillus pleuropneumoniae cultivado em BHI/NAD
suplementado com glicose

Acidos (mmol/L) MV 780 p valor MV 1022 p valor Referéncia 405 p

valor
Aerobiose  Anaerobiose Aerobiose  Anaerobiose Aerobiose  Anaerobiose

Acido succinico 1,98 4,27 0,179 1,88 5,28 0,008 1,14 421 0,163

Acido ltico 11,42 20,18 0,004 5,15 21,45 0,016 2,71 14,20 0,035

Acido acético 12,61° 3,19 0,013 18,54 3,72 0,001 14,04 2,99 0,
137

Acido 0,70 1,06 0,189 0,74 1,54 0,218 0,69 1,21 0,394

isobutirico

Total 26,71 28,70 26,31 31,99 18,58 22,61

2 p valor para a produgdo de 4cido lactico em anaerobiose entre os isolados 780 e 1022 foi 0,067.
b p valor para a produgéo do 4cido acético em aerobiose entre os isolados 780 e 1022 foi 0,004.

Estudo semelhante realizado em H. influenzae Rd KW20 e H. influenzae 2019 também
mostraram uma mudanca no padrao de produg¢do de dcidos orginicos. Neste estudo, o crescimento
das linhagens foi realizado em aerobiose e anaerobiose, sendo que para essas linhagens a produgao
de 4cido acético e acido férmico variou de acordo com a diminuic¢ao da concentragido de oxigénio.

Uma maior produgdo de 4cido acético foi observada em aerobiose, e
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em anaerobiose houve maior producido de 4cido férmico. A produgdo destes dcidos, em cada
condi¢do, permite identificar as vias metabdlicas utilizadas. Em aerobiose, o piruvato foi
convertido em 4cido acético via formacgdo do acetil fosfato, e em anaerobiose o piruvato foi
convertido a dcido férmico através da acdo da enzima piruvato formato liase (OTHMAN, 2014).
Os trés isolados, crescendo em meio suplementado com galactose, produziram quantidades
diferentes de 4cido acético em aerobiose, sendo que o isolado 1022 apresentou maior produgdo
deste dcido em relacdo ao isolado 780 e a linhagem referéncia. Houve diferencga significativa na
producdo do acido acético entre os isolados 780 e 1022, considerados os de menor e maior
viruléncia no ensaio de infeccao realizado em G. mellonella (PEREIRA et al., 2015). Houve uma
alteracdo no padrao de producao dos dcidos em anaerobiose. Nesta condi¢do houve maior produgao
de 4cido lactico para os trés isolados, mas ndo houve diferenca significativa na producdo deste

acido entre o isolado 780 e 1022.

Tabela 5. Producao de 4cidos orgénicos por Actinobacillus pleuropneumoniae cultivado em BHI/NAD suplementado
com galactose

Acidos (mmol L) MV 780 p valor MV 1022 p valor Referéncia 405 p valor
Aerobiose Anaerobiose Aerobiose Anaerobiose Aerobiose Anaerobiose

Acido succinico 1,31 4,97 0,022 1,18 5,52 0,005 0,52 4,97 0,016
Acido lético 0,64 16,25° 0,008 0,21 17,792 0,001 0,31 12,50 0,050
Acido acético 20,09° 3,80 0,001 21,01° 4,25 0,014 11,61 3,83 0,008
Acido propidnico 3,20 2,49 0,323 1,53 2,67 0,514 2,84 2,68 0,013
Acido isobutirico 0,78 1,09 0,643 0,53 1,45 0,001 0,54 0,82 0,648
Total 26,02 28,60 23,46 31,68 15,82 24,80

2 p valor para a produgdo de 4cido lactico em anaerobiose entre os isolados 780 e 1022 foi 0,059.
® p valor para a produgéo do 4cido acético em aerobiose entre os isolados 780 e 1022 foi 0,017.

Li e colaboradores (2014) realizaram um estudo com a linhagem referéncia do sorotipo 1
de A. pleuropneumoniae com a finalidade de verificar se haveria mudanga na expressdo génica
quando a bactéria teve suas condi¢Oes de cultivo modificadas. O crescimento foi realizado em

condicdes de aerobiose e anaerobiose, e foi observada a mudancga na expressdo de genes quando a
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concentracdo de oxigénio diminuiu no meio. Apesar de possuir um ciclo do 4cido tricarboxilico
incompleto (XU et al., 2008), os genes que codificam enzimas para a fermentacdo estdo presentes
no genoma de A. pleuropneumoniae. O gene da enzima L-lactato desidrogenase foi encontrado up-
regulado, sendo esta enzima responsavel pela conversao do piruvato a lactato. Houve quantificagio
da concentragdo dos dcidos orgéanicos no sobrenadante da cultura, e o dcido lactico foi encontrado
em maior quantidade em anaerobiose, assim como o dcido acético. A detec¢do e quantificacdo
desses produtos do metabolismo possibilitaram a indica¢do de que A. pleuropneumoniae utiliza a
glicdlise, metabolismo do piruvato e fermentacio para obtengdo de energia durante o crescimento
em condi¢des de anaerobiose.

A Tabela 3 do presente trabalho também mostra uma maior producio do dcido acético em
anaerobiose para os trés isolados do sorotipo 8 de A. pleuropneumoniae. Entretanto, esta condi¢cao
ndo pode ser observada quando o crescimento dos isolados foi realizado em caldo BHI
suplementado com glicose e galactose (Tabelas 4 e 5). Nos ultimos casos, a maior producdo em
anaerobiose foi de 4cido lactico. Em bactérias da espécie H. influenzae tipo b (Hib) foi comprovado
que o lactato pode ser usado como tnica fonte de carbono para o metabolismo, visto que este
composto organico encontra-se disponivel na saliva, mucosas e no sangue circulante
(LICHTENEGGER et al., 2014). Alguns estudos realizados na década de 1990 indicam que existe
uma relacdo entre o metabolismo do lactato e a viruléncia de H. influenzae (KURATANA et al.,
1990; KURATANA, ANDERSON, 1991).

Estudos realizados por Atack e colaboradores (2014) indicaram que a presenca de lactato é
importante para a viruléncia de Neisseria gonorrhoeae 1291 durante a infeccdo e colonizagdo,
sendo o lactato substrato para a sintese de dcidos sidlicos que compdem o lipoligossacarideo.
Entretanto, o mesmo nao acontece em H. influenzae (LICHTENEGGER et al., 2014). A adicdo de
acidos sidlicos a estrutura de lipoligossacarideos foi considerada importante porque ajuda a
prevenir o reconhecimento do lipoligossacarideo, presente na membrana externa, por anticorpos
presentes no soro do hospedeiro. Anticorpos estes produzidos pelo sistema imune em resposta a
presenca bacteriana (CLARK et al., 2013).

Alguns microrganismos possuem a capacidade de oxidar o 4cido lactico gerado no
metabolismo a 4cido propidnico, dcido acético, CO2e ATP. Uma forma de gerar acetato pela célula

microbiana € pela oxidacdo do lactato a piruvato: primeiramente, o piruvato vai ser
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oxidado a acetil-CoA e CO,, depois o acetil-CoA vai ser convertido em 4cido acético. Sempre que
o microrganismo cresce em glicose e utiliza a via glicolitica, a producdo de 4cido acético estd
acompanhada da gera¢do de duas moléculas de ATP. Os acticares utilizados como suplementacao
ao caldo BHI, glicose e galactose, sdo oxidados a piruvato durante a glicélise. O piruvato gerado
com esta oxidagdo pode seguir trés caminhos alternativos. No primeiro caminho, o piruvato é
completamente oxidado a COz e os elétrons gerados ao longo da glicdlise serdo passados até o Oz
através de uma cadeia respiratoria. O segundo caminho € aquele em que o piruvato € reduzido a
acido lactico, um 4cido organico. No terceiro caminho o piruvato pode ser convertido a etanol
(NELSON & COX, 2014). O importante € notar que os 4cidos organicos sdo produtos do
metabolismo de A. pleuropneumoniae.

Ainda em relacdo ao metabolismo do 4cido acético, a enzima dlcool desidrogenase é
responsavel por converter o acetaldeido que resulta da descarboxilacdo do piruvato, pela piruvato
descarboxilase, em etanol. No sentido inverso € utilizado um aldeido, ou uma cetona, durante a
fermentacdo como forma de regenerar o NADH a NAD*. O gene da dlcool desidrogenase €
regulado pela presenga de glicose no meio (WALES & FEWSON, 1994; BAPTISTA et al., 2005).

A anélise da produgdo de 4cidos organicos pelos isolados clinicos permitiu observar que a
producdo de acido lactico correspondeu a mais de 50% da producdo total dos dcidos (Tabelas 3, 4
e 5), principalmente no isolado 1022 (61% em BHI, 67% em BHI acrescido de glicose e 54% em
BHI acrescido de galactose). A andlise dos cromatogramas mostrou que houve um pico, antes do
pico da glicose, que ndo foi identificado pela cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo
necessdria outra andlise para identificacdo desse produto do metabolismo. Os cromatogramas
mostraram ainda que houve uma co-elui¢ao de outro produto com o dcido propidnico, por isso nao

foi possivel realizar a quantificac@o deste dcido no presente trabalho.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os isolados clinicos de A. pleuropneumoniae sorotipo 8 utilizados no trabalho apresentaram
diferenca no crescimento quando comparadas as condi¢des de aerobiose e anaerobiose. A condi¢ao
de anaerobiose € encontrada pela bactéria nos pulmdes do hospedeiro suino. Houve diferenca
também no crescimento dos isolados em caldo BHI em relacdo ao crescimento em caldo BHI
acrescido de glicose e caldo BHI acrescido de galactose, observando- se maior velocidade
especifica de crescimento quando o meio foi suplementado com esses acticares. Entre as linhagens
utilizadas, o isolado 1022 apresentou maior velocidade especifica de crescimento em relagdo ao
isolado 780 e a linhagem referéncia 405.

Na produgdo de 4cidos organicos foi observada uma mudanca no padrdo dos dcidos em
aerobiose quando comparada com anaerobiose, nos trés isolados, tanto no caldo BHI quanto no
caldo BHI suplementado com glicose ou galactose.

Neste sentido, novos estudos devem ser realizados utilizando mais isolados clinicos de A.
pleuropneumoniae do sorotipo 8 de A. pleuropneumoniae para verificar se 0 mesmo padrdao obtido
neste trabalho € observado nos demais isolados que apresentam semelhantes perfis de viruléncia
G. mellonella. Além disso, estudos visando a investigacao do proteoma e metaboloma dos isolados
de maior e menor viruléncia sdo necessdrios com a finalidade de confirmar a influéncia do

metabolismo na patogenicidade de A. pleuropneumoniae.
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