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RESUMO

0 presente trabalho fol desenvolvido com a £i-
nalidade de estudar é efeito da concentracdo dos Ions magnésico e
ferro, assim como da proteina conalbumina no desenvolvimento da
linhagen Staphyloeoceus aureus $-6. As ountras propriedades estu-
dadas foram a produgio de protelnas extracelulares coagulase, nu -
clease ¢ as entervotoxinas A ( EEA ) e B { EEB ) e a wastrutura de
pareds celular. A remogao de Ions do hidrolizado de caselina, meio
NAK ( 2,5 wng/mL de iLons ferro e magnésio ) com alumina den ovigem
ao meio denominado NAKSA ( 0,4 pg/mL de ferro 0,1 ng/nl de magné -~
sio). Este tratamento afetou o desenvolvimento de S.aurgus S-6
ohtendo-se cdlulas com morfologia alterada, diminuicao do pesoc se-
co e modifiaagaes'ha producao das proteinas extracelulares DNRse,
coagulage € as enterotoﬁinag A e B, agssim como a snzima intracelu
.lar desidrogenase latica. A aaigao de 1,11 ng/nL de Mg2+ ao meio
NAKSA levou & recuperagao do peéo seco, porém nao houve restabele-
cimento total da morfologia celular. Para este valor de magnésio,
o nivel de DNAse aumentou 3,5 vezes em ralagao an melo MAK, enguan
to gue a concentragac das proteinas extracelulares restantes, as-
aim como intracelulares analisadas, nao atingiu os valores obti-
dos no meio NAK. Foi constatado gue este aumento da atividade nu-~
cledsica nao se deve a um dano da cdlula ao nivel de membrana,nem
ac efeito do Ion magnésio ou de componentes da parede celular na
atividade enzimdtica, mas devido a uma maior produgho e liberagao
da enzima pelo microrganismo. & guantidade de enterotoxina B pro
duzida fol afetada por variagoes na concentragao de magnésio, en -
quanto gue a de enterotoxina A permancceu <onstante., A adicaode

ferro em concentragées guperiores a 1,19 pyg/mi, ac meic HARKSA mais



1,11 wpg/ml da Mg2+ teve como consequénceia efeitos adversos, Lbanto
para o desenvelvinento do microrganismo, quanto sobre a  liberagao
de DNAse e EEBR, indicando que © equilibrim ionico desempenha um
papel importante no desenvolvimento normal das eélulas., A adi-
cao de conalbumina ao melo NAKSA mais 1,11 ng/ml de Mg2+ nao apre
sentoy efeitos inibitdrios nas propriedadas estudadas, ocorrendo
inclusive um ligeiro estimulo na produgao das proteinas extrace-
lulares no meio NMAKSA. Em relagio 3 fragao das enzimas extracelu-
lares associadas & célula, verificou-se gue a Diase superficial
liberada pela acgao da lisostafina foi aproximadamente 200 vezesin
fericr A concentragao da mesma ensima presente no sobrenadante
da cultura. A guantidade de DlAse presepte na paredsa celular foi
aproximadamente igual aquela presente nos protoplastos. A linha-
gem §. aureus S5-8 apresentou variagoes durante o armazenamento @
trans ferancias sucessivas, tals como aumento ou dimiouigio na
producho das protelnas extracelulares em estudo. A anadlise por di
fragao de raios X mostrouw gque as paredes celulares do microrga -
nismo desenvolvido nos meios NAK e NAKSA nao apresentam dife -
rengas ao nivel da estrutura tridimensional, cmbora tenham si-
do cbservadas alteragaeé mérf@légicas marcantes, através de ni~

croscopla dtica.



ABSTRACT

Thié research was developed to study the af -~
fect of the lons magnesium and lrxon and the protein conalbu -
min in the development of the styain Staphylococous aureus  8-06.
Other properties studied were the production of extxacellular\
proteins coagulase, nuclease and entercotoxins A ( SEA } and B
( SEB ) and cell wall structure. The ion remotion £rom the ca-
selin hidrolyéate { NAK mediuwm } containing iron and magnesium
at the concentyxation of 2.5% pg/nL each, originated the NAKSA me-
dium containing 0.4 ng/mb of iron and 0.1 ug/mL of magnesium. This
treatment affected the development of §. aurzus S-6 when compa-
red to the one obtained:using the NAK medium, Thé wells showed
altered morphology, dry weight decrease and modification of the
extracellular proteins production DNAse, coagulase and the ente
rotoxing A-and B, as well as the intracelluiar enzyne lactic de
hydrogehase, The addition of 1.11 pg/mL of ﬁq2+ to the NAXKSA me-
dium produced complete recovery of the cell dry weight, bub on-
ly partial recovery of the cell-mwryhoiogy; At this magne-
sium  level the DNAse concentration increased 3.5 times as re
tlated to the concentration in the NAK medium. On the other hand,
the remainder of the exoproteins under study did not achieve the
values obtained in the NAX medium. It was verified that the in-

crease in nuclease activity was not due to cell injury at the nem
brane level, either to the effect of the magnesium ion  ©Or the
cell wall components on the enwyme activity, but te a higher pro-
duction and releasing of the enzyme by the microorganism. The pro
duction of enterotoxin B was affected by differences in the

magnesium concentratien, although enterotoxin A remainad constant,



The addition of iron at concentration 1.19 ng/mb to the NAKSA
medium  plus 1.11 pg/nl of Mg2+ had a ncoative effect Qﬁ the
growth of the microorganism, as well as the releasing of DNAse
and BEB, indicating\that the ilonic eguilibrium is lmportant for
the adeguate cell development, The addition of conalbunin to
the NAKSA plus 1.1l pg/ml of Mg2+ medium did not  show inhibi -
tory effects on the properties undex study. On the other hand,
the addition of this protein to the NAKSA medium promoted the
production of the extracellular proteins. With respect to the
cell associated extracellular enzymes fraction, it was verified
that the surface DNAse released by lysostaphin action was about
200 times lower than the fraction of the same enzyme present in
the culture supernatant. The DNAse present at the cell wall
was aéproximat@ly the same present in the cell protoplasts. The
gtrain $. aureug S—b6 showed variations during the storage and
transference period such as.increase or decrease in the produc -
tion of the extracellular proﬁeins under study. The X-ray 4if-
fraction analysis indicated that the cell wall of the microorga-
nism growing in the NAK and NAKSA medium have »no differences
at the structural level, even though stﬁong morphological diffe-—

rences were observed by optical microscopy.
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1 -~ INTRODUGAO

08 microrganismos possuern uma grande variabi
lidade fenotipica, podendo esta, envolver apenas mudangas guan-
titativas nos componentes celulares ou maiz drasticamente mudan-
cas gualitativas na estrutura e/cu fungéo celular. Assim, sob
condigoes de desnutricao, vArias alteragdes podem 0OCOrrer nuna
oélula micfobiana, com a finalidade de compansar estas deficién-
cias nutricionais.

0 papel de vérios nutrientes no desenvolvimen
o celular tem sido motive de estudo através do tempo. Porém o
efeité de  muitos éLementh ineorginicos ainda nao & suficiente -
mente conhecido, por serem na sua maloria micronutrientes, O
que dificulta sua total eliminagéc e detecgao hos melos de cultu
ra, em estudos comparativos,.

Entretanto, sabe-se que o0s lons metdlicos Qe*
sempenham um papel cruclial nos processos bioldogicos, Entre estes,
o magnésio & considerado como sendo um dos fons essenciails a0
funcionamento normal de diversos sistemas bioldgicos. Varias pes
quisas tém sido realizadas, lnclusive com Staphylococous aureus,
para estudar o efeito deste ion , gue tewm~se mostrado importan
re  entre outras atividades, no controle da divisac celular e na
morfologia celularx. ‘

O presente trabalho foi desenvolvido cou a
finalidade de estudar o efeito da concentracao do fon magnésio
no crescimento da iiﬁhagem &. aurewus S5~-6, nun melio de cultura

constituldo por hidrolizado de caseina, cujos fong foram esgota



dos através de um tratamente com alumina. Os efeitos do magné-
sic na nmorfologia celular e na producdac de DNAse, coagulase e
gnterotoxinas A e B foram analisados utilizando culturas desen -
volvidas em meios contendo concentragoes conhecidas de magnésio
g outros cations. Determinou-~se também a concentracio minimade
magneésio necessaria ac desenvolvimento do nicrorganismo,

0 efeito da conalbumina & do fon  ferro foi
estudado no degenvolvimento da linhagem 5. aureus$S—-6 cultivada emn
concentragoes de magneésio consideradas otimas, assim como o efeiw
to combinado destes lons e da coﬁalbumina nas propriedades aci-
ma citadas.

As células de 5. cureus S-6 @&ganvalvidés emn
diferentes condigoes foram tratadas com liségtafina, uma enzima
gque lisa a parede celular deste ﬁicrorganismo, a fim de liberar
as exoenéimag ligadas ou presentes na superficie celular. As exo-
enzimas ligadaé foram comparadas quantitativamaﬁte COM AS Mesnas
enzimas naturalmente pr@seﬁtas no sobrenadante da cultura.

| 0 efeito dos Yons e da conalbumina fol estu -
dado na enzima. intracelular d@sidrngenase latica, Esta enzima foi
tambdm utilizada como indicador indireto da integridade da mem-
brana citoplismica, sob diferentes condigoes de cultura.

Na ﬁltima.etapa, a pavede celular foi isoclada
¢ analisada por difracac de raies X, a fim de detectax possivels
diferengas entre a parede de células desenvolvidas em melo comple

to e em meios deficientes em magnésio.



3 -~ REVISEO BIBLTOGRAFICA

2.1 ~ Staphylococous aureus

Grande numero de trabalhos o tem sido publica -
dos em relacgao 3 taxonomia de Staphylococecus aureus { 30,48 ) ,des~
de que em 1871 Von Recklinhausen descreveu a presenga de micronr -

ganlismos Grém positivos enm forma de cocos, em isolados de pa -
cientes com processos infecclosos | 68 1.

A oitava edicao de Bergey ( 7 ) classifica a

familia Micrococeaceae em tyés géneros: Staphylocoeceus, M -
crococcus e Planocoecus, sendo gue o género Staphylococous a

subdivido em : . aureus , S.epidermidis e S.saprophyiicus . En-
tretanto, publicacbes recentes propoem novas sspécies de esta-
filococos { 48 ).

be acordo com HOOVER et alii ( 30 ) e KLOOS
( 48 ), os estafilococos coagulase positivos sao divididos emn
trids espécles: S.aureus , S.intermedine e §.hycus, engquanto
que os estafilococcs coagulase negativos sao subdivididos £
mais de dez espboies. Esta divisho exagerada de estafilococos €@
agulase negativos tem sido rocentemente criticada pox GOODFE -
LOW et alii { citado por HOOVER et alii, 30 ).

A1ém da importincia em processes infecclosos,
o §.aureus apresenta um papel de destague na hrea de higlene a
limentax, j& que a enterotoxina por ele produzida B responsavel
por aproximadamente 30% das @ntoxicag%eﬁ alimontares {( 2,68 ).

Entretanto, as intoxicagdes estafilocdeicas sho raramente fatals
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¢ apresentam um gquadyo clinico onde predoninam o5 vOmitos, apds
um pericdo de incubagao de 2 a 6 horas ( 2 ). |

Até o presente foram identificadas e purifica
das as enterotoxinaé: EEA, EEE,\EECL, EECE, EECB, ERD, EEE e ELBEP.
A EEF merece mengac a parte, 34 gue fol recentenente detecta
da no Food Research Institute, USA & apresenta un guadro c¢lini-
oo mals conplexo do gue outras @nterataxinas*ﬁ Apesar destes es
tudos exaustivos, 5% dos casos de intoxicagao estafilocdeica
SA0 devidagla ingestio de enterotoxinas desconhecidas ( 4 ).

Tendo em vista que estas toxinas sao produtos
extracelulares, torna-se inportante o estuda da sua produgao @
do mecanismo de liberagao ao ﬁeio_externo { 43,106 }.

Apesar da detecgao direta de entarotowinas ser
o mdtodo mais corretd para incriminar os alinsntos contawinados,
‘am grande nimero de pesquisas tem sido desenvolvidas com o in -
ruito de substitulr esta metodologia cara © laboriosa, pela de-
teccao de outros metabdlitos éue Sempre acompgpham a produgaoc de
enterotoxina, de ficil detecgdc em gqualguer laboratdrio de micro
biolegia de alimentos. Entre estea, a enzZima tormonaclsase (INaze)
& considerada como sendo a mals adequada para a triagem { 18,101}
embora multas linhagens produtmraﬁ.de TNAse nao gsejam produtoras
de enterctoxina { 29,74 ). Um outro problema referenta A THAse
estd em alguns metabdlitos produzidos por outras bactérias
como  Streptococeus faecalis, que inativam esta enzima { 63 ) .

0 S.oureus -6 ubtilizado nesta pesquisa
& uma linhagem produtora de uma guantidade elevada de EER, junta

ments com pequena quantidade de EEA, e tem sido utilizada por va

* w Comunicagao pessoal de Dr Bergdoll.



rios pesqulsadores, para diferentes finalidades - 33,35, 36,37,

43, 58, &7, 80, 81, 83, 101 .

2.2 -~ Meios de cultura

Pe acordo com REISER e WEISS ( 8% ), os neios
contendo um hidrolizado de caseina, N2 Aﬁin@ { MAK ) a 4% ou 3%
de MNAK adicionado a 3% de PHP ( hidrolizado protéico), ambos en-
riquecidos com niacina e tiamina, sao considerados come  OF ne
thores meios para a produgac de enterotoxinas estafilocdelicas no
laboratbrio, o que tambén se aplica a outras proteinas extra -
celulares { 39 ).

_Vérios meios de composigdo definida tém sido
desenvolvidos com a finalidade de produzix enterotoxina, porémen
nenhum deles conseguiu~se atingir um nivel de producan - de en -
terotoxiﬁa comparavelis aos melos compiexos acima menclonados
{ 58, 67 ). Nao s&¢ sabe a razio uvela qual os meios contendo NZ-
amnine favorecem a maior produgﬁo de proteinés egtracelularea, e
rém tentativas de desenvolver meions semelhantes isentos de pep-
tf{dios nAo tém tido éxito, sugerindo assim, 2 necessidade de
certos peptidios na produgao de exoproteinas { 39 ).

Além dos meios de composigao definida, um
cutro enfogue no estudo da influéneia de nutrientes na produgao
de  metabdlitos extracelulares & a remogac seletiva de nutrlen
tes, em meiocs de cultuxas complexos.

com esta finalidade, DONALD et alii ( 17 )
testoram 28 métodos para a rewogac de metails Lragos Ae um melo

de cultura. Estes autores clagsificaram O5 varios matodos exiz-
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tentes para a remogao de motals em @ agueles que enpregam subge
tAncias sOlidas para a adsorgao dos elementos tragos, sendo e
adsorvents, subsequenteﬁente removido por filtragdo; e os gue
empregan agentes quelantes, os quais sae combinan com metals pre-
sentes formando complexos ligquidos imiSCfVQiﬁ em Agua, que pos -
teriormente sdao removidos pela extragac com solventes Qrg&nicoé

Entre os varios métodos utilizados, DONALD et
alii { 17 )} concluiram que o traktamento com alumina & o mals efil
ciente e menog.labcrioso'para a remocao dos metais, apesar dex

nio se obter a remogio total destes Ions ( 81 ).

2.3 = Influéncia do fon magnésio

i

O Ion magnésic desempenha importantes fungoe
no controle-do sistema metabdlico e fisioldégico, sendo conside-
rado um dos ions essenciais na manutengao da integridade celu -
laxr ( 31,386,109 }.

De acordo com a reviaéal xeéentemente reall -
zada por HARDER o DIJKHUIZEN ( 28 ), embora se conhega um siste-—.

ma de transporte especifico para o fon magnfsio, pourco se sabe

sobre a atividade deste sistema. Assim, existem evidéncias de
que © Baectiilus subtilis sob limitacao deste lon, sxcreta com -

postos que  ligam ao magnésio. Qutros tém wmostrado gue a paraede
celular de microrgahism@s desenvolvidos em meios deficlientes em
magnésio apresentam um aumento de alinidade para este ion, atra~
vés de um sitio especifico de ligagdo, no qual o cition pode ser
concentrado e posteriormente. translocado.

Estudes relacionados com a alteragdo moxfold-
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giva de microrganismos desenvolvidos em meios deficientes 211
magnésio foram realizados inicialmente por WEBBE ( 112 ), gue
observou a producao de formas filamentosas ewm Clostridium  per-
fringens . A influéneia do  Jon no controle da divisao celu-
lar também foi observada em leveduras por WALKER e DUFFH (109).

WEBB { 113 } ohservou qus certa anormalidade
morfoldgica ocorria também na presenca de excesso de magnésio .
Ouande se comparou a necessidade do ion.naﬁ bactérias Gram posi-
tivas e Gram negativas, foi consﬁatado que o reguerimento  deste
chtion era consideravelmente maior nos organismos Gram pOSiti"
vos. Segundo WEBB { 114 ), tanto as bactérias Cram positivas co
mc as CGram negativas liberam o Ion magnésio pox difusao, guando
guspendidos em meio livre deste Jlon. As bactérias Gram negabi-
vas reutilizam rapidamente © magnésio liberado, enguanto Gue
nas Gram positivas, a reassimilacac & incompleta, o gue resul-
ta na desintegragao da estrutura celular.

Estudos feitos pQI.TEMPEST et alii { 102 jcon
rradizem estas observagoes. Eles fizeram observagdes detalhadas

sobre a infludncia da limitacho de magndsio em B.subiiiis e En-

o

T

terobacter aegrogenes , utilizando o mesmo .meio de cultura pa-
ra ambos microrganismos. O contendo de magnésio, embora di -
ferente nos varios estidgios de crescimento das culturas, foi
similar entre ambas para todas as fases. Assim, & variacao obsey
vada por WEBB { 113 ) entre Gram positivos ¢ negabtivos ndn tevia
o significado inicialwente descrito, uma vez que nao controlou as
fases de crescimento. De acordo com TEMPEST et alil ( 102 )}, o
magnésio celular estd fortemente ligade, nao sendo possivel re -
mové-1lo pela suspensac dos microrganismos em solugao salina &

209C. Ouando os organismos crescidos em meio deficiente em mag-
1



nésio eram suspendidos em melo contendo iang este ora rapidamen-
te adsorvide em quantidade varifvel, dependendo da concentragao
de magnésio extracelular ou da composicao do diluente. O H.ouo-
+1775 apresentava malor capacidade de adsorgao, porém com me -~
nor afinidade. Esta diferenca entre adsorgao e¢ afinidade pode
explicar o© maior crescimento de L. aerogenegs om relagac a B.
subtilie no meio de reposigao.

Por outro lado, segundo HURST et alii ( 36 ),
o contetdo de magnésio celular em J.aureue nao apresentou vari-
agoes significativas durante o crescimento. O nivel de magnésio
nas c2lulas cultivadas em meio com  a concentragao adeguada de
fon foi de 2,1 pg/mg de massa celular apds 6 horas de éuitura,
e de 2,2 pg/mg apds 20 horas, emwora tenﬁawse vefificaﬁa un le
wve decrégcimo para 1,83 pg/mg,:aﬁés.il horas de cultive.

A anhlise de magnésloc total presente em leve
duras cultivadas nelo métode de crescimento siﬁcronizadof rea -
lizada por WALKER e DUFFé { 109 )}, revelou gue existe uma dimi-
nuigdo constante na concentragho de magnésio, d medida gque as éﬁ
iulas crescem, seguida de um rapido influxo do lon imediatamente
antes da divisho celular. Os autores propoem a hipdtese de que
a gueda na concentracao de nagnésio atuvaria como reguladoer do ta
manho celular, freando eventualments a formagéo de fuso, assim
como uma mudanca a nivel de membrana citoplasmdtica, gue pexmi-
tiria uma entrada rapida de magnésio antes da divisdo. Isto &,
uma falta na concentragio intracelular deste fon atinge um ni -
vel tal que permite a polimerizacao da  turbulina e a consequen
te formacao de fuso. Uma vez completada a separagao  dos cromos-
somos, um influxe répido de magnésio causaria a quebra do fuso,

produzindo a divisao nuclear e celular.
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0 contetido de magnésio auwnentn com a velooi-
dade de crescimento, em parelelo ao contatdo xibmss@miud, o ogue
leva a c¢rer gue a maior parte do magnésic intracelular esteja ag
sociado com 08 riboésomo&. Exn relagao ao metabolismo celular, a
deficiéneia deste Ton geralmente provoca um aumento na resplya -
cao celular ( 28 ).

De acordo com JOHN e GOLDBERG ( 40 ), Mg2+,

K+ & }?Ozw _sao importantes para a estabilidade dos ribossomos
e na caréncia destes Tons, ocorre um aumento na degradagio pro-
teica & uma inibig&o da.sintege de RNA. Seqgundo estes autores,em
condicdo de carxdncia, os ribossomos constituem uma boa reserva
intracelular destes Ions através da hidrdlise seletiva de RHA ri
bossdmico, o que leva & liberagdo de proteinas ribossbmicas. A
falha de um poiiﬁeptidio normal em se associar na forma multimé-
rica, faz com que & célula reconhe¢a sstes polipeptidios COMO
proteinas anormais, desencad@anéo processes de hidrdlise seleti-
va. © efeito proteclitico nestas condi¢bes parece proteyer a
c&lula contra o achimuleo de proteinas intracelulares aberrantes e
potenclialmente nocivas, gue sac incapazes de funcionar em um melo
de concentracac idnicamente alterada.

0 ion magnésio estabiliza a membrana citoplas
natica e este efeito pode seﬁ ohservado tanto an protoplastos
livres como em fxagmentos de wembrana.

SOHERRER o CGRRHARDT { 95 ) ocbzervaram gue con
centracoes de 0,01 M de magnésio na cultura da Baciﬁlu% negate
i oum produzia uma redugﬁa relativamente peguena, mas signifi-
cativa na porosidade da_ﬁembxana citoplasmitica, embora nao afe -

tasse a parede celular. FEntretanto MARQUIS ( 61 } observou que

o magndsio o outros citions em concentragao relativamente alta



rambém  afetam a parede celular de bactérias, esspocialmente
Gram positivas, levando a uma comtxag&o da estrutura da parede.,

De acordo com HURST et alii ( 36 ), o Ifon nray
nésio desempenha véfias fungoes . na membrana citoplagmitica, sen
do uma delas, a de ligar fasfolipidios & grupos Carboxiiicos de
proteinas presentes na nesma. Fosfolipidios contendo  magnésio
tém  sido encontrados em Paeudomonas , Em estreptococos, bhacilos
@ micrococoa; quando se procede a remogac de magnésio ocoxre u
ma remocdo simultdnea de ATPase logalizada na membrana.

De acordo com CUTI&ELLI e GALDIERC { 16 ) a
parede de §. aureus liga aproximadamente 14 ueg dos fons K+ [o3¥1
Na© e aproximadamente 85 peq de Mgz+ ou.Ca2+pQr grama de parede,
peso seco, indicando que a capacidade de ligagao e -a mesma para-
os ions de mesma valéncia. Quandc uma suspensao de parede celu-
lar & titulada na presenga de fons divalentes, ccorre uma di -
minuigao maior de pH, do gue na wesma titulacao realizada com
citions monovalentes, indicaﬁdo gque o8 divaleptes ligam-sa a
dois grupamentos acidicos Aissocidveis, formando complexos.

LAMBERT et alii { 53 ) estudaram a ligagac de
magnésice ao Acido teicbico tipo ribitol e a influéncia de grupba
alanil ester, utilizando & linhagenm 3. aureus H. Oz aulores Con
cluiram que o magnésio forxma pontes através de grupamentos difos
fato, em cadeias de Acido teichico adjacentas entre =i na pa-
rede celular, e sugerem Jque nas células intactas, o Acido taicé&
co da parede forma um sistema integrado para suprly cétioms a
membrana citoplasmitica. Deste modo, © Acido teicdico providen -
cia reserva de magnésic ligado, gque por sua vez & transferidoao
Geido lipoteicdico e posteriormente & mombrana celular

{ 34 ).
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Em resume, #5 evidi@ncias mostram que o agra-
pamentos negativamente carregados como o Acidos taicéic@s &
teicurdnicos desempenham um papel fundamental na assimilacao
de citions providenciando um weio idnico adequado para o membra-
na citoplasmidtica { 110 ). Aldm destes grupamentos anidnicos, re
centemente tem-se demonstrado gue os grupos reativos dos pepti -
doglicanos também contribuem significativamente para as propri -
edades de‘retengéo de Tons metalicos { 96 1.

| Em relacao &s bactérias Gran negativas, a
guantidade de fona ligados 2 parede & comparativamente mencr do

que em Gram positivas, Estudos realizados por HOYLE e BEVERIDGE

{ 32 ) na parte mals externa da parede ( membrana extemna ) de
bl ’ , - " . 4 2 "'}" 2 "}“ i . - )
Feoherichia coli , - tem revelado que My e Ca sao retidos em

. e - ~ 2
gquantidades equimclares; entrstanto, a proporgac de ca” total
‘na parvede / mémbrana externa ( 29% ) & substancialmente mailor do

- et Bt 2+ o - . - A A . -
que a mesma relagac para o Mg { 4% ), refletindo uma situagao
. ' L2 X
em gque algans citions, por exemplo Ca , s5a0 retidos pela mem~

. o 2+
Lrana externa em maioxr proporgac do gue outros ( ex., Mg Y.

Isto permitiria a participagado de magnésio em camadas mais in -
ternas do envelope celular e também em fungdes citoplasmidticas.
Sob  condig¢oes de gaturagaoc, OCOLre uma retencac seletiva da
certos cations, e a deposigac dos lons em una das superficies da
membrana, © gue sugere a existéncia de pelo menos um sitio dis~
rinto de ligacdo assimétrica localizado na membrana externa.

Em 8. awreus, existe uma boa correlagio entre
a perda de tolerancia aoc sal e a perda de magnésio celular, e pa
rece gque esta seja um dos evenbos primarics no tratamento téxr -

mico subletal { 33,35,36,37 ). Além da perda de 40% de nagnésio

celular, ocorre perda de 65% de D-alanipa ligada ac dcido teicoi
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co e 40 a 50% de lipidios polares da membrana citoplaswmitica

{ 37 )., Embora ¢ meio utilizade pox HURST et alii ( 37 ) apre-
sentasse apanas Bxlcmg M de Mg2+, as céelulas reacuperaran a
cmncmntragéo normal em aproximadamente wuma hora, mesmo na pre ~
senga de Acido etileno diamino tetraacético ( EDTA ). Portanto,
23 necessidades nutricionais para o processo de reparo saoc mals
simples do gue para o crescimento { 33 ).

A causa da perda de magnésio em tratamento
tdrmico subletal ainda nac estd estabelecida, mas os dados in-
dicam que este ion esteja associado com o Acido teicllco e fos-
folipidios, sendo a perda destes Gltimos, a responsivel —  pela
perda do fon { 37 ).

HURST e HUGHES ( 35 J sugerem que a lesao téx
mica tem dois aivos’lprimérios distintos: a membrana, © gusa
& manifestado pela perda de tolerdncia a NaCl; e um segundc si
tio, possivelmente acide teictico, © que & ménif@stado pala pex
da de D-alanina e magnésio. Uma reserva superficial de magné -
sio & necesshria para a- fungho adequada de 5. qureus (53 ) .
2 perda de D-alanina durante O aguecimento, leva os microrganisg
mos afetados a ligar magnésio com maiox avidez do que as c@ -
lulas nao aguecidas ( 35 )., LAMBERT et aliii ( %3 ) confirmam
estes resultados, usando isolados de parede celular de 5. aureg
us, onde as paredes deficientes em residucs de alanina ligam

este fon mais fortemente do gue as paredes normals.

2.4 - Infludncia do Ion ferro

WEBLEY et alii ({ 115 ) estudando o metabolismo
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de NVeurospora opdca en melios deficientes em forre, observaram
que este organismo nao apregentava &_@mzima catalase e que &
assimilagao de oxigénio em presenga de cartmslsubstratog estava
afetada,

Comparando as atividades metabdlicas de 5.
aureus desenvolvidos em meios de glicoge na presenga  ou ausén-
cia do lon ferro, THEQODORE e SHADE ( 103 ) observaram uma rege-
trigao na capacidade oxidativa e uma diminuigéq na ativid#ﬂe
de catalase. |

G férro & considerado como um dos metais mals
importantes nos sistemas wvivos. A sua deficiéneia induz - na
maior parte dog microrganismos, 4 produgac de agentes guelan -
tes, denominades genericamente de siderocroros, ou deferriside ~
rocromos { 18 ).

De acordo com EMERY { 18 },. duas classes de
Siderocromos.séo conhecidos, a classe do Aeide hidroxémico e  a
classe do catecol, sende o primeiro mais abundante e conheoido,
como ferricromo. As bactérias entéricas nao produzenm siderocro-
mos do tipo acido hidfoxémico; elas produzem entercbactina { ou
enterogquelina ), gue & um triester ciclico de tréas moles de
N~2,3~dihidr0xiwbenioilserina. Além destes, também saoc citades o
citrato férrico o aerobactina ( 14,64 ).

Em vista da diversidade da natureza mioro-
biana, certos microrganismos enfrentam problemas espaciais am
relagac 3 assimilagide de ferro, como no caso das micobactérias ,
gque apresentam uma espessa camada lipidica. Estas produzem a
micobactina, um componente insoliivel em &gua, responsivel pelo
transporte de ferro na pareds, @ simultaneamente excretam com -

postos solUveis em Ggua, as exoguelinas, gque bem COmO fungao
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captar o ferro do meio exterior { 18 ).

0 estudo  da utllizagao crwoda de agentes
quelantes entre diferentes espécies e g@naroé de bactérias tem
sido realizado por MASKELL ( 62 ). Este autor observou o in -
tercambio funcional entre oOs Quelantes produzidos por 5. au-
PEUS , 8. epidermidis e varios géneros de entercbactérias
sendo  o©os gquelantes de enterobactérias muito nails eficazes 80 -
bre 08 COCOS do gque o inverso, podendo~se dizer o mesmo em re -
lagdo a 5. epidermidis e 5. qureus. Bsta diferenga no intercin
bio dos agentes quelaht&s nestas duas espéciess de estallloco~
cos, pode refletir na diferencga de gueladores, S.qureus empre-
gando mais eficientemente outras vias. |

Em  bantérias Gram negabivas, apds  a que ~
lagio de ferro, estes Ions shio retidos pelas proteinas da mem -
brana externa, que atuam como recephores especifices do comple -
xo férricao, éequida de transporte dependente de energia. O ferxo
& liberado para o interior da célula, provavelmente apds a redu~
cao do Ion re”* para re?t (14 ).

Estudos com proteinas receptoras dos agentes
guelantes tem sido r@aliéados por COULTOW { 14 }, GREWALL et
alii { 27 ) e KLEBRA et alii ( 47 ). ©s regulta@os degtés traba-
lhos sugerem gue as bactérias entériaas sao capazes de responder
rapidamente &s flutuagoes na concentragdo extracelular de fexro,
armazenando este fon nos periodos de excesss, para serem ubili -
zados nos periodos de cardncia ( 47 ).

Nas bactérias esporuladas, a velocidade de
assimilagio de ferro varia nas diferantes fases de desenvolvimen
ro da cultura. KANDALA et alii { 42 ) observaram que em Baeidllus

cereus T, & agsimilagﬁo de feryo € multo baixa durante O Creg
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cimento vegetativo, aumentando rapidamente no final do oresci -
mento, gque coincide com a atividade maxima do enzima aconita -
se., Estes resultados sugerem gue a sintese e atividade de aco -
nitase durante os diferentes estagiog da QSpoluragﬁa poderia es-
tar regulada pelos niveis de Ion ferrc nas células,

Por outro ladc, um efeito inibitdric do Ion
na atividade celular fol cbservado por REPINE et allil { 90 } e
COWART e FOSTER { 15 }.

O aumento da concentracio intifnseca de ferro
am S.aureus , de 0,19' a 0,?6 pg/log gélulas, elevou a morta-
lidade deste microrganismo em presenga de H,0, a 8,8x10#3_ M,
de 39% para 100%, embora nao afetasse diretamente a velociéade
de crescimento ou a wviabilidade de 8. aureus ( 90 ).

COWART e FOSTER { 15 ) éstndaxam a pro&ugéo
in vitre de hemolisina por Listeria monveytogenes e verifica-
ram que existe uma relagao inversa entre a produgac de hemolisi-
na e a concentragiac de ferro ne meio de cultura, evidencilando
que a produgio desta exoproteina estd relacionada & concentra =
gao do metal,

SIEGEL ( 97 ) cita gque o ferro pode afetar
a producac de varias toxinas microbianas, como a\tmxina difteri~
ca , exotoxina A de Pseudomonas aevuginesa , neurotoxina de
Shigelld dysenteriae , toxina tetidnica e o -~ toxina { leci -
tinase ) de Cl.perfringens. Entretanto, altas concentragoes de
feyra ndo reduzem a produgace de toxina da iinhégem Hall de
Clogtridium botulinum tipo A, De acordo com ¢ autor, o ferro
parece tambdm diminuir a eficdcia da agac inibitdria do mnitrito
sobre CL. botulinum . Bm relacio acs dados epidemioldgicos, des

taca-se gque a suplementacso da dieta infantil com ferro aumenta
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a sugceptibilidade das criangas ao botulisme, © gque poderia ser
explicado pelo efeito estimulante da germinagao que este metal
produz sobre os esporos. O ferro tambéw afeta a aderéncia do

prganismo a4 parede intestinal, promeovendo a colonizagao.

2.5 - Influéncia de conalbumina

Segundo THIBO&DRAU et alii ( 104 )}, a conal~
bumina e a transferrina de aves sao produtos do mesmo gen, dife~
rindo apenas no conteldo de carboidratos.

GOREL e JOSHI ( 26 } observaram que antigenica-
mente existe s& um tipo de conalbumina, emb@raﬁeletrofareticaw
mente e / ou quimicamente possam  Ser distinguidos dois - ou
mais tipos.

0s estudos guimicos das reagles de assoclagao
dos Tfons férricos com a conalbumina foram realizados por WARNER
e WEBER em 1953 ( 111 ), mas a elucidagac detalhada desta pro-
teina tem sido realizada recentemente por ZWEIER { 116 }. A «c©o-
nalbumina possue dois sitios de ligagao para o metal e dois pa-
ra a ligacao de Anions. Tons metilicos diferentes de ferro poden
eétar ligados nestes sitios, e paré cada cition ligado, sao ne-
cessArios um carbonato ou outre anion. Dos metais gue especifi-
camente se ligam & proteina, o cobre tem sido particularmente a
£i1 nos estudos da estrutura e propriedades de metaloproteinas .
De acordo com o8 autores, na presenga de carbonato, dois oo -
bres ligam-se especificamente A conalbumina em pH compreendido
entre 7,0 & 10,0. Em pH compreendido entre 5,0 ¢ 6,7, o© cobre

liga-se mais a um dos sitios da conalbumina, denominado de sitio
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A, enguanto que a pH entre 6,7 a 7,0, liga-se predominantemen—
te 20 sitio B, Em pH entre 8,0 a 11,0, o cobre ligadb ao
sitio A apresenta um segundo tipo de espectro, o A-2.

Atualmente os estudos relativos ac estado
nutricional, conteldo de fexrro na dieta e resisténcia a infec-
¢oes bacterianas tém despeftaﬁo interdsse, j& que a ativida-
de bacteriostatica da transferrina & neutralizada pela satura-
¢Ao desta proteina com o Ion ferro ( 18 ).

| Baseados nestas observagoes, SAFONOVA et alii

( 92 } e VALENTI et alii ( 108 ) realizavam estudes sohre o e-
feito da conalbumina sobre os estafilococos. Esta proteina nao
apresentou nenhum efeito sobre © crescimento, nem scbre a for-
magdo de pigmentos de S.aureus 92,108 ). Em relagao a esta -
filococos coagulase negativos, os resultados destes autores fo-
‘ram bastante Contxadiﬁérios, 14 que enguanto SAFONOVA et alii
{ 92 ) afirmam gue todos coagulase negativos foram inibidos
VALENTI et alii ( 108 ) obseivaram'certa variagac na resistén-
cia & conalbumina.

Para testar a eficidneia do sistema de transg
porte de ferro pela bactdria, VALENTI et alii ( 108 ) adiciona~
ram CrCl, ao meio de cultura, 378 gque a precipitacgaoc do Ion fexr
ro produzida pelos sais de Cromo £em um efeito semelhante a0
da conalbumina. Entretanto, alguns estafilococos coagulase posi
tives nio se desenvolviam em concentragoes de CrClE supgriores
a 10 nM. Este fato indica que entre as linhagens de estafilo -~
coco, existe um gradiente de resisténcia a agentes qguelantes
de fervo, devido & diferenga na eficiénceia do sistema de tréng
porte de cada linhagem.

ARNOLD et alii ( citado por VALENTI et alii ,
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108 ) tém sugerido que a transferrina apresenta nao somente  um
simples mecanismode retencho de ferro, mas gue tamb@m participa

de uma interagao mais complexa com a superficie bacteriana,

2.6 - Parede celular

| Segunﬂo a revisao feita por SHOCKMAN e BARRET
( 96 ), a parede dos microrganismos Gram positivos ¢ uma camada
espessa e amorfa de 20 a 50 nm de espessura, sendo gquimlicamente
definida como um peptidoglicano insolivel, contendo polimeros co
valentemente ligados, como os acidos teicOico, teicurdnico é /ou
outros polissacaridios acidicos ou neutros.

Dependendo da metodologia utilizada para a
fixagao e pésfcoloragéo, a parede apresenta uma aparéncia de
camada triplice ou dupla ( 110 }.

Segundo WARD ( 110 }, vdrios autores tém con-
cluido gque tais camadas resultam de diferengas na composigaoc dos
di ferentes extratos, e tem especulado gque 08 dcidos teicdicos e
teicurdnicos estao restfitos 3 camada mais externa. Por outro
lado , MILLWARD e REAVELEY ( citado pox WARD, 110 ) concluiran
que a aparéncia trilamelar de parede nao tingida de &.auraeus e
B. licheniformis & o resultado de variagdes ne empacotamento dos
peptidoglicanocs, e nfio uma consequéncia da distribuicac de po-
1imeros secundarios. A remogdo dos dcidos teicdico e teicurd -
nico da parvede resultou na redugao da estrutura ordenada  do
peptidoglicanc, indicando que estes polimeros es8tao digtribul~
dos por todo o volume da parede ( 9,10 3

Sequndo SHOCKMAN g BARRETT { 96 )} a fungao
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da parede € considerada em termos de atividédes.eﬁsenciais na
economia das células bncterianas, porém o papel da parede em re~
lagao ac meio ambienté tenm recebido pouca atengac, Embora a pa -
rede nao seija uma verdadelra barreira permeavel, serve como uma
peneira que impede a passagenm de moléculas com peso molecular su
perior a 1.200 ocu com o raio hidrodinamico de Finstein-Stokes
superior a 1,1 nm. Entretanto numeroscos microrganismos Gram po-
sitivos secretam macromoléculas, ou seja predutos extracelula -
res de tamanhos e pesos moleculares variados, gue devem atraves-—
sar a parede, a fim de atingir o'meio externo, Por outro lado ,
o DNA de um microrganismo deve atravessar a parede para atinglrx
o nicleo de outro organismo no processc de transformacao. O me-
canisme pelo gual estas macromoléculas pénetram a parede ainda
sho desconhecidos ( 96 ).

.A parede também apresenta uma série de gru-
pos atives .especificos na sua guperficie, importantes nos pro-
cegsos de adesao e feconheciméntos que antecedem a sintese de

anticorpos ( 71,76,86 Y.

i "

Degte modo, RASANEN e ARVILOMMI ( 86 ) tem
demonstradoe a ativagac de 1infdeitos T & B pelos componentes
da parede celular. Por autro lade , MUSHER et alii { 71 ) veri-
ficaram gque alguns componentes da parede de S.aureus atuam na
inibicic de fagocitose e quimiotaxia de leucdeitos polimorfonu -
cleares.

Segundo OFEK et alii ( 76 }, embora o dcido
lipoteicBico { LTA ) esteja principalmente asgociadoe 3 membra -
na de organismos Gram positivos, uma parte pode estar exposta
na superficie celular, atuando como mediador na adergncia de mi-
crorganismos a células animais. O LTA fixa-se através de sua ca-

i
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deia de glicerofosfato & regiao positivamente carregada das
proteinas da parede, deixando a parte lipidica livre para a in-
teragﬁo com a membrana do hospedelro.

UMEDA et alii ( 107 ) cbservaram que a su -
perficie de varias linhagens de S.aureus apresenta uma estru-

7"

tura concéntrica circular e uma borda separando a regiac "no-
va" da regifio "velha®. O fator de aglutinagao ( clumping fac-
tor } estd localizado na superficie "wvelha™, acontecendo o
mesmo com a maioria dos receptores para fagos, mas outro com
ponente denominado de proteina A”ésté presente  em toda a super
ficie. Isto indica que o fator de aglutinagéo ¢ a maioria dos
receptores para fagos aparecem em um estdglo tardio do ciclo de
crescimento, enguanto que a protelina A estd presente desde o
inicié do crescimento celular. Especula-se gue a transferéncia
‘de proteina A, apds a sua sintese para a superficie celular se
ja muito rapida. Estes eventos levam a crer que a superficie no
va, derivada de célula recém~dividida & funcionalmente menos a-
tiva do gque a superflcie wvelha, e gue durante o crescimento ,
o organismo adguire gradualmente as atividades.,

AMAKO ek alii ( 1} observaram gue a parede
extralda com aAcido triclorcacético também apresentava duas are-
as, uwna com estrutura concénctrica circular, caracteristica de
estafilocoeco e cutra com supexrficie irregular e rugosa. A ana -
lise guimica desta revelou que era constitulda principalmente
de peptidoglicano. A digestao da parede com lisozima ﬁﬁstrou
que as estruturas circulares eram bastante afetadas, desapa =
recendo 60 minutos apds ¢ tratamento. Os autores especulam
gue o peptidoglicano esteja organizado en disposicao circular

concBntrica, e apds uma ou duas geragoes, esta estrutura desa
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parece como resultado da digestﬁa enzimitica superficial da
atividade de reparo mediada por enzimas autoliticas. Outra pos-
sivel explicacdo seria uma expansac da parede, tendo comp fi-
nalidade o aumento da superfilcie apds a sepafagﬁo caelular.

A alteracao da superficie celular pode ocor-
rer também no decorrer do tempo. PEREIRA { 82 )} comprovouw  que
a transferéncia diadria de uma cultura de 5. gureus leva a uma
variagao semelhante a mutagao genética e ao crescimento seletivo
de variantes, responsivels pela variagdo antigénica da popula-

Caoc.

2.7 - Estrutura da parede celular

Varios métodos fisicos e gquinicos tém sido u
rilizados nesta Gltima década, com a finalidaée de estudar a es
tyrutura da parede celular { 23,24,44,51,54,55,56,?2 V.

Existem controvérsias guanto a semelhanga des
ta estrutura com a guitina { 9,10,24,44,51,72 ). Porém na ultdi
ma publicacdo de NAUMANN et alii { 72 ), utilizando a espectros
pia de infra-vermelho, excluem © modele de um estado altamente
cristaline para ¢ peptidoglicano.

A micrascdpia eletrdnica da fragao de
mureina de . coli , parcialmente hidrolizada pela agao de endo
peptidase e pelo ultra-som, mostram gue as cadeias de glicano

estao dispostas perpendicularmente ao eixo longitudinal destas

1]
P

células. Estruturas semelhantes foram observadas em B.subtilis ,
porém a cadeia de glicano deste microrganismo parece ser longa

demais para estar perpendicular 2 membrana ( %6 ). Entretanto ,

L1
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tanto os estudos realizados com difragac de ralos X , como 08
de ressonancia magnética nuclear { RMN ), sugerem que as cadelas
de glicanc correm paralelas & superficie celular, e o peptidio
ligado sai destas cadeias em diferentes diregoes { 9,10,51,54,
56 ).

Tendo em vista gue os Atomos de nitrogénio
sao encontrados na proximiéade dogs sitios intermoleculares de
interacido, e desempenham um papel importante na determinagao
da estrutura e fungac bioldgica, LAPIDOT e IRVING ( 54,55,56 )
eztudaram a mobilidade de cadeias de peptidoglicano. Estes.autg
res, utilizande a técnica de RMN mestraram que a parte mais
mdvel da estrutura de parede celular em 5. qureus seila a8 ra-

giao da pentaglicina.

2.8 ~ Proteinas extracelulares

Muitas proteinas extracelulares sao sinteti-
zadas como precursoraﬁ, contendo una extané%o _aminc terminal
chamada de sequéncia de "signal” ou peptidio "signal”™, que & -
removida apds o transporte ( 36,66 ).

MICHAELIS e BECKWITH { 66 )} descravem dois
modelos bastante diferentes para © transporte de protelnas ex-
tracelulares, o de BLOBEL et alii e WICKNER .

De acordo com BLOBEL et alii ( citado por
MICHAELIS e BECKWITH, 66 ), 8 medida gue a proteina & sintetiza
da, a sequéncia de "signal" emerge do ribossomo & se liga a
membrana. Esta ligagio recruta as protelnas membranares, — que

juntamente com o componentes ribossdmicos, constituem um pore,
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pelo qual a cadeia polipeptidica é extrudada pelo processo de
co-tradugao, |

0 modelo de WICKNER ( citado por MICHAELIS
e BECKWITH, 66 ) nao requer este transporte ordenado, enfatizan-
do que a auto-organizagao proteica atua come mediadora do seu
proprio transporte. Isto &, a sintese protelca completa antes
gue © transporte se iniclie, & a sequéncia de "signal’ apenas pro
move o arrgnjo do prgcursor recém-formado, numa cmnformagﬁ@ cont
pativel cqﬁ o transporte.

Embora a maioria dos modelos de transporte de
proteinas proponham o modelo de co~traducac, nenhuma experiéncia
ainda distinguiu definitivamente os dols processos. O trans -
porte pds-tradugdo ocorre em algumas proteinas sob condig¢des a
normais, © que ieva“é crer que o transporte segundo o modelo de
" co~tradugao & a via nérmal, ocorrendo o mecanismo pds-tradugao a

penas sob condigoes anormais ( 66 ).

Além disso, os eucariotos e procariotos pare-
cem partiihax mecanismos comuns para certog aspectog de transg
porte de proteinas ( 66 ).

Fntretanto, entre ag proteinas secretadas pe-
1o oviduto de aves, a ovoalbumina naoc reguer uma sequencia de
Ysignal” e parxa a secrecac desta proteina, gue representa 50%
da proteina total excretada, poderiam estar envolvidos mecanis-
mos especiais gque evitassem a competigao com outras p:ote{nas
secretdrias da mesma célula ( 104 ).

Os produtos extracelulares sao geralmente ex
cretados na fase pds-exponencial do crescimento microbiano {70 ,
9] ). As pesguisas realizadas com a produgao de componentes ex

tracelulares indicam que a excregdo,K e produgac estejam sujeitos
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a mecanismos cvoordenados de contvole { 13,43 ).

COLEMAN { 13 ) estudando a produgao de pro -
teinas extracelulares poxr &, auraus Wood 46 ¢ uma variante em
que a produgac de o - toxina foi reduzida em mais de dez vezes,
verificou que as velocidades de formagac de proteinas extrace -
lulares totais por estes dois microrganismos eram idénticas .
Estes resultados propdem um mecanismo regulatdrio geral para a
formagac de proteina extracelular, denominado pelos autores de
cempensag%d pleiotrdfica,levando & saturagac da capacidade pro-
dutora de proteinas extracelulares. Esta hipdtese & reforgada
por BJORKLIND e ARVIDSON ( 5 ), onde uma simples mutagéq leva
a repressac de algumas exoproteinas & uma Simulténea desrepres -
s3o de outras. A mutacdo parece influir na velocidade de sintese
das exoproteinas socretadas, indicando o envolvimento de um gen
regulatdrio superior.
| Muitas das proteinas periplasmaticas dos orga
nismos Gram negativos correspondem & proteinas_extraceiularés de
Gram positivos, presentes no meic exteriocr. Porém algumas das
proteinas extracelulares dos organismos CGram positivos podem
ficar retidas na superficie celular { 20,45,77,78,98,106 ).

Asgim, uma boa propercao de DNaAse { 77, 78 ),
coagulase ( 20 ), penicilinase ( 45 Ioem S. aufeus e fosfata—
se em B. licheniformis{ 98 } tem sido encontrados associados a
superficie celular. Um provavel precursor de ILIB também  fol
estudadoc e identificado em membranas purificadas de 5. aureus
5-6 por TWENTEN e IANDOLO ( 106 ).

KIM et alii ( 45 )}, ENGELS e KaMps ( 20 ) e
SPENCER et alii ( 98 ) tém discutido as interagOes ionicas e

outras possiveis modalidades envolvidas na retengao destes prody

§

tos extracelulares na superficie celular.
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3 - MATERIALS B MOTODOS

3.1 - Microrganismo

A linhagem utilizada f£oi Staphyloccocous au -
veusg B-6 obtida através do Food Research Institute, Universi-
dade de Wiscpnéin, USA, gue apresenta entre outras caracteris -
ticas, a produgao de coagulase, nuclease € as enterotoxinas A e
B. O microrganismo foi mantido a 4%C em tubos contendo meio NAK

com Agar, através de subculturas em intervalos de aproximada -

mente um mES.

3.2 — Meio de cultura

3.2.1 - Meiop NAK

0 meio bisico utilizado foi um hidroli -
zado de caseina a 4% ( N-Z Amine MNAK da Sheffield Chemical Co;
Lyndhurst, NJ ) adicionado de 10 mg/L de niacina e 0,5 mg /L, de

tiamina.
3.2.2 - Meio NAKSA

0 meio NAK tratado com alumina { Al,C, ) pa-
ra a remogao de Ions, foi dencminado de NAKSA. A composigan 10~

nica deste meio foi previamente determinada pela absorgao atd -
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mica { 8L ) e estd apresentada na tabela 21.

Para a obtencao do nelo NAKSA, o meio NAK foi
adicionado de 1% de alumina e o pH ajustado a 7,0 { potenciome-
tro digital, Corning 110 ) e posteriormente agquecideo a 12090 em
autoclave por 10 min., Este melo, ainda quente, fol agitado meca-
nicamente durante 30 a 60 min, decantado em banho de gelo e O
sobrenadante filtrade através de filtro Millipore de porosidade
0,45 pm { 80,81 ).

0 tratamento com alumina fol repetido trés ve
zes para garantir a maxima remogao de Ions. A vidraria utiliza -
da foi previamente tratada com HCL 5%, para remogao de conta-
minantes idnicog, e os meios preparados em agua desionizédé:

0 estudo do efeito de mégnésio; ferro e conal
bumina foi realizado adicionanﬁo‘Mgsoé p FeSO4 e conalbumina pu

rificads ao meio NAKSA.
3.2.3 -~ Meio NAKSA adicionado de magnésio

Para o estudo do efeitc do Ion magnésio, vo -
lumes diferentes de solugoes estéreis de MgSO, foram adiciona =
dos ac meio NAKSA, obtendo-se concentragdes finais deste Ion
compreendidas entre 0,10 e 10,10 pg/mb, considerando qﬁe o

meic ja& continha 0,10 pg/mL de Mg2+ residual { tabela 21 ).

3.2.4 - Meio NARSA adicionado de ferro

Uma solugho estéril de Fe30, fol adicionada ao

+ -
meic NAKSA contendo 1,11 ng/mL de Mg2 .  Esta concentracac de mag

t
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nésio foi selecionada por ser a minima que permitiu a recupera-
¢do do crescimento para os valores obtidos com » melo NAK.

As concentragoes finais de ferro variaram de
1,18 a 18,78 pg/mL, sendo gque o meio NAKSA 38 gontinha 0,4
ng/mL de ferro residual ( tabela 21 }.

As mesmas guantidades de ferrc também fo-

ram adicionadas ao meio NAKSA sem adigd@o de wmagnésio.
3.2.5 ~ Meio NAKSA adicionado de conalbumina

Um volume de 0,6 mL de solugéa.de conalbumi-
na 5,0 mg/mL foi adicionado a 9,0 mL do melo NAKSA contendo
1,11 ug/nml de Mg2+. O mesmo procedimento foi efetuado com o
mesme melio  sem magnésio. 0s volumes finaié foram completados

com agua desionizada.

3.3 -~ Esquema geral da pesquisa

as culturas de S.oureus nos melos NAK e
NAKSA adicionadas de diferentes concentracdes de magnésio, fer
ro e conalbumina foram analisadas com relacao & morfologia e
desenvolvimento celular, assim como & produgao de enterotoxi -

nas, enzimas extracelulares e intracelulares e estudo da parede

celular.

A prova de coagulase em tubo foi realizada
utilizando culturas em caldo. Paxa OS5 estudos morfoldgicos, di
fragao de raios X e deterninagaoc de enzimas extracelulares su -

perficiais e intracelular desidrogenase iatica ( LDH ) foram
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ukilizadas oflulas previamente lavadas. Os demals ensaios fo -
ram realirzados utilizando oz scbrenadantes de culturas.

A atividade de DNAée no schbrenadante da cul -
tura foi também estudada em presenga de parede cvelular e concen-
tragoes variaveis de ferro e magnésio, com o intuito de estabe-
lecer a existéncia ou ndo de um efeito destes elementos na ati-
vidade enzimdtica.

O esquenma geral da pesguisa estd apresentado.

na figura 1.

3.4 - Preparagao do indculo

Um ?olume de 1,0 mL de cﬁltura de &. qureus
S-6 em meio NAK incubado a 379C durante 18 a 24 horas foi colo
cado num tubo em forma de “L", contendo 5,0 mL de meio NAKSA.
Esta nova cultura foi incubada a 379C e 200 xpm até atingir -
ma absorbincia de 0,3 a 600 nm, o gue corresponde a aproximada~

mente 5x109 células f.mL.

O indculo padrac em todos os experimentos cox
respondeu a 0,1 mhL desta cultura diluida a 1:5 em Agua desioni ~
zada. Esta aligquota foi adicionada a 10,0 mkL de cada um dos melos

a serem ensaiados, em tubos com tampa rosgueada de dimensces 25%

200 mn.

3.5 -~ Condicgles de crescimento

Todas as culturas foram incubadas a 379C d4u -
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FIGURA 1 - Esguema Geral da Pesquisa
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rante 16 horas, com agitagﬁo a 200 rpm , em incubador de tempa-
ratura e velocidade conbtrolada { ¥Wew Bruswick Scientific Co.,

Inc., Y.

3.6 — Determinacac do peso sego

Para cada ensaio, 8,5 mL de cultura foram cen
trifugados a 10.000 rpm por 15 min centrifuga refrigerada mo -
delo 13-20 A da International Eguipment Company ). As edlulas fo
ram lavadas com Agua desionizada, novamente centrifugadas &
10.000 rpm e ressuspendidas em 5,0 mL com adgua desionizada,

Aliguctas de 2,0 wlL foram coldéadag em placas
de Petri de 10x50 mm, em duplicatas, secas na estufa de 559C e
posteriormente eguilibradas a temperatura ambiente em dessecador.
As pesagens  foram repetidas até atingir peso constante ( balanga

analitica, Mettler H35 }. .

0 peso seco fol expresso em mg/ml.

3.7 ~ Morfologia celular

A morfologia celular foi estudada através da
observagac microscopica dos microrganismos desenvolvidos nos di-

farentes meios de cultura e tingidos pelo método de coloracao de

Gram.

As microfotografias do microrganismo foram
realizadas com fotomicroscopico da Zeiss, utilizando-se ocular

10x, objetiva 100x, optovar 1,25, resultando num aumento f£inal
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de 1.600 vezes.

0O filme empregado foi Fujl colox 100 aASA (35

3.8 - Determinagac de DNAse

A enzima DNAse foi determinada pelo método se
miquantitativo em lidmina de LACHICA et alii { 52 ) e pelo méto-

do turbidimétrico quantitativo de ERICKSON e DEIBEL ( 22 ).

3.8.1 -~ M&todo em lamina

Este método também denominado Agar azul de oxr
ta—toiuidinalw DNA ( TDA )}, tem como fundamento a mudanga de
cor do meio originalmente azul para rosa, devido ao rompiménto
de DNA pela agaoc da enzima,

Uma aliquota de 4,0 mL do meio preparado de
acardo com LACHICA et alii ( 52 ) foi colocada sobre uma limina
de microscopio e apds a solidificagac de &gar, efetuaram-se ori
ficios de aproximadamente 3,0 mm de diametro. |

A cultura ( suspensao ou schrenadante ) a ser
testada foi colocada nos orificios com pipeta Pasteur e a se -
guir as l3minas incubadas a 379C per 4 horas em camara Gmida.

A quantificagido aproximada foi determinada

medindo-se a zona de clareamento formada ao redor dos orificios.
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3.8.2 -~ Método turbidimétrico

Neste método a atividade enzimitica € deter -
minada pela medida da turbidez ( absorbincia ) proveniente da
precipitacho Acida de DNA ndo hidrolizado. A turbidez & coxvela-
cionada com a guantidade de DNAse presente, através de uﬁa curva

padrao previamente construida com guantidades conhecidas de DNA.
3.8.2.1 - Substrato

Bacto-DNA { Difco ) foi dissolvide em  &gua
desionizada para uma concentragao final de 1000 ng/mL, agquecida
em banho de Agua a 1009C durante 20 min, imsediatamente egfri—-

ada em Zqua corrénte e estocada a 49C.

3.8.2.2 - Preparacgao da curva padrio

Aligquotas de volumes compreéndidos entre 0,25
e 1,50 mL da solugdo de DNA 1000 pg/wi, correspondendo ds con-
centragdes de 250, 500, 750, 1000, 1250 e 1500 pg de DNA  fo-
ram colocadas em tubos, e o volume ajustado a 9,0 mlL com 0

3 M de CéClz.

tampdo borato 0,2 M pH 8,6 contendo 107

A geguir, adiCiOBQﬁ?SQ 1,0 mL de HCI 4,0 N, a
mistura homogeneizada em c¢iclomixer { Clay Adams ) g incubadas
a 379C por 10 min. A leitura foi realizada a 600 nm em espec -
trofotdmetro { Spectronic 20 de Bausch & Lonb ).

A curva padrac obtida estd apresentada na

figura 15.
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3,8.2.3 - Relacdo entre concentragac de DNAse e substrato despo-

limerizado.

b estudo da relacao existente entre a concen-
tragic de enzima e substrato despolimerizado fol realizado uti-
lizando-ge nuclease microcéciqa da Millipore Corporation, Free -
hold, NJ, 07728 ( 15231 U/mg, 4797 NFCP . 0590444, 12324 unidades).

A solugdo de enzima diluida a 1074 foi adicio
nada em tubos contendo 1,0 ml de DNA 1000 pg/mL e tampac borato,
de forma a se obterem concentragééé variadas de até 15 ng / nl e
o tempo de reagao cronometrada até 15 min. A seguir adicionou-
se 1,0 mi, de HCL 4,0 N e incubou-se a 379C por 10 min para 0O
desenvolvimento da turbidez.

| ¢ controle da reagao, denominado BZ" ara
‘constituiﬂo-de 1,0 mlL de solugao de DNA 1000 pg/nmL, 8,0 mL de

tampac borato e 1,0 mlL de HCL 4,0 N.

Para a obténgﬁo de absorbénpia equivalente ao
DNA despolimerizado, os_valoreé obtidos foram subtrafdos da ab-
sorbéncia de B,. A gquantidade de DNA despolimerizade foi obti -
do, entrando-se com este valor na curva padrao apresentada na
figura 15. Com estes dados e a quantidade correspondente da

enzima adicionada, construiu-se a curva apresentada na figura

1s5.
3.8.2.4 - Detecgao da atividade de DNAse

Um volume de 1,0 mi de sobrenadante adequada

mente dilufdo em tampao borato 0,2 M pH 8,6 foi adicionado a

um tubo contendo 1,0 mL de solugao de DNA padrao ( 1000 pg/mL)
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e 7,0 mL de tampao borato. Apbs homogeneizagido em agitador, a
mistura fol incubada a 379C por 15 min e posteriormente adicio —
nada de 1,0 ml de HCL 4,0 N.

As leituras foram realizadas a 600 nm & a
atividade enzimdtica expressa como ug de DNA / ml / min.

Para 0 calculo, subtraiu-se o valor da absor-
bancia obtida na amostra ( A ) de 82 { AB2 }; obtendo-se assinm
a absorban@ma gquivalente ac DNA despolimerizado ADN& despol}’

ApNa despol Agp A

Com este valor e através da curva padrao { fi
gura 15 ), obteve-se a guantidade de DNA despolimerizado.

A atividade enzimdtica foi calculada = pela

seqguinte fbrmula:

DNA despol. X diluicdo da amostra

g DNA/mL/min =
' vV X t

onde:

volume da reacao ( 10,0 mL )

<5
il

t = tempo de incubagac { 15 min )

3.9 -~ Determinagao de coagulase

A enzima coagqulase foi determinada pelo méto-
do em tubo desenvolvido por MEYER { 65 ) e pelo método guantita-

tivo desenvolvido por PEREIRA e SALZBERG { 84 ), utilizando-se ©

plasma suino.
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3.9.1 - preparo de plasma sulno

0 plasma fol obtido de acordo com a técnica
de RATNOFF e MENZIC { 87 )}, utilizando~se oxalatc como anticoa -
gulante. O plasma obtido foi dividide em porgoes de 15,0 mL e
liofilizade { L 400 GS, Edwards do Brasil ) e redissolvido a§
volume original, com agua destilada estéril, inediatamente antes

4o uso.

3.9.2 — MBtodo de coagulase em tubo

A prova de coagulase em tubo fol efetuada sg
guindo~se essencialmente a metodologia recomendada por MEYER

{ 65 }.
A 0,3 mL de cultura fol adicionade 0,3 nl de

plasma suino e os tubos nantidos a 379C em banho de agua por 4
noras. Conforme a intensidade da coagulagac, as reagoes foram

classificadas de 0 a 4+.
3.9.3 - Determinagac quantitativa de coagulase

A determinagac guantitativa de coagnlase foi

feita seguindo-se a metodologia desenvolvida por PEREIRA e SALZ~

BERG { 84 }.

Para a reagéé, 1,0 ml. de sobrenadante a ser
analisado foi colocado em tubo de ensaic contendo 1,0 ml de plas
ma suino, 3,0 wi de tampao fosfato addico 0,01 M pH 6,4 e 6,0
nf, de solucdo salina a 0,85%. Os tubos contendo a mistura de

reacdo foram colocados em banho de Agua a 379C durante 3 horas,
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0 co&gnio de agpecto fibrosc foi lavado com
tampao fosfato 0,01 o pH 6,4 e seco na estufa a LLH9C,

A fibrina obtida fol redissolvida em 1,0 mi
de NaOH 0,1 W a 569C por 30 min em banho de dgua e a guantidade
de proteina determinada pelo método de Folin-Ciocalteau.

Para a guantificagac utilizou-se uma curva pa
drio contendo os valores de absorbdncia relaclonados ds concen—
tragdes de fibrinogénio ( figura 17, retirvado da referéncia 84),

| A atividade enzimltica fol expressa come Ry

de fibrinogénio / ml.

3.10 -~ Determinagao de enterotoxinas estafilocdeicas

A enterotoxina A foli guantificada pelc método
imunoenzimatico "Enzyme linked immunosorbent assay® - "ELISA"
{ 25 ), e a enterotoxina B, pelo método de OUDIN ( 2,68,79,89).

A enterotoxina A padride, a imuncglobulina G
( IgG ) purificada, o conjugado IgG - enziﬁa, écido 2,2—azino -
di~3-etilbenzotiazol sulfdnico ( ABTS ) e esferas de poliestire~
no utilizados no método imuncenzimatico, assim come a enteroto -
xina B e respective antisoro utilizade para o método de QUDIN ,
foram gentilmente cedidos por Dr Merlin $.Bergdoll e Dra Mary L.

Fvenson do "Food Research Institute ( FRI ) , UsSa" .

3.10.1 - Determinacio de EEA pelo método imunocenzimatico

A determinacdo imunoenzimftica fol realizada
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de acordo com o metodo de FREED et alii ¢ 25 ).

3.10.1.1 ~ IgG

Como fonte de IgG utilizou~se o lote G-A.IT -
FRI contendo 10,0 mg de IgG liofilizada.

Para a rea¢ac, a IgG fol diluida 4 concentra-
cao final de 10,0 pg/mL em tampao carbonato 0,01 M pH 9,6 )

utilizada para o revestimento das esferas de poliestirenc { fase

sdlida ) .
3.10.1.2 - Revestimento da fase sdlida

As esferas de poliestireno { 6,5 mm "Specfi -
nish" Precision Plastic Ball Co., Chicage, IL ) foram colocadas
am erlenmeyef e lavadas sob agitagac a 200 rpm em Agua desioni-
zada por uma noite. O mesmo procedimento foi repetido utiliéando
~ge  tampac carbonate 0,01 M pH 9,6 por 1 a 2 horas.

O revestimento das esferas foi realizado adi-
cionando-se sblugéo de IgG na concentragao de 10,0 pg/mL em
gquantidade suficiente para cobrir todas as esferas. O conjunto
foi mantido scb agitagaoc suave durante uma nmite;

Apds este periodo, as esferas foram lavadas
durante 30 min com tampao fosfato sbdico 0,01 M pH 7,2 conten—
do 0,9% de NaCl e 0,10% de Tween 20 { PBS~TWN 0,1% ).

As esferas foram mantidas no mesmo tampao até

Q UsO.
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3,10.1.3 ~ Conjugado IgG - enzima

O éonjugade lote C-A-VI-FRI utilizado consig—
te de uma parte enzimitica, a peroxidase ( extraida de "horse
radish®) conjugada 3 YgG previamente obtida por fracionamento do
antisoro.

0 contelido de cada frasco  foi adegquadamente
dissolvido em Agua destilada e diluido para 1:100, 1:150,1:400C,
1:750 e 1:1500 em tampac PBS-TWN 0,1% para determinar a melhor
diluig&o a ser usada. Pelos resuitados obhtidos , ggcolhau-se

1:400 como zende a melhor diluicao para este lote de conjugado.
3.10,1.4 - Solugao substrato H,0, ~ ABTS

| A solugao substrato fol preparada imediatamen
te antes do uso, porém as solugdes gue a compdem: tampao acido
citrico 0,05 M pH 4,0, solugao BBTS 0,06 M e H,0, a 30% podem
sey armazenados na geladeira a 49C, com excegéa da solugéo ABTS,

em gue o tempo fica restrito a uma semana e nao deve ser exposta

a luz.

A solucdo substrato preparada a partir destas
solugdes estogues contém 1,2 nM de H,0, 0,6 mM de ABTS em &ci-

do citrico 0,05 M, pH 4,0.

3.10,1.5 - Soclugac "stopping”

A solugac estogue & constituida de duas solu-
cdes. A solugdo A & composta de 8,84 mL de acido fluoridrico 40%
e 12,0 mL de NaCH 0,1 M, completando-se © volume para 1000mL com

L}
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Ggua destilada. A solugao B & composta de 1,9 g de EDTA tetra -
sodico disselvide em 5,0 mi de agua destilada.
Para o preparo da solucao de "stopping”, adi-

cionou-se 0,1 mL de solucac B em 50 mL de solugac A,

3,10.1.6 ~ Curva padrao

A EEA liofilizada foi diluida na concentragao
final de 55 Bg/mL, de acordo com as instrugoes dos fornecedores
( FRI ) e armazenada a -209C.

Para a construgac da curva padiﬁo, a solugao
contende 50 pg/mL foi diluida em sé&rie com PBS~TWN 0,1%, obtendo
~se as seguintes concentragoes de HEA: 0,625; 1,257 2,506; 3,0 e
10,0 ng/mL. Uma aliquota de 1,0 mﬁ'de cada diluigae foi coloca-
da em triplicata em tubcs de ensaio 1l6xlé0 mm, e procedeu-se ao
ensaio imunoeﬁzimético. |

A seguir, determinou-se a média aritmdtica
das leituras de absorbincia { A ) e subtralu-se deste wvalor, a
nédia da absorb3ncia do branco. A curva padrao foi construida u
tilizando-se a transformaciao logit-logaritmo, onde os valores de
¥ foram as absorbancias expressas'como log A/1~A e os valoresde

X foram os logaritmos das concentragoes ( figura 18 ).

3.10.1.7 - Detecgao de EEA

Para a reagao, colocou-se 1,0 nl de sobrena -
dante da cultura adegquadamente diluida em tubo e adicionou-se u-
ma esfera de poliestireno revestida com IgG . O conjunto foi

mantido sob agitagao durante duas horas & temperatura ambilente,
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A seguir, a esfera fol lavada com tampao
PBS~TWN 0,1% e colocada em outro tubo contendo 4,0 ml do mesmo

tampao, durante 15 min.

0 tampao foi descartado e cada esfera trans-
ferida para um terceiroc tubo contende 50,0 nl de conjugadoe IgG -~
enzima e este agitado levemente durante 15 min em um banho de 3~
gua a 37¢C. A esfera foi novamente lavada e transferida para
2,0 mL de solugac de substrato, deixando~se transcorrer a reagao
durante 40 min, e interrompida pela adi¢do de 1,0 mL de solugdo

"stopping”. As leituras foram realizadas a 414 nm.

3.10.2 ~ Determinacdc de EEB pelo método de QUDIN

Para a quantificagao de EEB presente no sobre
nadante das culturas em Giferentes meios, utilizou—-se como Loxi-~
na padric FEB lote BT-10 e cowmo antisoro o lote SEB-BS-11  com

tIitulo de 64, padronizado pelo método de OUDIN { FRI ).

3.10.2.1 — Preparc dos tubos para imunodifusao

Os tubos de 4 mm de diametro interno e 100 mm

de comprimento foram revestidos com Agar nobre 0,6% em PBS

0,02 M pH 7,4, adicionando como conservador mertiolate na con~

centragao 1:10.000,

3.10.2.2 - Preparo do agar-soro

0 antisoro foi inicialmente diluido para o do

4

40



bro da concentracac final desejada em tampac PBS 0,02 M pH 7,4
e equilibrado a 509C em banho de &gua. A seguix, o volume fol
completado com agar 0,0% previamente fundido, mantido a 500C e
colocado nos tubos revestidos.

Para determinar a melhor concentragao do anti
soro a ser utilizada, analisaram—se varias diluigaes, consideran
do a diluigéo 1/50 como sendo a mais adeguada para uma melhor vi
sualizagao da banda de precipitacgao, cujo comprimento fol propox

cional & concentragao da toxina.

3.10.2.3 - Curva padrao

A EEB foi dilulda em tampao PBS nas concentra
coes finais de 2, 4, 8, 16, 32 e 64 pg/mb.,

A curva foi construida em papel semi-logarit-
mico, colocando-se o comprimento da banda de precipitacao em

abcissas e as respectivas concentragoes de EEB em ordenadas

( figura 19 }.
3,10.2.4 - Detecgac de EEB

Aproximadamente 0,5 mlL de sobrenadante da cul
tura foli colocado em tubo de Agar~soro e vedado com papel para-
filme. Apds 7 dias de incubagaoc a 259C, a banda de precipitagao

foi medida com o auxilic de um paguimetro.
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3,11 ~ Determinacao de desidrogenase latica ( LDH )

A enzima desidrogenase latica fol determinada

sequndo o método de MARBACH e WEIL { 59 }.

3.11.1 - Tempo de reagao e curva padraoc

Uma solugao de LDH ( Boehringer Mannhein ) de
aproximadamente 650 U/mL foi diluida em tampdo tris-semicarba-
zida 0,25 M pH 10,0, nas concentragoes finais de 100, 200, 400,
800, 1600, 3200 e 6400 pU/mﬁ. 0 procedimentc da reagdo estd des
crito ne item 3.11.2 . -

As leituras de absarbénéia foraﬁ efetuadas nos
intervalos de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 min. Com estes
' valo%es; construiv-se uma curva de absorbincia versus tempo para

diferentes concentractes de LDH, a fim de determinar ¢ tempo de

reacao { figura 20 }.

A curva padrido foi construida colocando-se os
valores de absorbincia em abscissa e as concentragdes de enzima

expressas em pU/ml em ordenadas ( figura 21 Y.

0 tempo de reagao selecionado fol de 30 min.

3.11.2 ~ Procedimento

C volﬁme final de reagentes foi de 3,1 mbL.dis
tribuidos na seguinte proporgao: 2,7 mL de tampdo tris—semicar-
pazida 0,25 M pH 10,0; 0,1 mi de L-lactato 0,45 M ( solugao
para calibxagée de Boehringer Mannheim }); 0,2 ml de NAD 3,0 mM e

0,1 mL de solugao a ser analisada.
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A leitura fol realizada a 340 nm, apds 30 min

de reagido, em espectrofrtiémetro Spectronic 70 ( Bausch & Lomb ).

3.12 - Liberacgao de enzimas extracelulares superficials

A liberacao de enzimas superficials e obten -
¢3o de protoplastos foi realizada com lisostafina { Sigma n¥ L -

8255, com 270 U/mL de atividade ) .
3.12.1 - Tratamento das c@lulas com lisostalina
3.12.1.1 ~ Determinagao do tempo de reagao

A.lisostafina foi dissel?ida em tampao tris-—
HCL 0,05 M pH 7,5 contendo 0,145 M de NaCl ( 46 ) para 500 pg /
mL. Uma aliquota de 0,1 ml desta solug@o foi adicionada ds c&lu
las lavadas e reséuspepdidas em 10,0 nlL de tampaoc, © gue Corres-
ponde a uma concentragéo enzimatica de 5,0 pg/mL ( 46 ).
0 tempo de incubagdo foi determinado a @ 379C
e o aumento de transmitincia { T$ ) devido & lise celular fol
determinado a 5060 nm .
| 0 tempo necessaric para o rompimento da pare-—
de celular foi 15 min, porém nas experiéncias subsequentes, u-
tilizou-se 30 min como tempo de incubagae, para garantir a libe

ragio total dos protoplastos.
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3.12.1.2 ~ Obten¢aoc de protoplastos

Foram utilizados dois meios para a reagao en
zimatica, com finalidades comparativas: tampao tris 0,05 M pH 7,5
sontendo 4,5% de NaCl (100 ) e solugao de sacarose 1,2 M { 77 ).
O efeito destes solutos na atividade de DNAse foi estudado adi ~
cionando NaCl e sacaross nas concentragﬁes finais de 4,5% e 1,2M
respectivamente, no sobrenadante da cultura em melo NAK. A DiAse
foi determinada pelo método turbidimétrico descrito no item 3.8,2.

Para estudax a.estabilidade dos protoplastos,
as células de S. qureus S-6 lavadas foram ressuspendidas ao vo-
lume inicial, em tampao tris 0,05 M pH 7,5 contendo 0,85% e
4,5% de NaCl ou 1,2 M de sacarose, seguido da adicao de 5,0pg/<
mL de lisostafina. A ag3o da lisostafina foi controlada através

da coloragao de Gram e da variagdoc no valor de absorbincia a 600

nm .

3.12,.1.3 - Procedinmento

As cSlulas de §. aureus S5-6 desenvolvidas en
10,0 ml de diferentegs melos de cultura foram lavadas duas vezes
em tampic tris 0,05 M pH 7,50 e ressuspendidas com O mesmo tam~

pao contende 1,2 M de SACATOSE .

A seguir, adicionou-se 0,1l mL de uma solugao
de lisostafina a 500 pg/ml, para obter uma cancentxagéo\final de
5,0 ng/mbL e deixou-se incubar a 379C por 30 min, em banho de a -
gua,. Bpds este periodo, centrifugou-se a 11,000 xpm pbr 15 min ,
e tanto o sobrenadante como 0§ protoplastos obtidos foram utili-

zados para a determinagac de DNAse pelo método turbidimétrico.

H
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3,12.2 - Tratamento das celulas com ultra-som

As células cultivédas em 10,0 nL  dos seguin~
tes melos: NAK, NAKSA e NAKSA + 1,11 pg/ml de Mg°' foram lavadas
duas vezes e ressuspendidas ao volume original, com agua desti -
lada.

As suspenstOes foram submetidas a tratamento
com ultra-som a 50 W ( Biosonik IV, Bronwill, Rochester, NY,
14606 ) e éliquatas retiradas a intervalos regulares de 5, 10 ,
15 e 20 min e posteriormente centrifugadas a 11.000 rpm poxr 10
min. |

A determinag@o de DNAse pelo método turbidi -

métrico foi realizada nos sobrenadantes obtides.

3.13 - Determinagdo de desidrogenase latica ( LDH )

As células de 5.aureus G-6 desenvolvidas em
10,0 mL de diferentes meics de cultura foram c¢olhidas & lavadas

duas vezes em tampdc tris 0,05 M pH 7,3.

As cdlulas foram ressuspendidas em 2,0 mL do
mesmo tampao, adicionadas de 0,1 nlL de lisostafina 500 pg/rmL e

incubadas a 379C por uma hora.

A sequir, a atividade de LbH foi determinada

pelo método de MARBACH e WEIL ( 59 ), descrito no ftem 3.11.2.
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3.14 - Preparacgao de parede celular

A parede celular de 5. aureus S$-6 Lol prepa~
rada para duas finalidades: o estudo da estrutura pelo método de
difrag%o de raios ¥ e para o estudo de possivel efeito da parede
na atividade de DNAse,

Para a es&olha do rbmpimehto da estrutura ce
lular foram testadas duas metodologias: o ultra-som @ a macera -~

¢ao conm alumina ou microesferas de vidro.
3.14.1 - Rompimento celular com ultra-som

As céluias de estafilccoca cuitivadas em meio
NAK e lavadas duas vezes COm dgua foram colocadas em banho de
gelo e submetidas a ultra-som na poténcia de 50 W. Cada trata -
mento de ultra-som consistia de 6 min, e a cada intervalo de 2
min exa ietirada uma aliguota para a Observagéo do efeito, atra-

vés de coloracao de Gram.
3.14,2 - Rompimento celular com alumina ou microesferas de vidro

As célulasg de 5. qureus lavadas foram trata -
das com quantidades adeguadas de alumina ou microesferas de vi -
dro, em almofariz previamente vefrigerado., O controle da altera-
¢do celular foi reallizado através da coloragao de CGram em amos -

tras retiradas em diferentes intervalos de tempo.

*
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3.14.3 ~ Isolamento dua parede celular

Para o ensaioc da difragac de raios X, foram
utilizados os micrdrganismos degenvolvidogs nos meios NAK e HNAKSA,

Para o estude do efeito da parede celular na
atividade de DNAse, foram utilizados as culturas desenvolvidas
em meio HAK, |

As células foram coletadas por centrifugagao
a 10.000 rpm por 10 min e lavadas em &gua desionizada. ﬁs céla-
las obtidas foram trituradas com.alumina ou micreoesferas de vi-
dro por 5 min, em almofariz e o material resultaht&, novamente
centrifugado a 2.000 g ( 4.410 rpm ) por 10 min para a remogao
de cdlulas intactas e alumina ou nicroesferas de vidro. O sobxem‘
nadan£e obtido foi centrifugado a 15.000 g ( 12.080 rpm ) por 15

‘min e o “psllet’, utilizado para os respectivos ensaios.
3.14.4 - Tratamento da parede celular com protease

para o estudo do possivel efeito da parede ce
lular né atividade de DNAse, gualguer enzima prssente na parede
teve de ser eliminada, seja por inativagac ou poxr remoga. Com
eata finalidade, a DNAse presente foi inativada pela agéc de uma
protease, gue por sua vez fol tambeém inativada.

As proteases iniclalmente testadas foram pa -
paina, bromelina, pepsina e tripsina, cujas atividades foram a@g~
rudadas através da hidrdlise de caseina, seguindo-se essencial -
mente o ensaic descritc por PERLMANN e LORAND ( 85 ), O substra
to utilizado foi caseina { Sigma } na concentragao de 1% em tam-
pio tris 0,05 M pH 8,0, exceto para o ensaio da atividade de

1
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pepsina, realizado a pH 1,7. A atividade proteclitica fol deter
minada pelo aumento de absorbancia a 280 nm en éspectrcfotﬁme ~
tro de UV { Perking Elmer }.
Entre as proteases analisadas, escolheu-se a
pepsina ( Wako Pure Chemical industries Ltda 1:10.000 ) devide &
dificuldade na remogao ou inativagdo das outras proteases, apOs
o tratamento enzimdtico da parede celular.
A agido da pepsina sobre a DNAse fol estudada
no sobrenadante da cultura em meios NAK e na prdpria suspensao
da parede. A perda de atividade da DNAse foi determinada
pelo método turbidimétrico ( item 3.8.2 ).

| A3 cenc&ntragées de pepsina testadas.péra O
ensaio foram 250 pg/ml nos pH's 1,7; 2,0 "e 3,0.9 os tempos de
incubacdo de 15, 30, 45 e 60 nin . Todos os ensaios foram reali -
zados Sdb condicdes de termoestabilidade em banho de agua a 379C.

Para verificar se a pepsiné taria algum efel
to proteolitico remanesceﬁée durante a determinacao de DNAse pelo
método turbidimétrico, 0,8 mL de pepsina 500 pg}mL foi adicionéda
a 1,0 mL de sobrenadante e a mistura incubada a 379C poxr 35 min
Os resultados mostram gue esta protease nao inativa a DHAse pre-
sente no scobrenadante. Conclue-se portanto gque nsutralizando )
pH da solugao da parede celular apds o tratamento com pepsina
nio haverd interferéneia desta na agao de DiAse.

Com base nesteé dados, a parede celulaxr do mi
crorganismo desenvolvido em meio NAK foi ressuspendido em 20, 0nL
de dgua desionizada, acidificada a pE 2,0 e adiclonada de 250
pg/ml de pepsina. A suspensac foi incuba&a a 379C por uma hora e
a agao da pepsina interrompida pela elevacao do pH paxa 7,0 com

NaQH 0,1 N.
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3.15 ~ Bgstudo do efeito da parede celular na atividade de DNAse

Para cada 1,0 nml de scbrenadante de cultura
de 5. cureug S5-6 desenvolvida nos meios NAK, NAKSA e NAKSA + 1,11
ng/mL de Mg2+ , foram adicionados 0,0 a 0,5 nL de suspensao pa-
dronizada de parede ( {tem 3.14.4 ) e o volume final completado |
para 1,5 mL. A segulir, as séluQBes Eoram adaquadamﬁnte diluidas
e a atividade de DNAse determinada pelo ﬁétodo turbidimétrico,
| Na experiéncia seguinte, 0,1 mL de suspensao
de parede foi diretamente adicionada a 1,0 ml de cada um dos 50~
brenadantes das culturas nos meios NAK, NAKSA e NAKSA + 1,11 ng/
2¥

ni, de Mg“', adeguadamente diluidos. A seguir, fol determinada

a atividade de DNAse en cada tuho.

3.16 ~ Efeito de magnésio ¢ ferro na atividade de DNAse

aliquotas de 1,0 mbL de sobrenadante de uma
cultura de 5. aureus em meio NAK foram a&icioﬁadas de volumes
adequados de solugdes de ferro ou magnésio a 100 ng/mL, a
fim de obter as seguintes cancentragaes dé fon: 2,0; 4,0: 8,0;:
16,0 ug/mL. A seguir procedeu-se a determinacao de DNAse palo

método turbidimétrico.
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3.17 - Difracao de raios X
3.17.1 - Preparagac das amostras

0 estudo da difragao de raios X foi reallzado
com células de §. aureus S~6 integrais e parede celular obtida
de acordo com o Item 3.14.3, desenveolvidos no meio NAK e NAKSA,

As amostras preparadas em forma de dispersoes
foram depositadas sobre substratos de vidro convexo, com o au -
xilio de pipeta Pasteur. A secagem da amostra fol feita lenta -
mente numa atmosfera com umidade de 75% ( solugao saturada de
NaCloy ) ou 56% ( solugao saturada de Mg(NO4),.6H,0 ), num fras-

co de vidro { 93 ).
S 3.17.2 - Procedimento

A estrutura da parede celular foi analisada
por difragBo de raics X, utilizando-se a linha X da radiagao de

cobre { 1,54 E y com filtro de niguel, para atenuar a linba KB .

Os diagramas da parede celular de 5. aureus
a-6 obtidos com o tratamente com alumina e microesferas de vidro
foram identicas. Porém a perda do naterial durante o tratamen-
to com alumina foi bastante significativo, preferindo-se o uso de
microesferas de vidro.

Um tubo de raios ¥ com alvo de cohre, foco
normal e pontual, com poténcia maxima de 2 KW, alimentado por um
gerador Philips, PW - 1140 de alta estabilidade, operando dentro
de intervalo de 40 — 45 KV e 20 = 30 maA { 0,8 ~ 1,35 KW ) ol

utilizado para a andlise das amostras.,
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oto B

Vista lateral da
montagem experi-

mental.

Foto A
Vista do conijunto
da montagem expe-

rimental.

Figura 2 - Montagem experimental para difragao de

ralos X.
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ﬁs exposictes variaram éntxe 10 e 18 horas,

Uma chmera de baixo Angulo existente no La -
boratdrio de Cristalografia do IFGW, UNICAMP, foi utlilizada para
obter os diagramas de difragao ( figura 2 ). A colimagac do feixe
foi feita por um sitema de duas fendas pontgais.

Os diagramas de difragaco foram obtidos por mé

todo fotografico, utilizando-se o filme da Sakura Industrial, de

grao fino.

A amostra fol colocada entre a segunda fenda
e 0 filme, sendo que © iltime encontra—-se a 10,4 om da amostra. A
distincia da segunda fenda & amostra foi de 3 cm. Durante a expo-
sicdo, a amostra foi colocada num compartimento especial no qual
a umidade era mantida aproximadamente constante com a presenga de
um recipiente contendo uma smlug§0 salina adequada ( 75% @e umi~
dade }J. As exposigaes foram realizadas & temperatura ambiente .

0 esguema da montagem experimental estd apre

sentado na figura 3.
3.17.3 - Leitura dos diagramas de difragao

A leitura dos diagramas foi realizada por um
nicrodensitdmetro da Rigaku Denki e as intensidades obtidas no
tracado microdensitOmetro foram dadas em unidades arbitririas.

0 &ngulo da difragio & foi calculado a par -
tir da relacgdo trigonométrica entre ¢ raio dos anédis de difragaa

no filme, causado pelo material em estudo e a distancia da amos ~

tra apg filme.

Sabendo-se gue quando os raios X, sao difra -
tados numa certa diregac do espago por um cristal, arranjo de ato

mos ou estruturas orientadas, apresentando maximos de intensidade
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»—/“

Fendas difratado )
Colimadoras \\\\\\\\\m G
Amostra c

N

Eeixe incidente de
Raios X

Figura 3 -~ Ezsquema da montagen experimental para

difracao de raios X.
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{ figura 4 ), as condigoes de Laue, e portanto-a condigao de

Bragy, devem ser satisfeitas nessa diregao { 93 ).

A lei de Bragg ( 6 ) & descrita como:
2 dsen &8 = n A

onde n & um nlmero inteiro e define a or -
dem da reflexi@o, © & o dngulo formado pelos feixes incidentes
e difratados com o planc difratante ( angulo de Bragg ), A Ié O
comprimento de onda dos raios X ( A = 1,5418 i, linha Ku ,  do

cobre ) e d & o espagamento interplanar..



Figura 4 - Representacdo esguemdtica da led de Bragyg.
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4 - RESULTADOS

4,1 - Bfeito de magnésio no desenvolvimento e secregao de protel

nas extracelulares em 8. aureus S-6,
4.1.1 - Desenvolvimento do microrganismo

Quandoc o compdrtamenta da linhagem 5. qureus
S=-6 foi compérado no meio NAK e no mesmo meio tratado com alumi-
na { meio NAKSA contendo 0,1 pg/mL de MgZ% y, observou-se gue
no meio tratado houve uma diminuigao no niimero de microrganismos
& altéragéo na morfologia celular, de 0,75p de diametro nas cé
‘lulas desenvolvidas em meio NAK { figura 5 ), para 0,95 a 3,25pn
em meio NAKSA ( figura 6 ). Esta alteragac correspondeu ac apa-
recimento de cdlulas maiores e basitante hetercogéneas, observadas
apbs a coloragao de Gram ( tabela 1, figura 6,}. Algumas c&lu -
las apresentaram coloragao Gram negativa, correspondendo em al—
qumas preparagoes, a aproximadamente 10% do total da popula -
¢ao. Entretanto, as células gue se tingiram como CGram positivas,
apresentaram coloragao azul mais intensa do que as células nor ~
mais. {figura & }.

A mesma tabela também mostra gue a concentra-
cio Stima de magndsio no meio NAKSA estd em torno de 1,1 ng/nmL,
gquando se comparam os valores de peso seco obtidos nés neios
NAKSA e NAK. Porém a adigac desta quantidade de magné€sio nao
restabeleceun nem o tamanho ( células com 0,%5n de didmetro ),nem
o aspecto normal { tabela 1, figura 7 ). Aumentando a concentra

EH
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TABELR 1 ~ Efeito de magnésio sobre ¢ crescimento e a morfologia de 5. aureus S-6.

Meio de Emw+ Peso seco Koumowemwm
Cultura  {upg/mb) {mg /L) {(Coloragdo de Gram)
NAK 2,50 1,23 £ 0,60 Wmﬁ+wﬁ peguenos normais de 0,751 de didmetro.
NAKSA 0,10 0,36 = 0,27 CG{+} heterogéneos, grandes, -sendo alguns Ommtvww com 0,985
_ a 3,252  de difmetro.
NEKSA 0,15 0,33 ¢ 0,21 Idem acima.
_zPme 0,20 0,55 % ¢,10 nmﬁ+v grandes, porém mais homogéneos do que com 0,10 ug/
mL  de Mgdt |, :
NAKSA 0,26 0,59 * 0,21 Idem acima. | -
NAKSA 0,30 6,63 £ 0,23 Idem acima.
NAKSA 0,50 0,69 ¥ 0,29 CG(+) mais homogéneos do gue nos mneios anteriormente
citados.
NAKSA 0,71 0,76 * D,28 CG(+) homogéneocs, tamanho tendendo 3 normalizacio.
NAKSA 0,91 0,96 = 0,36 CG{+) homogineos .
NAKSA 1,11 1,16 £ 0,41 CG{+) homogéneos, wowm& maiores do gue o008 normails
, ( meio NAK ), com 0,95p de diBmetro.
NAKSA 151 1,20 £ (,05 Idem acima. .
NAKSA 2,12 1,31 0,17 Idenm acima.
NAKSA 5,10 1,29 £ ¢,07 Idem acima.
NAKSA 10,10 0,88 £ 0,10 CG{+) wwwmuommeOmﬁ com 0,50 a 1,250 de difmetro.

a ~ CG{+}: Cocos Gram positivos

b = CG{~): Cocos Gram negativos
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Figura 5 - S. aureus S-6 desenvolvido em meio NAK.
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Figura 6 - S. aureus S-6 desenvolvide em meio NAKSA.
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Figura 7 - Efeito de 1,11 pg/mL de Mg2+ sobre

S. aureus S—6 em meio NAKSA.
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Figura 8 - Efeito de 10,10 ng/mL de Mg2+ sobre

S. aureus S—6 em meio NAKSA.
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cdo de magnésio paxa 10,10 ug/nL, houve inclusive uma alteragao
da morfologia celular { ¢,50 a 1,25p de diametro } e diminuigao
do peso seco ( tabela 1, figura 8 ).

Em algumas culturas desenvolvidas em meio NAKSA
ecentrifugadas a 10.000 rpm, as células se desprendiam mals f£a -
cilmente da parede do tubo de centrifugagao. Em alguns casos ,
a ressuspensao das células era dificultada devido & formagao
de grumos gque prejudicavam a homogeneizagao e consequentemente
a determinagdo de peso seco. Esta alteracdo foi observada prin
gipalmente guando © peso sSeco eia meney, para a mesma concen -
tracao de magnésio no meio. Esta aglutinagao desapareceu com
© aumento da concentragao do cation, sendo que a concentragoes

de 0,20 pg/mL, nao se observou mais este efeito.

4.1.2 - Liberaczo de proteinas extracelulares no meio de cultura

4.1.2.1 - Entercotoxinas

0s resultados descritos na tabela 2 indicam
gue a produgao de EEB £0i bastante afetéda; se comparada a EEA,
péia concentragao de magnésio no meio de cultura. Comparando a
gquantidade destas toxinas no meio NAK ¢ NAKSA, \observou—se que
a produgac de EEB foi 18,4 vezes superiocx no primeiro, enguan-—
to gque a produgdc de EEA foi de apenas 1,3 vezes.

A produgao de EEB aumentou gradativamente com

o aumento da concentragéo de magnésio, atinginde o valoxr £3,0

pg/mL de Mg2+, e decrescendo até um valor de 40,0 pg/mL, - para

16,10 pg/mlL  do cation.

A EEA atingiu o nivel de maxima produgac  em

F
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TABELA 2 - Efeito de magnésio na producao de EEA e EEB em 5. uaureus

86,

Meio de ng?+ gea? EEB”
Cultura {pg/mL) . .. __ ____iug/mL) (ueg/mi)
NAK 2,50 0,643 80,0
NAKSA 0,10 - 0,489 - 4,4
NAKSA 0,15 0,362 4,3
NAKSA 0,20 0,354 6,0
NAKSA 0,26 0,548 ' 9,6
NAKSA | 0,30 0,542 12,8
NAKSA ,50 0,513 17,6
NAKSA 0,71 0,616 43,2
MAKSA 0,91 0,575 51,0
NAKSA 1,11 0,628 : 63,0
NAKSA 1,51 | 0,603 60,0
NAKSA 2,12 0,590 62,0
NARSA 5,10 W ND
NAKSA ‘ 10,10 | . ND 40,0

a - EEA: Enterotoxina estafilocbeica A
p - EER: Enterotoxina estafilocdcica B

¢ - ND: Nao determinado.

weio NAKSA com magnésio a partir de 0,26 pg/mL deste ion, que

se manteve constante para concentnagﬁes crescentes de magnésio,

até 2,12 pg/mL.
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4.1.2.2 - Bnzimag extracelularss

0 estudo da influéncia de magnésio na presen—
¢a de enzimas extracelulares foi baseado na determinagio de exo-

enzimas DNAse e coagulase.
4.,1.,2,2.1 - DNAse

| Quanto & produgac de DNAse, determinada pelo
metodo semi-guantitativo de LACHI&A et alii { 52 ), observou- se
que a atividade enzimdtica a partiyr de 0,26 pg/mL de Mng foi
similar ac valor obtide utilizando uma cultura desenvolvida
em meio NAK { 2,5 pg/ml de Mg2+ ¥y tabalé 3.

Entreﬁanto, quando a.prcdugéo de enzima  foi
determinada pelo ﬁétodo quantitativo turbidimétrico de ERICKSON
e DEIBEL ( 22 ), Obsexvouwse. que peguenas variagdes nas con-
centragoes de magnésic produziam alteragoes significativas na
produgdo. de DNAse ( tabela 3 7.

| De 'acordo com os resultados, a adicio de mag-
nésio estimulou a producdc da enzima. Para uma concentragao de
fon magnésio de 0,15 pg/mL, 38 se observou um aumento da ativi-
dade, gque atingiu valores maximos em torno de 1,11 pg/mL.

Uma comprovacao indireta de que o aumento da
concentragéo de enzima no meio NAKSA + 1,11 ng/mi de M92$, nago
era devido 2 injfria celular, foi obtida através da determina-

c3o de desidrogenase lética ( LDH ) no sobrenadante da cultura.

A auséncia de LDH foi constatada em todes os sobrenadantes ( ta

bala 3 ).,
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TABELA 3 ~ Efeito de magnésico na producac de DNAse e na liberagdo de

desidrogenase latica em . gureus 5~6.

Meio DNAse
de Mg2+ A% Turbidimetria Lﬁﬂb

Cultura (ug/mh) {rmm) (pg/ml/min.) {uld/ml)
NAK 2,50 4,64 28,45 NDe”
NAKSA 0,10 3,0 2,75 NDe
NAKSA 0,15 3,9 5,92 _ NDd
NAKSA 0,20 4,5 9,55 ND
NAKSA 0,26 5,0 26,44 ND
NAKSA 0,30 4,0 19,40 ND
NAKSA 0,50 5,0 35,33 NDe
NAKSA 0,71 5,2 49,55 | ND
NAKSA 0,91 5,3 48,55 ND
NAKSA 1,11 5,2 89,33 NDe
NAKSA - 1,51 5,0 | 85,56 ND
NAKSA 2,12 5,0 87,03 NDe
NAKSA 5,10 ND 85,38 NDe
NAKSA 10,10 ND 82,22 ND'
g - TDA: agar azul de ortotoluidina - DNA

% - LDH: desidrogenase l3tica

e - NDe: nac detectado

d - ND : nao determinado.
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TABELA 4 ~ Efeito de magnésio na producao de coagulase em

S. cureus 5-6.

Meio de Mgz+ Coagulaée
Cultura {(ng/mls} {em tubo) {pg de fibrinogé&nio/ml)
NAK 2,5 4+ = 1.610
NAKSA 0,1 ' 2+ 365
NAKSA 0,4 3+ 890
NAKSA 0,0 3+ 860
NAKSA 1,1 4+ - 1,440
NAXKSA 2,1 o 4+ 1.150
NAKSA - 5,1 44 1,440

NAKSA 10,1 3+ \ 770

4.1.2.2.2 - Coagulase

0s resultados obtidos pelo método em tubo nao
permitem observar variagoes na produgac de enzima para as dife -
rentes concentragoes de Ion magnésio ( tabela 4 ). Porém utili -
zando o métode guantitativo, foi observado gque a atividade de co
agulase foi afétada pelas variagaes na concentragao de magnésio,
sendo gque no meio NAKSA com apenas 0,1 pg/ml de Mg2+, a ativi~

dade da enzima foi 4,5 vezes menor que'no meio NAK { tabela 4 ).

A atividade no meio NAKSA foi aumentando gradativamente con o

4
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aumente na conc&ntragéo de Ion, sendo que para 1,11 Wy /L de

2 . , o
Mg™ , o valor obtide foil bastante proximo ao valor apresentado

ne meio NAK ( 2,5 ng/mlL de Mg2+ }. Este walor parmaneceu cong -
tante até 5,1 pg/mL de Mg2+ , a partir do gual a atividade en-
zimatica foi decrescendc com o aumento de magnésio, obtendo~ se
uma diminuicac de 50% na atividade, para 10,10 pg/ml de Mg2+

{ tabela 4 }.

4,1.3 -~ Efeito da concentragac de magnésio no meio NAK

Quantida&es crescentes de magnésio foram adi-
cionadas ao meio_NAR ( tabela 5 }, para constatar se o aumento
da atividade enﬁimética com a concentragaoc crescente de magnésio
Ano meio NARSA ( tabela 3 ) era devido a apenas um efeito do

fon, ou a um efeito combinado de ion em presenga de células al

teradas.

Pelos resultados obtidos na tabela 5, obser
va-se gue concentragées crescentes de 3,0 a 10,10 pg/mL  de

2+ R - ~ 4
Mg nao afetaram nenhuma das caracteristicas analisadas.
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TABELA 5 ~ Efeito da adigao de magnésio em meio NAK, no crescimento,

morfologia e produggm de DNAse pelo 5. aureus $S-6,

PNAse Morfologia
Meio de Mg2+ Peso seco oA’ Turbidimetria {(coloragao de
Cultura (ug/mb) (g /1l (mm) {pg/mL/min. )
Gram)
NAK 2,50 1,23%0,06 5,0 28,45 CG€+)bpequenos, nox
mais .
NAK 3,02 1,25+0,21 5,0 35,11 CG(+}bpeqnénOS, nor
_ malis
NAK 3,43 1,3620,1 5,0 39,56 CG(+)bpequenos, nor
. mais
NAK 4,04 1,37+0,05 5,0 C 33,33 CG{+)bpequenas, nor
’ mais
NAK 5,02 . 1,21%0,04 5,0 32,00 CG(+}bpequenos, nor
mals
NAK 6,04 1,53%0,07 5,0 37,78 ¢ (+) pequencs, nox
) ' mais _
NAK 10,10  1,30%0,05 5,0 33,00 ca (+) P pequenos, nor
mals

a — TDA: &gar azul de ortotoluidina ~ DNA

b - CG(+): cocos Gram positivos
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4,2 - Efeito de ferro no desenvolvimento & sectegao de proteinas

extracelulares em . aureus 8-6,

0 fon ferro foi adicionado em quantidades cres
centes ao meio NAKSA, cuja concentragao de magnésio foi fixada
em 1,11 pg/mL, As mesmas guantidades de ferro foram também adi~

cionadas ao meic NAKSA sem adigac de magnésio.

4,2.1 ~ Degsenvolvimento de §. qureus S-6.

O0s resultados apresentados na tabela 6 indican
que a adigao de ferro ao meio NAKSA + 1,11 pg/mL de Mg2+, em
guantidades superiores a 1,2 pg/mL, teve um efeito adverso ao de-
senvclviménto‘do picrorganismo, o que pode ser observadoc pelos
valores de peso sece; Quanto & morfologia éelﬁlar, tornou-se
progressivamente alterada, em conéentrag%es crescentes de fer -
ro,. sendo gue com 18,78 pg/miL de Fa2+, o tamanho celular foi
de 0,44 a 1,600 ( figura 9 ).

£ interessante notar gque no meio NAK, que
ccntém. quantidades iguais de ferro e magnésgio ( 2,5 pg/mL }, ob-
teve-se um bom desenvolvimento celular ( 1,23 mg/mL de peso se-

co 3. Entretanto, a adigao de 1,19 pg/mbL de Fez+ a0 meio NAKSA

contende 1,11l npg/mL de Mg2+, diminuin o crescimento para 0,89
mg/mL, quando comparade com © valor 1,16 mg/mL cbhtido em meio
NAKSA + 1,11 pg/mb de Mg e 0,4 pg/mL de Fe’' ( tabela 6 ). A
atividade nuclefsica no mesmo meio contendo 1,1% pg/ml de Fe2+

{ 39,78 ug/mL/min )}, apresentou-se bastante diminuida no meio
MAKSA com 1,1l pg/ml de Mgz+ sem adigao de ferxo ( 89,33 ug/ml/

i
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TABELA 6 - Efeite combinado de ferro e magndsio no crescimento de S. aureus H-6

70

Meico de K@w+ mmw+ Relacio Peso seco Morfologia
Cultura {1/l (pg/mL} mmm+\3mw+ {mg L} (Coloracao de Gram)
1, HAX 2,50 2,50 1,0 " 1,23:0,60 0®M+wﬁwwmams0mm normais.,
2. NAYSA 8,10 3,40 4,0 G,36x0,27 CG{+) mmﬁmﬁommsm0m~ grandes, alguns nmﬁiwﬁ
3.NRKSA 1,11 0,40 0,4 1,1620,41 CG(+} pequenos e homogéneos, malores gue
os normais {(meio NAK).
4.NAKSA 1,11 1,189 1.1 0,890,311 Idem acima,
5. NAKSA 1,11 2,13 1,9 0,89%0,36  CG(+) um pouco maiores e mais deformados
que 4.
6 . NAKSA 1,11 4,00 3,6 0,77£0,34 CG(+) um pouco mais deformados gque 5.
7 . NAKSH 1,11 18,78 16,9 0,92:0,26 CG(+) mais heterogéneos que 6.
-8, NAKSA 0,10 © 1,19 11,¢@ 0,320,007 CG (+) semelhantes aocs desenvolvidos em Z.
9. NAKSA 0,10 2,13 21,3 0,200,086 Idem acima.
1O0.BARGA G,10 4,00 40,40 0,28+£0,04 Idem acina.
11.NAKSA 0,10 18,78 187,8 0,40%0,08 CG{+) mais heterog8neos e com maior nime-
_ ro de CG{-), de 0,44 a 1,60u .
a — CG{+} s cocos Granm mOWWﬁw¢0m.
B - CG{~)Y: cocos Granm negativos.



Figura 9 - Efeito de 18,78 pg/mL de Fe2+ sobre S.
aureus S-6 em meio NAKSA contendo 1,11

pg/mL de Mgz+.
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min }, mas ainda assim, mailor do que no meic NAK { 28,45 ug/mL/
min )}, tabela 7.

guando as mesmas quanti&adag cregeentes de
ferro foram adicionadas ao meio NAKSA, nzao houve alteragéa no
crescimento das células ( tabela 6 ). A morfologia celular ja
bastante alterada no meio NAKSA, foi ainda mais afetada no nmeio
NAKSA contendo 18,78 pg/mi de Fez+ . Neste meio, as células se

apresentaram bastante heterogéneas, soltas e a proporgdo de cé-

lulas Gram negativas fol maioxr.

4.2.2 - Liberagao de proteinas extracelulares no meio de cultura

4,2.2.1 = Enterotoxinas

Os resultados apreéentaﬂos na tabela 7 mos-
tram que a concentracao de EEB no sobrenadante de cultura - em
meio NAKSA + 1,11 pg/mwl de Mg2+ adicionado de-F&2+, foi gradati
vamente diminuindo, 3 medida que aumentava a concantragan de

ferro.

No que se refere a EEA, o ferro estimulou 1i-

geiramente ou nao afetou a produgac desta toxina até a concen -

tragéo de 4,0 png/mL, ou seja, na relagﬁo Fez+ / Mg2+ de 3,6,

Pordém um efeito inibitdrio foi observado a 18,78 pg/mL  de Fe2+,
gquando a mesma relagao foi de 16,9.

Por outro lado, a adicac das mesmas quantida—
des de ferro ao meio NAKSA teve um efeito inibitdrio, igual para
todas as concentragoes adicionadas, na produgao de EEA, cuja con
centragac foi aproximadamente 50% menor do gue no meio NAKSA  +

1,11 pg/mL de MgoT. |
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TABELA 7 - Efeito combinado de ferro e magnésio na liberagdo de proteinas extracelulares por

o~

5. qureus S-§.

Meio de - os ) M5wwwawoxwdmmw szmm . .
Cultura Mg Fe Relagao EEA EEB TDA Turbidimetria
{ug/mL) (ug/ml) wmmﬁ\sz (vg/ml) (ng/mL) {mm} (ng/mL/min.}
NAK 2,50 2,50 1,0 0,643 80,0 4,6 28,45
NAKSA 0,10 0,40 4,0 0,489 4,4 3,0 2,75
NAKSA 1,11 0,40 0,4 0,628 63,0 5,2 89,33
NAXSA 1,11 1,19 1.1 0,643 60,0 4,5 39,78
NAKSA 1,11 2,13 1,9 0,721 56,0 4,0 24,55
NAKSA 1,11 4,00 3,6 0,755 48,0 3,5 21,32
NAKSA 1,11 18,78 16,9 0,562 39,0 3,0 8,75
NAKSA 0,10 1,19 11,9 . 0,236 no? 2,8 0,52
NAKSA 0,10 2,13 21,3 _ .?mmw ND _ 2,6 0,41
NAKSA 0,10 4,00 40,0 0,281 ND 2,5 0,46
NARSA 0,10 18,78  187,8 0,244 ND 2,0 0,46
z — EFA: enterotoxina A

EEB: enterotoxina B

{'3-&
]

¥
i

TDA: &gar azul de ortotcluidina -~ DNA
d = ¥D: nac determinado
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4.,2.2.2 - Enzimas extracelulares

Os resultados apreéentados'na tabela 7 mos -
tram uma diminui¢aoc na atividade nuclefsica a medida gue aumen ~
ta a proporgao de ferro no meio NAKSA + 1,11 pg/ml de Mg2+. Para
um teor de ferro de 2,13 ug/mhL, a atividade obtida foi a do
meic NAK ( 28,45 ug/mL/min }, atingindo ¢ valer de 8,75 pg/mi/min
no meio contendo 18,78 pg/mL  de Fe '.

Por outro lado, a adigao das mésmas guantida-
des de ferro ac meio NAKSA teve um efeito inibitdrio, igual para
todas as conﬁentragaes adicionadas, na produgao ﬂé DNAse, cuia
concentracao foi 20% do valor obtido no meio NAKSA, .

Em relagao a produgao de coagulase pelo méto-
do guantitativo, tabela 8, observa-se que.para concentragoes
de ferro entre 0,4 e 16,0 pg/ml ao meio NAKSA + 1,11 pg/ml. de
Mgz+ nao se chservou qualguer efeito, seja inibigao ou ativagao,

e os resultados sao compardveis ao valor obtide no meio MAK.

4.3 -~ Efeito da conalbumina no desenvolvimento e secregac de pro

teinas extracelulares em §. aureus S—6.

Para ¢ estudo do efeitc da conalbumina, 0,6
ml, da soluggo éesta proteina_a 5,0 mg/ml: foram adicionados a um
volume final de 10,0 mL de meio. Sequndo PAGNOCCA e SALZBERG (80)
esta quantidade seria o suficiente para guelar todos os ions

ferro presente no meio.

Embora a adigac de conalbumina no meio NAKSA
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TABELA 8 = Coagulase no sobrenadante de culturas de 5, qureus
-6 desenvolvidas em meios contendo diferentes con=-

centracgoes de ferro.

2+ 2+

Meio de ‘.Mg - Fe Relagao Coagulase
Cultura {ug/mL) {ug/mL} Fez+/Mg2+ {uvg fibrinogénio/mL)
NAK 2,50 2,5 1,0 1,610
NAKSA . 0,10 0,4 4,0 \ 365
NAKSA 1,11 : 0,4 0,4 ' 1.440
NAKSA 1,11 1,1 1,0 1.700
NAKSA 1,11 2,0 1,8 | 1.440
NAKSA 1,11 4,0 3,6 ' 1.230
NAKSA 1,11 5,0 7,2 _ 1.540
NAKSA 1,11 1&,0 l4f4 1.3690
+ 1,11 ng/mL de Mg2+ .nﬁa tenha alterado significativamente a

morfologia celular { tabela 9 ), houve uma ligeira diminuig¢ao na
atividade de DNAse ( tabela 10 ). Entretanto, esta diminuigao

de atividade nao fol suficientemente acentuada para afirmay gue
a conalbumina apresenta um efeito inibitdrio na atividade aesté

enzima.

Em relagio & coagulase, verificou-se um ligei-
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TABELA 9 - Efeito combinade de conalbumina e magnésio no crescimento

da S. qureus s-6.

. 24 Conalbumina . : ..
Melio de Mg (ml, s01ucio Peso seco Morfologia
Cultura {pug/mL) 5 mg/mb) (meg/ml) {Coloragao de Gran)
NAK 2,50 - 1,23+0,60 CG(+)apequenos, normais,
NAKSA 8,10 - 0,36%0,27 CG{+) heteroudneos, gran
des, alguns CG{-)¥
NAKSA 1,11 - 1,1620,41 CG{+) peguencs e honogé-
neios, malores gue
normais {(melo NAK}
NAKSA 0,10 0,6 0,3540,23 CG{+} heterogéneos e
grandes, alilguns
CG{=~). -
NAKSA 1,1y 0,6 0,91+0,10 CG{+) semelhantes aos de
' senveolvidos en '
1,11ug/mL de Mg?*t,
a ~ CG{+): cocos Gram positlivos,
b - CG(~}: cocos Gram negativos.

ro aumento na produgzo, guando

comparado ac mesmo meic sem adi-

cdo de conalbumina: NAKSA + 1,11 pug/nl de Mg2+ { tabela 10 j. Se

gundo os resultados apregsentados na tabela 10,

nao afeta a

meio NAKSA + 1,11 ng/nkL de Mg2+ .

a conalbumina

produgac de EEA, nem de EEB, guando adicionada ao

Mo meio NAKSA { sem adigao de Mg2+ ), embora

a conalbumina nao afetasse o crescimento { tabela 9 ), ocorreu

um aumento na producho de todas as proteinas extracelulares em

estudo ( tabela 10 ).

76



TABELA 10 - Efeito combinado de conalbumina e magnésio na

S, aureus g-g,

liberacao de proteinas extragelulares pox

i ¢ 1
Meio de .K@m+ conalbumina mwﬁmwowexwzmw wmwwm cagulase
— T 13 i ' titativo
Cultura {rg/mL) (mL solucio 5 mg/mL) FEL EEB DAY Turbkidimetria em Quan w
(vg/mL) {(Yg/mL) (mun}  (dg/mL/min.) tubo  {ug fibr./mb)
NAK 2,50 - 0,643 80,0 4,8 78,45 4+ 1,610
NAKSA 0,10 - 0,489 4,4 3,0 2,75 2+ 365
NAKSA 1,11 - 0,628 63,0 5,2 89,33 4+ 1.440
NAKSA 0,10 0,6 0,548 13,1 3,0 3,33 4+ 420
NAKSA 1,11 0,6 0,522 61,0 5.0 67,42 4 1.700
4 - EEA: enterctoxina A
b - EEB: enterotoxina B
e - TDA:

dgar azul de ortotoluidina -~ DNA
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4.4 - Estudo da localizagao de atividade das enzimas coagulase e

nuclease em 5. aursug S-A

0 estudo da localizagac da atividade das en -
zimas extracelulares fol realizado, tratandc as células de . S..
auregus S5~6 desenvolvidas nos diferentes meios utilizados neste
trabalho, com a enzima lisostafina ou pela utilizagao de ultra -
SOMm.

Pelos resultados apresentados na tabela 11 ,
as atividades nucledsicas na fraclo liberada pela lisostafina e
retida no protoplasto foram bastante infericres, na ordem de
200 vezes, em relagao a mesma enzima presente nos respectivos
sobrenadantes de culturas ( tabela 3, 7 e 10 ).

- Quande se compara a atividade de DNAse libe-
rada pela 1isostafiﬁa e retida nos pﬁotoplaétoé, nao se obser -
vam difgrenéas quantitativas na cohcentragéa enzimatica nas duas

fragoes celulares ( tabela 11 }.

Na mesma tabela, observa-se gue naz co&lulas
, . + ;
desenvolvidas no meio NAKSA { 0,1 pg/ml de Mg2 1, a quantida-
de de DNAse “"superficial" fol menor do que & produzida em or —

ganismos desenvolvidos na presenca de uma concentragao Otima de

magnésio ( 1,11 ng/nL de Mg2+ ) .

As concentracoes de DNAse “superficial® nas
celulas desenvolvidas nos meios NAK e NAKSA + 1,11 pg/nl de Mg2+
foram identicas ( tabela 11 }, se considerar a pequena.quantidaw
de produzida e a sensibilidade do método. Isteo confirma que
a menor atividade de DNAse no primeiro meio { tabela 3 ) nac se

deve & retengac desta enzima na superficie celular, nas célu ~

1
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TABELA 11 - Tratamento das cé€lulas de 5. qureus 5-6 com lisostafina: DNAse liberada e DNAse retida
nos protoplaztos. .

Meio de . DNAse {ug/mL/min.)

Cultura 3 Liberada o : _ Retida
N - S S B

© NAK 0,394 0,505 A 0,461 0,422
NAKSA | 0,083 0,372 0,089 0,361
NAKSA + 0,4Mg° 0,072 0,455 . 0,289 0,211
NAXSA + 0,6Mg - 0,250 0,639 0,422 0,517
NAKSA + 1,1lMg 0,467 0,639 0,489 0,589 .
NAKSA + 2,1Mg : 0,439 0,661 0,494 0,522
NAKSA + 5,1Mg 0,583 0,650 0,522 0,555
NAKSA +10,1Mg 0,350 - 0,644 0,517 0,553
NAKSA + conalbumina® 0,094 wod 0,089 ND
NAKSA + 1,1Mg + conalbumina 0,444 : ND 0,533 ND
NAKSA + 1,1Mg + 1,1re® 0,344 0,467 h 0,433 0,539
NAKSA + 1,1Mg + 2,0Fe 0,250 0,528 0,433 0,467
NAKSA + 1,1Mg + 4,0Fe 0,433 0,572 - 0,433 0,505
NAKSA + 1,1Mg + 8,0Fe - 0,156 0,667 0,399 0,483
NAKSA + 1,1Mg +16,0Fe - 0,394 0,505 0,572 0,622
a-A: culturas mantidas por transferéncias sucessivas
b-B: cultura mantida refrigerada a 10°¢c por 8 meses
g : pg/ml de 3@w+
d~3y 0,6 mL da mowmmwo de conalbumina a 5,0 mg/mk
#-:  vg/nk de mmw+

~1 nzo determinado

oy
»
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las desenvolvidas no meio NAK,

Em relagac as células desenvolvidas na presen
¢a de ferro, ndo se observou uma diferenca mensurivel no nivel
de DNAse superficial, em relagao ac mesmo meio sem ferro ( ta -

bela 11 ).

A determinagac quantitativa de coagulase foi
realizada nas mesmas fragoes celulares obtidas apds tratamento
com lisostafina. Entretanto nao foi possivel detectar nenhu-
ma atividade coagulasica através da metodologia empregada { 84},
provavelmente devide a pequena qﬁantidadé de coagulase presente
na superficie do microrganismo em estudo.

| Em relacdo ac tratamento das células com ul ~
tra-som, hao se observou a liberagao de DNAse no intexvalo
de tempo entre 0 e 20 minutos ‘a 50 W, o gue foi constatado
atravéé de medidas de absorbancia e observagac microscdpica

apbs a coloragaoc de Gram.

4.5 - Enzimas intracelulares: efeito da concentragao idnica do

meio de. cultura.

A determinagac da enzima intracelular desidro
genase latica teve come finalidade comparar a concentragao des-
ta na linhégem 5. aqureus 8-6, guando desenvolvida nos meios
NAK e NAKSA com diferentes concentragces de ferro, magnésio @

conalbumina.

Primeiramente construiu-se uma curva padrao

contendo ' pU de LDH / mL com os dados descritos na tabela 12
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TABELA 12 - Atividades

L}

de desidrogenase lhtica expressa

- em absorbanscia - Curva padrao ,

Termpo \ LDH Absorbincia a 340 mm
(min.} \ (uU/mL) 100 200 460 800 1.600 3,200 6.400
5 0,001 0,004 0,011 0,015 0,042 0,080 0,173
10 0,004 0,008 0,023 0,030 0,080 0,142 6,279
15 0,006 0,013 0,034 0,047 0,113 0,193 0,358
20 0,008 0,018 0,045 0,067 0,145 0,236 0,426
30 0,014 0,027 0,065 m*omm 0,191 0,305 0,516
40 0,018 0,036 6,082 0,116 0,232 0,361 0,587
50 0,024 oﬁowa 0,098 0,139 0,267 0,406 0,642
60 0,029 0,053 0,115 0,159 0,298 0,445 0,687
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{ figura 20) a fim de selecionar a faixa que apresentasse line
aridade. De acordo com a curva obtida, observa-se que éxiste u
ma gqueda de atividade para concentragoes superiores a 400 uU/mlL
de LDH .

Tendo em vista gue a guantidade da enzima na
linhagem S$—6 nac fol superior a 300 pU/ml, considerou-se 30 minu
tos como tempo ideal para a construgac da curva padrac, ja gue
nesta regiép, o coeficiente angular & constante { figura 20 }.
Para temposlde incubagao inferiores a 30 minutos, existe correla
cidp linear entre atividade e absorbancia, porém a leitura ob-
tida 8 bastante baixa, diminuindo a sensibilidade do método.

0s resultados descritos na tabela 13 indicam
gue a_produgéo de LDH na linhagem S-6 foli afetada em baixas con
centragoes de ma&nésié, porém este efeita foi diminuinde - para
niveis crescentes do fon, A produgdo de LDH atingiu um valor de

128,9 pu/mL  em torno de 1,11 pg/mL de Mg2+, sendo que esta ati-

vidade manteve-se constante para todas as concentragbes subse -
gquentes de magnésio., Este valor constante fol de aproximadamente
50% do valor observado nas células desenvolvidas em meioc NAK, en
quanto que em meio NAKSA, a enzima LDH naoc fol detectada.

A presencga de conalbumina tanto no meic NAKSA
como em NAKSA + l,ll.pg/mL_de Mg2+, nao afetou a produgac de LDH.

Assim como a adicio de concentragdes crescentes de ferrc ao melo

NAKSA + 1,11l ng/mL de Mg2+, nao mostrou efeitos inibitdrios na

produgio de LDH ( tabela 13 }.
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TABELA 13 - Desidrogenase litica em células de ¢, gureusS-6
desenvolvidas nos meios NAK & NAKSA adicionado de

magnésio, ferrc e conalbumina.

Meio de Lou”
Cultura - . o (pU /L)
NAK . 233,3
MNAKSA ‘ NDEEb
NAKSA + 0,4Mg° | a 28,9
NAKSA + 0,6Mg 100,0
NAKSA + 1,1Mg 128,9
NAKSA + 2,1Mg 128,9
NAKSA + 5,1Mg | 106,7
NAKSA +10,LlMg - ' 126,7
NAKSA + c?:mall‘mminan‘:g NDe
NAKSA + 1,1lMg + conalbumina - 184,5
NAKSA + 1,1Mg + 1,1Fe’ | 104,5
NAKSA + 1,lMg + 2,0Fe \ 153,3
NAKSA + 1,1Mg + 4,0Fe 141,11 -
NAKSA + 1,1Mg + 8,0Fe 117,8
NAKSA + 1,1Mg +16,0Fe- ' "160,0
a - LDﬁzdesidrogenase l3tica -

b - NDe: nao detectado

o - : pg/ml de Mq2+

d ~ : 0,6 rl da solugdo de conalbumina a 5,0 mg/mL
e - : ug/mL de Fé2+
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TABELA 14 - Efeito de parede celular na atividade de DNAse no sobrenadante

dos meios NAK, NAKSA 2 NAKSA + 1, ug/mb de Mg2+ em 5. aureus 5-6.

Meio de Sobrena- Parede Hzo Dilﬁiggo Atividade de DNAse
Cultura dante (mL) (I} {mL) - {yg/mL/min.)
NAK 1,0 0,00 0,50 1/80 36, 44
1,0 0,02 0,48 1/80 27,11
1,0 0,05 0,45 1/80 27,11
1,0 0,10 0,40 1/80 29,15
1,0 0,20 0,30 1/80 29,33
1,0 0,30 0,20 S 1/80 . 29,33
1,0 0,50 0,00 1/80 27,56
NAKSA 1,0 - 0,00 0,50 /5 3,19
1,0 0,50 0,00 1/5 3,19
NAKSA+ 1,0 0,00 0,50 1/100 30,00
1,1Mg 1,0 0,50 0,00 1/100 28,90

4.6 —~ Efeitc da parede celular na atividade de DNAse

De acordo com os resultados apresentados na
rabela 14, a parede celular nac afetou a atividade de DNase, u-
ma vez que hao se oObservou variaghc na atividade enzimatica

com o aumento gradual da quantidadé de parede celular adicio -

nada.
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TABELA 15 -~ Efeito da parede celular na atividade de DNAse nos sobrena-

dantes diluidos dos meios NAK, NAKSA e NAKSA + 1,1 ng/mi de

2+
Mg , de 5. aureusg S=6.

Melo de S Sobrenadante Parede: atividade de DNAse
Cultura Liuigaa dilufdo (mL) {ml) (ug/mb/min. )
1/80 1,0 0,0 21,33
NAK ‘
1/80 1,0 0,1 23,499
1/10 . 1,0 0,0 2,61
NAKSA
1/10 1,0 0,1 2,06
1/100 1,0 . 0,0 51,67
NAKSA+
1,1Mg2+- '
1/100 _ 1,0 0,1 - 55,53

presentados na tabela 15,

tamente ao sobrenadante di

Cdts

Este resultado & confirmado peleos valoxes a -~
onde a adicdo da parede celular dire-

1uido nao afetou a atividade enzimati-
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TABELA 16 ~ Efeito

de  magndsio na atividade de DNAse de §.

agureus S—6,

Sohrenadante Mgz+adicionaﬁo Atividade de DNAse
do Meio {ug/ml) (pg/mL/min,}
NAK' 0,0 39,58
NAK 2,0 40,00
NAK 4,0 30,67
NAK 8,0 40,89
NAK 16,0 40,89

4.7 - Efeito de magnésio e¢ ferro na

atividade de DNAse

De acordo com os resultados apresentados na

bela 16 e 17, nem ¢ magnésio, nem ¢ ferro, nas concentragﬁes

utilizadas, afetaram a atividade de DNAse no meio NAK.
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TARELA 17 - Efeito de forro na atividade de DNAse de Seaurens

5“6 &
sobrenadante Fez+ adiecionado . Atiwvidade de DNAse
do Meio {(pg/mL) (ug/mL/min.}
NAK _ 2,0 30,25
NAK 4,0 35,56
MNAK 8,0 33,33
NAK ) 16,0 44,44

4.8 - Efeito do tempo de armazenamento € do niimero de transferdn—

cias da cultura, na producac de exoproteinas.

As caracteristicas de crescimento e as ativi -
dades enzimaticas da linhagem 5. qureus -6 foram analisadas enm
funcio da histdria prévia da cultura em estoque. A manutengao da

cultura em meio NAK foi realizada de acordo com as seguintes mo -

dalidades:

a - Transferéncias sucesgsivas e manutengac das

subculturas a 109C.
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b - Subcultura mantida por um periodo de 8 me-
ses a 109C.

¢ - Subcultura mantida a ~20%2C pox 14 meses.

Quando estas gubculturas foram semeadas an
Ggar sangue, aguelas mantidas sob congelamento apresentaram cold
nias com halo de hemolise, enguanto que, as mantidas sob transfe
réncias sucessivas apresenta?am ranto coldnias hemoliticas como
nao hemoliticas.

Inoculando as_diferentes coldnias em caldo NAK,
ghservou~se uma variacac no crescimento destas culturas. Assim ,
as coldnias nac hemoliticas apresentaram um crescimento maior,em
termos de massa celular, guando comparadas CoOw as celonias hemo-

liticas.

Em relagao 28 atividades enzimiticas desecri -
tas na tabela 18, as c¢élulas mantidas sob constante transferén -
cia apresentaranm menor atividade nucled@sica. Por outro lado, as
células -que perderam a atividade hemdlitica, incrementaram para
lelamente a producac de coagulase.

Emvrelagéo 3 subcultura mantida sob congela -
mento,'a recuperagcac em agar sangue aparentemente estimulou a-

produgéo de DNAse, quando comparada com a meska subcultura re-

cuperada em caldo NAK ( tabela 18 ).

As culturas congeladas nao produziram coagula
se detectivel pelo método quantitativo, enguanto que as subcul~
ruras refrigeradas a 109G, embora apresentassem essa atividade,

produziram em guantidade bastante inferior as mantidas sob trang

foréncias sucessivas.

A produgao de EEA e EEB nac foi comparada nas
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TARELA 18 - Atividade das enzimas coagulases e DNAse enm subculturas de S.aureue S~6 mantidas sob diferentes
condigoes.

Subculturas ‘lmios para Hemblise em Meios de Uzwmmwﬁmzmmwwwmmwwmm
{origem) reativagao dgar sangue Cultura (yg/mL/min.) (pg fibrina/mL)
o e a d
songelada NAK ND NAX 31,55 {-}
(-20°C) as” (+° NAK 53,33 {~)
AS {4 NAKSA 1,89 {~}
refrigerada - AS {(+) NAK 53,33 130,90
( 10°0)
repicada | AS (+) NAK 14,67 (=)
(16°C) ) NAK 18,22 1620,0

ND: nao determinada

£
]

~ AS: Agar sangue

positivo

., O W
i

- negativo
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TARBFLA 19 ~ Efeito comkinado de transferéncias sucessivas e do
armazenamento a 10°¢C na producio de EEA ¢ EEB em

5. aureus 5-6.

, ug/mh
Enterotoxinaa tempo zZero 7 meses
(10°C) (16°¢)
BEA” | 0,589 0,994
a
EEB 62,0 46,2
a : determinacgido de enterotoxinas no sobrenadante da cultu- a

b — EEA: enterotoxina A ra em meio NAKSA+2,lug/mL de Mg

s - EEB: enterotoxina B

d - transferéncias sucessivas

diferentes modalidades de subcultura. Porém, a determinagac

destas toxinas fol realizada anteriormente, em meio NAKSA conten
24 g -

do 2,1 pg/mL de Mg® , utilizando-se como indcule subculturas com

diferentes tempos de transferéncia.

Os resultados descritos na tabela 19 mostram
uma diferenga na produgac destas toxinas enm relagac aoc tempo de

armazenanmento.

Assim, observa-se gue no decorrer do tempo,a
linhagem 5-6 apresentou uma diminuigac na produgac de EEB e um

aumento na produgao de EEA.
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4.9 - Estudo da estyutura de parede celular por difragac de

raios X.

bg resultados apresentados nas figuras 10, 11,
12 e 13 indicam que os diagramas obtidos com a célula integral
e com parede celular, tanto de S. aqureus S5-6 desenvolvidos no
meio NAK, como em meio NAKSA foram semaelhantes.

Os valores "d" dos espagamentos na estru -
tura que dab origem as reflexdes ~observadas foran calculados a
partir do diagrama obtido com a pafede das cé@lulas da culturaem
meio NAK ( figura 11 ), e estao apresentados na tabela 20.

As reflexdes orientadas, aparecendo bem ni-
tidas no diagrama foram denominadas pela letra *r*, e os halos‘
difusos e desorientados, pela letra "h". |

De.acorda com a tabela 20 e figura 11, o dia-

grama obtido com a parede gelular da cultura em meio NAK apresen

ta trés reflexdes orientadas ( ryr Ty € ¥g ) e trés halos dify
sos e desorientados ( hl’ h2 e h3 }. O esguema destas refle-

»Ses e halos cobtidos estd apresentado na figura 14.

Nos diagramas obtidos de células integrais de
senvolvidas em meio NAK { figura 10 ) e parede celular de cultu-
ra em meioc NAKSA ( figura 13 ), os halos h2 e h3 sao dificels
de serem visualizados, inclusive ndoc aparecendc no diagrama

das células integrais no meio NAKSA ( figura 12 Y.

Estas diferengas observadas podem ser devido
ac menor tempo de exposigao destas amostras aos raios X, 3& que

os valores de "d" para as outras reflexdes, nos diferentes dia-

gramas permaneceram iguais.
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Figura 10 - Diagrama de difragao de raios X obtido
com células integrais de S. aureus S-6

desenvolvido no meio NAK.
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Figura 11 - Diagrama de difracao de raios X obtido
com parede celular de 5. aureus S-6

desenvolvido no meio NAK.
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Figura 12 - Diagrama de difragao de raios X obtido
com células integrais de S. aureus S-6

desenvolvido no meio NAKSA.
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NAKSA - W
an-1 (, ¢)

Figura 13 - Diagrama de difragao de raios X obtido
com parede celular de S. aureus S-6

desenvolvido no meio NAKSA.
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Beam stop

I

Figura 14 ~ Representagao esguemdtica do diagrama de
difracio de raios X obtido com parede ce

tular de 8. aureus S-6,
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TARELA 20 - me@ﬁmgm da parede celular de 5. aureus §~6 desenvolvido en rnelo NAXK, com
13 horas de exposicio aos raios X. _

Valor de "4a"

Matureza da reflexio . Intensidade Denominagao
{ &3}

Reflexac orientada 27,68 nitida _ ry
Reflexac orientada 22,31 nitida .,
Reflexao orientada 13,7L  fraca r,

Halo difuso e nao w 8,77 forte WH
orientado

Halo difuso & nao 5,56 muito fraca wm
grientado

Halo difuso e nao 4,71 ~ fraca ﬁw

orientado
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para o controle das condigbes experimentais ,
o substrato de vidro sea a amestra fol exposto aosg raios X du-
rante 15 hoxas. Observou-se um halo fraco, difuso e desorienta-
do com o valor de Bragg de 7,29 i, maiito proxime ao halo com
8,77 3, ocbtido com as amosﬁras.

Fegte halo de 7,29 A deve-se 3 reflexdo da
janela da cela de humidade, composta &é wn pﬁlimero "Mylar'{ Du
pont ), mas a sua intensidade & tAo baixa gue nos diagramas
mostrados nas figuras 10, 11, 12 e 13 nao pode ser visualiza-
do e consideramos que nao afetou a difragdo produzida ?ela

amostra.
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5 « DISCUSSAD

Di ferentes propriedades da linhagem &. qureus

-6, tais como crescimente, morfologia celular e produgao de pro

teinas extracelulares foram estudadas, utilizando og meilos NAK,
NAKSA e diversas modificacgOes do meio NAKSA,

| Com esta finalidéde, o meio NAK, um hidroli -

zado de caseina foi t?atado comn alumina; chtendo~se assim, o}

meio NAKSA, cuja caracteristica principal & a deficidncia - em

ions presentes no meio NAK.

| 0 meio NAKSA foi modificado através da adigao

de diferentes concentragoes de'magnésio, ferro e conalbumina, pa

ra o estudo dg efeito destes éomponentes nas propriedades acima

descritas.

5.1 ~ Efeito de magnésio

Dé acordo com os resultados apresentados na
tabela 1.3 figuras 5, 6, 7 e 8, a deficiéncia de magnésio pro
vocou alteragoes ﬁa morfeologia e na coloragao de Gram. A mas-—
sa celular ( peso seco ) também foi afetada, apresentando uma di-
minuigao de 3,4 vezes em relagadoc ao meio sem tratamento { melo
normal ), e as células em alguns casos, apresentaram aglomeradas
e de dificil aisperséo.

WEBB ( 112 ) em 1948 j& relatou a importancia
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do ion magnésio na divisac celular dos bacilos. O autor observou
uma inibicg3o na divisao celular, com a formagac de células f£ila-
mentosas decorrente da deficiéncia éo fon no meio de cultura .
Recentemente WALKER e DUFFS ( 10% } trabalhando com leveduras ob
servaram que a incuba¢dc destes microrganismos em meios defici-
entes em magnésic & responsivel pelo aparecimento de células gi
gantes e de formas aberrantes de viabilidade reduzida. Estas
observagdes estao de acordo com o comportamento observado em
nossas culturas deficientes em ﬁagnésio, onde entre outras al-
teragdes, houve a formagao de aglomerados celulares de dificil

dispersao e ¢ aparecimento de aproximadamente 10% .da populagao

com & coloragﬁo de Gram alterada { Gram negativas. }. '

Uma concentragao de magnésio de 1,11 pg/ml a-.
dicionada ac meio NAKSA foi considérada aﬁéquada ou "Btima®, ja
gue proplciou d restabelecinento de propriedades ocbservadas no
meio sem trétamento, NAK, e parcialmente inibidas no welic
NAKSA, tais como o nivel de produgao das exoproteinas coagula-
se, nuclease e enterotoxinas, Porém nesta concentracaoc de mag
nésio, nao houve restabelecimento do tamanho celular observadono
meio NAK. Uma possivel ‘explicagéo seria gque durante o tratamen
to do meiec NAK com alumina para a obtengac do meio NAKSA, ocor-
re a eliminagac de outros Ions juntamente com o fon magnésioc, os
quals seriam necessarios paré o crescimenteo normal dos microrga
nismos { tabela 21 ).

A formagac de aglomerados em algumas de nossas
culturas da linhagem $—-6 em meio NAKSA e NAKSA modificado, foi
provavelmente devido & produgac de substdncias aderentes, a

glicocAlice observada por CAPUTY e COSTERTON { 11 }. Este efeito
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foi tambén observa&o pox IKAMEKURA e ONISHI (41 ) em Micro -~
coccus varians , quardo adicicnaram 81 mM de Mgsod ac  nmeio
de cultura. Este comportamento ancrmal era acompanhado por dimi-
nuligdo na taxa de crescimento da cultura e um decré@scime na pro-
ducao de nuclease. De acordo com CAPUTY e COSTERTON { 11 ), uma
camada difusa e polianidnica de glicocBlice circunda as cé&lulas
de $. aureus tanto na forma capsulada come nao capsulada, sen~
do a sua produgao induzida nao somente ﬁar excesso, come também
por deficiéncia de nutrientes. Embora a finalidade protetora da
glicocdlice ainda nao seja bem definida, a sua principal fungao
parece ser a retengao de algumas enzimas extracelulares mais préd
ximas & superficie celular.

As_variagaes por nos observaéas no tamanho ,
aspecto celulax e_outras propriedades s3o consequéncias diretas
das condicdes de cultura. Estas caracteristicas revertem i nor-
malidade assim que as células afetadas sac incubadas no meic NAK
ou qualéuer meio adequadc ac desenvolvimento de estafilococos ,
o que & uma demonstragi inequivoca de que tais mudangas naoc es -
tio relacionadas a modificacbes gendticas.

Em relagao as enterotoxinas, a prédugéo de
EER foi bastante afetada por variégaes na concentracao de magné-
éio, enguantoe gue a concentragéo de EEA permaneceu consiamte
{ tabela 2 ). Comparandc a quantidade destas toxinas no meio
NAK e NAKSA, a produgao de EEB foi 18,4 vezes maior no melo
NAK, enquanto  gue a EEA wvariou  somente num fator de 1,31
vezZes.,

Esta observacio estd de acordo com 08 resul-

tados obtidos por varios autores ( 60,68,83 }, onde sempre a
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produgac de EEA foi menos afetada pelas gondigdes de cultura .
Este comportamento explicaria a maiorx incidéncia de inﬁoxica—
cao causada por EEA, como também o maior nimerc de linhagens
produtoras destas oninas em relagao a EEB ( 29,73 ).

Devido & baixa concentragac de enterotoxi -
nas presentes nos alimentos contaminados por linhagens de es-
tafilococos produtores de toxina, o© método de escolha para a
detecgac direta de enterotoxina no alimentc saco o método imu-
noenzimdtico ( ELISA ) e o radioimunocensaio {( RIA ) { 3,25, 50,
75,94,99 j. O método imunoenzimé#ico & bastante sensivel, sendo
o seu limite de detecgdo a nivel de ng de toxina por mhL { 25 ,
75,94,9% ). Tendo em vista que na linhagem 5. aureus 86, a
producac de EEA & baixa, © método imuncenzimdtico de alta sensi
bhilidade foi selecionado para a quantificagdo dirveta da toxina
‘no sobrenadante de cultura.

Porém, a desvantagem do métode de imunocen-—

salo em relagao ac radicimunoensaio & a possibilidade da ocor—

réncia de uma reacdo cruzada com a proteina 2, produzida por
S. aureus , principalmente guando se utiliza a imunoglobulinag G
obtida de coelhe { 25 ), como foi no caso desta pesquisa. Paxa

superar este problema, KOPER et alii { 49 )} tem utilizado frag-
mentos F(ab‘}2 de imunoglobuiina em vez de IgG integral. Entre-
tanto esta solugaoc seria muito laboriosa, além da perda parci-

al de atividade.

Uma -opgac recomendada por FREED et alii
( 25 ) & a diluicio de 10 a 50 vezes do sobrenadante a ser ana
lisado, © gue foi realizado na determinagao de EEA neste traba~

lho. Assim, os scbrenadantes de diferentes culturas foram dilq§
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dgs de 1/50 a 1/250 para a dgtecgéo de EEA. Mesmo assim, nao se
pode descartar alguma interfer@ncia de proteini A na quantifica
cao de EEA descrita nas tabelas 2, 7 e 10.

0 efeito do Ion magnésio.na produgao de en-
zimas extracelulares, DNAse e coagulase estac apresentados nas
tabelas 3 e 4.

De acordo com os resultades, a produgac de
coagulase nos méios NAKSA e NAKSA modificados sempre fol inferi
or & produzida no meio NAK. No entantb, a produgac de DNAse no
meio NAKSA + 1,11 ug/mL de.Mg2+ apresentou-se aumentada em
trdg vezes, guando comparada a produzida no_meio.NAK. A elimi
nagac de Ions através de tratamento com alumina também afetou
mais a liberacdoc de DNAse, 3& que a relagac da atividade enzimi
tica nos meios NAK / NAKSA foi de 10,35 para esta enzgima, en—
gquanto que a de coagulase foi dé apenas 4,41,

No meio NAKSA, com uma concentragao de 0,15
pg/ml de Mg2+, & se observou um aumento da atividade de DHNAse,
que atingiu o nivel maximo, aproximadamente 3,5 vezes ao valor
obtido no meio NAK ( 2,5 pg/mi de qu+ y, em torno de 1,11 ng/
wl, de Mg2+ ( tabela 3 ). A recuperagido da atividade nesta baixa
concentracidc & condizente com as observagtes de outros peéquiw
sadores, 32 gue segundo HURST et alii { 37 }, aé células danifi

cadas pelo calor recuperaram O seu contelido de magnésio a ceon -

6 u { 0,15 pg/mL ).

centracdes tho baixas como 3x10°
No meic NAK, a adicao de gquantidades crescen
tes de magné@sio, nao afetou a atividade de DNAse, nem o desen -

volvimento celular { tabela 5 )}, © gue estd de acordo com 05 Irg

sultados obtidos por MORITA et alii ( 69 ), onde 58 pg/mL de
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Mg2+ ndo causou efeito tdxico nos estafilicocos. Isto pode sex
explicado pelo fato guir o melio por eles utilizado nio foi
submetido a um tratamento prévio de extragdo de Tons,

Estes dados sugerem gue a atividade da enzi-
ma no meio NAKSA adicionade de magnésio foi incrementada devido
a uma alteragdo ac nivel de parede celular causada pelo dese -
quilibrio iénico, que de alguma maneira faciiitou a liberagao
enzimatica,

De acordo com 0s resultados apresentados na
tabela 13, observa-se que em meios contendo concentragoes baiw
xas de magnésio, meio NAK tratado, h3 uma diminuicio nio s6
dag proteinas extracelulares ( coagulase, DNAse e enterotoxinas),
como também da enzima intracelular desi&r@genaée latica. Assim,
pode—se inferir gue além de modificagac da permeabilidade das
estruturas externas do microrganismo, existe também um  efeito
ac nivel dé sintese proteica. O lon magnésic & importante na es
tabilidéde da estrutura dos ribogssomos, ocorrendo degradagéo
proteica na deficiéncia deste Ion { 40 ).

Coﬁcentxagﬁes de fons ferro e magnésic, su—
pariofes as encontradas no meio NAK, inibiu parcialmente a pro
dugaa das proteinas extracelulares em estudo { tabela 7 ),porém
nac houve qualquer efeito sobre a enzima lntracelular LDH {(ta
bela 13 ), provavelmente devido & mediacao do sistema de trans-
porte ac nivel da membrana celular., Isto leva a manutengac da
condicao intracelular o mais constante possivel, enguanto gue
as enzimas extracelulares, devido & sua localizagao na camada
externa durante a sintese, seriam mais afetadas por gualguer al

teragao das condigdes externas.
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A maior liberagdo de DNAse no meio NAKSA  +
1,11 pg/nl de Mg2+, comparada ao meio NAE ( tabela 3 ), nao po-
de ser explicada como injiria ac nivel da membrana celular, ja
gue todos os sobrenadantes anaiisados apresentaram resultados
negativos para atividade de enzima intracelular LDH { tabela 3).

A presenca de magnésio estabiliza a membrana
citoplasmatica. SCHERRER e CGERHARDT ( 85 ) trabalhando com

MgCl., na concentracac de 0,01 M, observaram uma redugao relati

2
vamente pequena, mas significativa na porogidade da membrana ci

toplasmatica.

0 aumento da atividade em nosso caso,- deve
estar relacionado com a maior produgdo e liberagao das protel .
nas extracelulaxeslam estudo, e nao a uma agao direta de magné-
sic ou da parede éelular na atividade enzimdtica. & adiééa de
maghésio e-componentes'da paiede celular ao schrenadante da cul
tura nos meios NAK, NAKSA e NAKSA + 1,11 pg/mL de Mg2+ nac afe
tou a atividade de DNAse { tabela 14, 15 2 16 ). '

TULLIS et alii ( 105 ) provaram gue o  ion
Ca2+ estabiliza a conformacac de DNAse aumentando a sua ativi-
dade, o© gue justifica a adigao deste Ion ao método de deter-
minacio enzimdtica de ERICKSON e DEIBEL ( 22 ). Por outxo lado,
nas nossas exﬁeriéncias, a parede polianidnica do microrganis-
mo, queladora de cations, niac teve qualguer efeito na ativida

de de DNase ( tabela 14 e 15 ).

Outro aspecto a ser considerado no efeito dos
fons cilcio e magndsic na atividade enzimatica, sao as observa
cSes de KIM et alii ( 45 ), onde grande nimero de vesiculas me

sossOmicas comegam a aparecery em presenga destes fons, Este
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efeito poderia ser causado pela sintese de menbranas envolvidas
na produgac e liberagac de exoenzimas e explizaria o aumento
de nivel enzimdtico observado em noséo trabalho.

Os mesmos autores { 45 )  trabalhando  com
penicilinase extraida de estafilococos, observaram que um auwmen
to da forga idnica do meic até um valor Stimo, parece estimular
a conversao desta enzima a forma extracelular. De acordo com
RKIM et alii ( 45 ), uma explicagac de  agao estimulante dos
fons cAlcio e magndsio na liberacio de penicilinase pode estar
baseada na estabilizag%q e consequente ativagao de proteases
responsaveis pela produgac de exoenximas. Segundo ICHIHARA et

=

alii ( 38 ), o rompimento da proteina com o peptidio "signal "
nZo 2 necessirio para o transporte através da membrana cito -
plasmatica, porém & indispensavel para a liberacao desta atra-

vas da membrana,

5.2 - Efeito de ferxro

Os resultados referentes ac efeito do Ion fer
roe nas propriedadeé estudadas estao apresentados nas tabelas 6,

7, 8 e 11.

Apesar do Ion ferro ter sido adicionade aos
meios de cultura na forma de Fez+, a oxigenagdo produzida pela
agitacfio das culturas deve ter oxidado total ou parcialmente es
te lon. 5. aureus S-6 foi incubado sob agitagao ( 200 rpm ) ,
43 que a aeragdo favorece ndo $0 o desenvolvimento celular, co-

mo também a produgao de exoproteinas( 83 ). De acordo com EMERY
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( 18 )}, & praticamente impossivel manter o ferro no estado diva
lente na presenca de oxigénioc dissolvido no weio e substdn -
cias gquelantes do tipo trihidroxamato, o mais abundante e oo~

nhecido entre 05 guelantes da natureza.

Assim, nas condigoes desta pesguisa, a aera-
gao deve ter oxidado total ou parcialmente o© Feg+ para Fe3+, o
que favorece a captacao do Ion pelo microrganisme, ji que o8
jons ferricos, diferente dos Ions ferrosos, sao fortemente gue-
lados peloé siderocromos.

Entretanto, o lon ferro na fbrma divalente &
um agente redutor moderadamente ativo { 57 ). A édigéa de fer-
re ne meio NAKSA + 1,11 pg/mi de Mg2+ teve um sfeito inibitd-
ric no desenvolvimento de 5. aureus S-6, com consequente dimi -~
nui¢io no peso seco e alteragao na morfologia celular { tabela
6 e figura 9 ), e producac de exoproteinas ¢ ;abela 7).

| Uma possivel explicagao para a agao inibito-
ria do Ion Fe2+ estaria baseada nos trabalhos de REPINE et élii
{ 90 ). Estes autores estudaram o efeito combinado de T:‘eSO{1 a
Agua oxigenada sobre a linbagem 5. auwreus 502 A. Estes compos

tos reagem entre si formando um radical hidroxila tdxico, de

acordo com o mecanismc proposto poxr FENTON:

Fe’t &+ H,0, ————> reot 4+ 0H + OH

Dado gue os estafiloceocos produzem H202 COMmO
subproduto de seu metabolismo respiratdrio, este mecanismo pode

ria estar envolvido no efeito observado em §. aurzus S-6.

De acordc com o0s resultados obtidos na tabg
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ia 7, ccncentrag&gs de ferro comprgendiéas entre 1,19 e 18,78
pg/mL produziram um decréscimo de 10,2 vezes na DNAse libera
da, em relagao ao meio NAKSA + 1,11 ng/mL de Mg2+ contendo 0,4
ng/ml de fexxe residual. '

Asgsim, pode-se inferir gue existe uma rela-
¢ho Otima entre as concentragoes de magnésio e ferro, tanto pa
ra o desenvolvimento da cultura, como para a prodagéo de excen
zimas, J& que po meio NAK com 2,5 pg/mL de Fe2+_ e Mg +, ocor
re maior produgao de DNAse. Quando este equilibrio idnico &

alterado, os efeitos se refletem na produgao e/ou liberagac

das mesmas.

Esta inibicdo nao parece ser devida a uma

acao direta do ferio'na atividade enzimitica, j& que a adigao de

ferro em concentragées grescentes ao sobrenadante da cultﬁralem
meio NAK, ﬁﬁo‘ diminuiu a atividade enziméticq'{ tabela 17 }.

O efeito inibitOrio foi constante para as
2%

concentracoes compreendidas entre 1,19 e 18,78 pg/mL de Fe no

meio NAKSA { sem adigao de Mg2+ }y, tabela 7.

Para verificar se o efeito inibitdrio era a
nivel de producio ou de secregdo, estudou-se a agao de ferrocem
excesso, sobre a DNAse ligada & superficie celular. Com esta fi
nalidade, utilizou-se a lisostafina, uma glicilglicina endopep
tidage gue atua ao nivel. da pentaglicina do peptidoglicanc aa

parede celular.

Desta forma, obtiveram-se duas fragoOes: par—
te da enzima foi liberada ac meio externo apds a ruptura da pa

rede celular e parte permaneceu ligada ao protoplasto.

0s resultados apresentados na tabela 11 mos

1

108



tra gue nac houve alte:agaa -d@tectével nas atividades de DNAse,
tanto na fracao liberada como retida no protoplasto, quando com
paradas com as mesmas fragoes celulares cbtidas de culturas de
senvolvidas em meio NAKSA + 1,11 ng/mL de Mg2+ Sem adigao de
ferro. Estes resultados, aparentemente discordantes com o efei-
to observado com ion ferro sobre a nuclease extracelular ({ ta
bela 3 ), poderia ser explicado pela pequena quantidade de
DNAse superficial na linhagem de §. aureus §-6, que & aproxi -
madamente 200 vezes inferior a DNAse secretada no meio de cultu
ra. Entretanto, 3& gue a fragao retida na célula &€ 200 vezes
inferior & guantidade de enzima total produzida, confirma gue
a agao do ion ferro ha DNAse secretada estd a nivel de pro -
dugdo. enzimdtica, e nao de retengao da mesma na superficie ce-
lular. |

Concentragoes de ferro em.torno de 1,11 pg /
ml, sac necessarias para a @Ibdugao dtima de coagulase ( tabela
7 }. Entretanto, o excessc do Ion & prejudicial & produgac de
enzima, embora nao seja tao drasticémente inibida pelc ferro,

como © 2 a DNAse.

Um fato interessante observado foi o estimu
lo da produgao de EEA pela adigdo de concentragtes de ferro até
4,0 pg/mL no meio NAKSA + 1,11 pg/miL de Mgz+, enquanto gue pa-
ra a EEB ocorreu inibigac para todas as concentragoes adicio -

nadas ( tabela 7 ).

A importdncia de uma concentracio minima de
ferrc na produgao de enterotoxina fol analisada por MORITA et
alii { 69 ), gue verificaram uma produg%o maxima de enterotoxi-

na apbs a adigac de 5,0 ug/mL de M92+ e 0,5 ug/mi de fexro.Em
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nosso caso, 0,4 pg/nb de fex:o presente no meio NAKSA, adiciona
do de 1,11 ng/mL de Mg2+ foi o suficlente para a predugac Oti=
ma de EEB. -

0 tratamento prévio com alumina para a re-
mogac de Ions, deve produzir um desequilibrioc idnico que torna
critica a relagac interidnica entre os lons mais importantes
no desenvolvimento da cultura. Deve-se levar em conta que o
meio NAKSA contendo 0,4 pg/mL de ferro residual, propicia o)
crascimento de estafilococoes neste'meio, e esta guantidade de
ferro seria suficienﬂe para o desenvolvimento da cultura, quan
do o Ion magnésio estiver presente na concentracdo de - 1,1l
ng /. Aséim, a adicao de ferro nas concentragoes compreendi-
das entre 1,19 e 18,78 ug/mL.  ao meio NAKSA + Mg2+ inibiu par-
cialmente a producac de EEB. A EEA foi afetada apenas na con-
éentragéo de 18,78 pg/mL, o gue estd de acordo com as obser—
vagbes anteriores, em que esta toxina & menos afetada  por

variacOes nas condigoes de cultura.

Para cada microrganismo existe uma concentra
cao Stina de ferro para seu metabolismo particular, o que
se traduz numa pxodugéo\étima de enzimas e outros metabdlitos
{ 69, 97 }.

Deste modo, a produgdo de hemolisina por Lis
teria monceytogenes & inibida poxr uma.caacentragéo de ferro de
2 M (15 i, Porém concentragoes Otimas de ferro sRo necessirias
para a proéugao de diversas toxinas { 69,87 ), embora um axces—
so deste Ton afete negativamente a produgac de metabllitos ex

tracelulares, comoc foi observado nesta pesquisa.

Por outro lado, SIEGEL ( 37 )} obserxvou gue
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a toxina botulinica tipo A pela linhagem HALL, nac & afetada
por concentragﬁes de ferro de 0,1 a 10,1 ng/mL, o gue corres-
ponde a uma variagao de 100 vezes no nivel do Ion.

Em resume, em forma geral pode-~se dizer gue
uma guantidade adequada de ferro € necessdria para a producac de
EEA e coagulase, enguanto que a adigac de gualquer quantidéde
de ferro foi prejudicial a produgao de EEB e DNAse. Isto signi-
fics gque o ferro residual presente no meio NAKSA € suficiente

para a produgao destas duas proteinas.

5.3 = Bfeito da conalbumina

Dé acordo com EMERY { 18 ) e BULLEN et alii
({8 ), as transferrinas, proteinas transportadcras de ion fey-
ro , desempenham papéis de de;taque COMQ barréiras na infec -
cdo Dbacteriana, impossibilitando a utilizagao de ferro pe -
los microrganismos . Esta mesma barreira & realizada pela co~
nalbumina do ove, gue apresenta propriedades idénticas as

transferrinas do sangue.

Quandc o meic NAKSA adicionado de 1,11 ng/mL
de Mg2+ fol comparado a0 mesmo meio adiclonado de 3,0 g/l
de conalbumina, observou-se Jgue nao existe nenhum efeite des
te quelante no gue se refere & produgaoc das proteinas ex—

tracelulares { tabela 10 ).
Entretanto, comparando-se o desenvolvimento
da cultura e producido de proteinas extracelulares no meio NAKSA

{ contendo apenas 0,1 ng/ml de Mg2+ } & o mesmo meic adiciona-
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do de conalbumina, obsexrvou-se gue neste meio houve maior pro
dugao de proteinas extracelulares ( tabela 10 j.

Uma possivel explicacao pa?a este resultado
seria gue num meic tac carente como o meio NAKSA, o microrga-
nismo desenvolve a capacidade { indugac enzimdtica ) de utili-
zar a conalbumina. Por outro lado, poderia também ocorrer a
introdugac de pequenas gquantidades de contaminantes idnicos,que
seriam imprescindiveis ao desenvolvimento do microrganismo. Gg
tra possivel explicacac seria gue o'sistema quelante do ion fer
roc em 5. aureus apresénta S uma constante de quelagao maior do
gue a conalbumina. Desta forma, ¢ ferro remanescente no - meio
NAKSA ( 0,4 pg/mL ) seria captadé preferencialmente pele microxr
ganismoe. Esteé acontecimentos poderiam estar ocorrendo separa-
damente, ou ainda poderia acentecef uma combinacac das hipbte—
ses apresentadas.

Deste * modo, na existéncia de ions contami -~
nantes introduzidos juntémente com a ¢onalbumina, estes podem
ser preferencialmente captados pelos siderocromos de 5.aureus.

Cohsiderando esta capacidade de crescimento
de 8. aureus na presenga de conalbumina, SAFONOVA et alii { 92)
propoem & utilizagéé desta proteina para diferenciar 8. aqureus
de estafilococos coagulase negativos, 38 que os Gltimos sac ini
bidos pela conalbumina.

Entretanto, de acordo com VALENTI et alii
{ 108 }, nem todos os estafilococos coagulase negativos sao i-
nibidos pela conalbumina, e os xresultados obtidos nac  foram
conclusivos a respeito. Estes autores analisaram a sensibilida

de 3 conalbumina de 150 linhagens de estafilococos obtidos  de
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isolados clinicos. Todas as linhagens de 5. aurews apresenta -
ram~se resistentes, ewguanto gue os estafilococos nao classi =
ficados como S. aureusg apresentaram resisténcias varidveis.

Os sistemas gquelantes de Ions de §. aureus
sao pouco estudados, porém pesquisas realizadas por MASKELL(62).
indicam gue o mecanismo de gssimilag%o de ferro entre entercbac
térias e estafiloqoccs seja semélhante; i& que a enteroguelina
produzida pelas entercbactdrias & utilizada pelos estafiloco ~
cos. Entretanto, para afirmar que os estafilococos produzem a -
gentes quelantes de'estxutura semelhante a enteroquelina S0

necessariocs provas mals conclusivas.

5.4 - Enzimas extracelulares associadas a superficie celular

As enzimas coagulase e nuclease foram estuda
das em funcio de sua associagdo a superficie celular.
Estas enzimas foram liberadas das estxutu -

ras externas do microrxganismo com O auxilio de lisostafina &

ultra-~som.

A lisostafina apresenta trés atividades enzi
maticas diferentes: wuma endopeptidade ( glicilglicina endopepti
dase ), gue € a fragéo mais ativa; uma ende B~glucosanminidase,
e uma amidase ( fcido acetil murdmico-L-alanina amidase )} ( 12,
97 ).

Segundo CIZANI et alii ( 12 ), a concentra
¢ao minima inibitOria de lisostafina para §. awreus estd em

torno de 2,5 pg/mL. Baseado nestes dados, a concentragac utili
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zada foi de 5,0 npg/mL de lisostafina, para o rompimento da pa~
rede celular.

Pelos vresultados apresentados na tabela 11,
a quantidade de nuclease presente na superficie celular ( tanto
na parede como a ligada ao protoplasto ), & muito inferiocr, enm
torno de 200 vezes, & gquantidade presente no sobrenadante { ta-
bela 3}, o que difere dos dades obtidos por OKABAYASHI e MIZUNO
¢ 77 ). Segundo estes autores, um gquarto da atividade de nuclea
se emS, aureus 209 P apresentou-se como nucléase ligada as
células. Quando estas células foram convertidas em protoplas -
tos através da enzima L~11 de Flavebacterium sp, a huclease
ligada foi liberada ao wmeio sem gue ccorresse lise dos proto-
plastos. A diferen¢a na guantidade encontrada pér OKABAYASHI e
MIZUNG ( 77 } elﬁesﬁaipesquisa pode ser dévida d diferenga nas
‘linhagens utiiizadas.

A nuclease ligada piévavelménte seja uma for
ma intermedilria na formagao de nuclease extracelular expressa
pelo mesmo cistfon, 'e-que esteja ligada a certos componentes da
superficie celular, possivelmente aglicares ( 78 ). A conversao
da enzima ligada para extracelular poderia ocorrer pela remo—

cdo de certos componentes da molécula.

puando se compara a DNAse superficial presen
te na superficie de 5. aureus S-6 desenvolvidas em meic® NAK
e no meio NAKSA + 1,11 pg/mL de.Mg2+ , nac se observaram dife-
rengas guantitativas, indicando gue a produgao global de

DNase & maior no segundo meio. ( tabelas 3 e 11 ).

A gquantidade de nuclease liberada pela lisos

tafina equivale aproximadaménte A gquantidade presente nos proto
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plastos, em todas as culturas analisadas. A diferenga entre
a concentracio de enzima no scbrenadante e nas duas fragoes, in
dica gque esta enzima, uma vez produzida, 1dgo atinge o© melio
exterior, sem ter a possibilidade de se acumular na parede ce-
lular. Estas enzimas superficials devem estar firmemente associ
adas & parede celular, j& que nio foram liberadas pela  agado
de ultra-som.

Em relagao & coagulase, nao se detectou ne-
nhuma atividade enzimatica nas célﬁlas tratadas com lisostafi-
na, o que esta de acordo com os resultados obtidos por  EN-
CELS et alii {( 21 ). Entretanto estudos posteriores realiza -
dos por ENGELS e KAMPS { 20 )} relatam que 813 da coagulas; da
linhagem 5. dureu6184 estava ligada ao protoplasto, podendo ser
liberada por Triton X-100, O'resténte estava localizado no es-—
pago “"periplasmico”, e era liberado durante a formagao de pro
toplastos. De acordo com os autores ( 20 ), a ndo demonstra -
cao da coagulase ligada nos trabalhos antericres deve-se por
am lado, ao uso de células gue nao produziam grande guantidade
desta enzima, e por Cutxo porgque o método utilizado néd épre"
sentava suficiente-sensiﬁilidade, ?rovavelmente ambas seriam as
explicagoes para os resultados negativos nesta pesquisa, 18 que
8. auveus S-6 produz pouca coagulase, guando comparada com ou-
tras linhagens, e o método utilizado & menos sensivel gue o u-
tilizado por ENGELS e KAMPS ( 20 ).

De acordo com pesquisas realizadas por va -
rios autores { 20,45,98 ), a interagao hidrofdbica ou hidro-
fila entre a superficie celular e as proteinas extracelula-

res parece desempenhar um papel importante na retengao des -
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tas proteinas, sendo que éada proteina apresénta caracteris -
ticas perculiares na sua interagao com a superficie celular.

Assim, de acordo com COLES e GROSS { citado
por KIM et alii, 45 ), uma porgao da penicilinase de §. au -
reus estd idnicamente ligada A superficie da parede celular e
podé ser instantaneamente liberada por certos Anions, |

A ligagﬁé-iﬁnica também deve ser o tipo de
associagac gue apresenta a fosfatase alcalina com a membrana de
B. licheniformis MC 14, ja que ;praxima&amente 80% desta enzi-
ma foi extralida com 1,0 M de Mg2+; sende a enzima remanescen-
te, extraida por detergente catiénico, indicandoe uma interagao
hidrofobica ( 98 ).

Sequndo SPENCER et alii { 98 5, todas as
fosfatases alcalinas, tanto as liberadas como as assocliadas &
superficie celular, apresentavam ¢ mesmo peso molecular, e suge
re que a conformagac da enzima extraida por detergente expbe mais
residuoé hidrofdbicos do gue a extralda poxr sal. A hipdtese de
gue a mesma proteina possa ser solivel ou expor seus  resi-
duos apolares e se inﬁegrar com a bicamada‘da ﬁembrana, tem si~
do ohservado com a proteina-1 soliivel da membrana externa de
E. cold , qgue pode integrar—-se espontaneamente & membrana e
formar poros { BENZ et alii, citado pox SPENCER et alii, 98 ),

Assim, na fragao de DNAse liberada pela 1i -
sostafina, a interagac da enzima com a superficie celular pro -
vavelmente seja wuma interagao do tipo idnico.

Desta forma, a maior producac de DNAse ne
meio NAKSA contendc magnésio poderia ser devide a uma maior 80

lubilizagao desta enzima no meio externo, come acontece com a
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fosfatase alcalina de B. [icheniformie .

Em relacac & DNAse presente nos protoplastos,
provavelmente esta ainda estejé associada & membrana citoplasnd
tica, através de uma interagdo hidrofébica. Esta inferag&o po -
deria ser devida & presenga da regiao "signal" de proteina ex
tracelular, ou através de uma exposigac de regites apolares da
enzima.

Como ja foi diséutido, nesta pesquisa nao foi
possivel detectar coagulase associada As células de S. aureus
$-6. Estudos feitos por ENGELS e KAMPS { 20 } indicam que a
maior parte da coagulase na linhagem 5. aureus 104 estd liga
da ﬁidrbfobicamente 3 membrana celular, sendo liberada por de -
soxicolato de séﬁid e Triton X-100.

5e,acordo com og auvtores { 20 ), a adigéo de
2% de NaCllﬁEO influe na producao de ceagulas? livre, em con+-—
traste com a coagulase ligada, gue diminue 16 vezes. Ur aumen-—
to na concentracio salina geralmente aumenta a ligagac hidrdfi-
ia & membrana, e assim, provavelmente diminuem os locais hi -
drofdhicos. Consequentemente, guando se considera a forma liga-
da como precursora da forma éxtracelular, o "turnover®” deste
precursor tem de aumentar consideravelmente, resultando numa
diminuigao da enzima ligada & membrana.

Cutra pOSsivel.explicagéo. para o aumento
de coagulase livre seria o aumento da atividade das proteases
pelo sal, como ja fm‘. discutido.por KIM et alii { 45 ), en
qﬁe pode ocorrer ativagao de serina proteases na presenga de

certos cations.

Um pogsivel mecanisme para a agao inibitéria

do fon ferro seria a inibigao da serina protease, uma enzima im
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portante na libgra@ﬁo de produtos extracelulares retidos na mem
brana. Entretanto, nac se podem tirar conclusues, devido 3 pe-
guena guantidade de DNAse superficial na linhagem estudada( ta
bela 11 ). |

Por outro lado, a nivel de superficie celu-
lar, o ferro poderia competir com outros ¢ations pelo sitioc re-
ceptor, por exemplo, magnésio, o gual & necesgdrio para o mi -
crorganismo em guantidades relativamente altas. Se o ferro in -
terferisse na entrada de magnésio a célulé, concomitantemente

afetaria a sintese proteica.

5.5 - BEfeito do tempo de armazenamento e do nimero de transfe -

réncias da cultura na produgac de proteinas extracelulares

Compafando o comportamento da linhagem S. au
reus S5-6 mantidb scb congelamento, refrigerég%a a 1o6eC é tréng
feréncias sucessivas,_observa—se vma diferencga guantitativa na
produgac de diferentes proteinas extracelulares ( tabela 18 }.

A produ§30 de coagulase fol a caracteristica
que apresentou mais variagbes em fungac destas condigoes. A
produgac de puclease foi menos sensivel as diferentes cdndigées
de armazenamento, motive pelo qual f£oi selecionada para O nog
s estudo. |

Este comportamento da coagulase fol observa-
de por outros pasquisaddres, come ENGELS et alii ( 21 ) tra-
balhande com a lirhagem 5. aureus 104. De acordo com estes an

tores, o controle da produgac desta enzima & complexo, sendo a
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perda da capacidade de produgao, depen&&ntg das condigoes de
cultura,

‘As culturas nao hemeliticas, quando inocula
das em caldc NAK, apresentaram'melhar desenvolvimento & forma-
gac de aglomerades celulares. Isto pode ser explicado pela 1i -
beragac de componentes aderentes do tipo glicocdlice na super -
ficie celular, que mantém a coesao das células. Consequentemen
te, as enzimas extracelulares, importantesna aquisicao de nutri
entes sac mantidas .préximas & superficie, o© que propiciaria
um maior desenvolvimento de massa celular.

Segundo CAPUTY e COSTERTON { 11 ), a\fermau
cao de microcoldnias por §. aureus & de muita importancia para -
a sobrevivénciaxdb\microrganismc, devido & natureza  puramen-
“te extracelular de muitos processos bacterianos enm urganismos
Gram positivos, gue dévem'liberar um grande nimero de enzimas
para o meié extefior. Obviamente, seria de grande wvalor meta=-
bBlico, a capacidade de reter estas protelnas préximas is c8 -
lulas produtoras, paré obter metabdlitos assimildveis com o ﬁi
nimo de esforge metabdlico,

Todas estas alteragoOes sao possiveis de ocor
rer durante transferdnctas sucessivas, nao s& na produgac de

enzimas extracelulares, como também em relagao & variagao an -

tigénica ( 82 ).

A maior liberégéo de certos exoproteinas com
a simultanea diminuigéo de outras, de acordo com o5 dados apre
sentados na tabela 18 e 19, pode sex explicada pelo mecanis
mo de compensagaoc pleiétréfiaa px0pos£o por COLEMAN ( 13 }. Es-

te autor, estudando variantes da linhagem de 5. qureus Wood
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46, observou gue a formacac de prat@ina extracelular total per-
manecia constante, porém ocorria variagtes quantitativas entre
as diferentea_exapxoteinas.

Deste modo,'existindc um mecanisme compansga -
dor para saturar a capacidade produtora das proteinas extracelu—
lares, ndo & de se estranhar esta variacio , com o© aumento de
alguns componentes e a simultanea diminuigac de outros. Segun-
do COLEMAN et alii ( citado por COLEMAN, 13 )}, se uma mutagao
causa perda de um prbduto extracelular principal, a capacidade
biossint@tica estaria disponivel para produzir gquantidades adi -

cionais de outras protelnas extracelulares.

5.6 - Estudo da estrutura de parede celular por difragac de ral-

os X. : ' .

De acordc com os resultados apresentados Inas
figuras 10, 11, 12 e.lé, os diagramas da parede celular e hda
célula integral de §. aureus S-6, assim como os diagramas obti-
dos das ceélulas desenvolvidas no meilo NAK e NAKSA foram bastante
semelhantes, nao se Gbséxvando diferengas ne espagamento da di -
fragao orientaaa.'Portanto, apesar de ter observade uma altéra -
cido marcante na coloragao de Gram entre as células desenvol -
vidas no meio NAK e NAKSA ( figuras 6 e 7 }, a malor retengao de
corante neste Gltimo provavelmenté nao se deve a alteragao na
estrutura da parede celular. Porém, a espessura da parede celu -
lar deve estar aumentada em J. aureﬁs 8~-6 desenvolvido em

meioc NAKSA, devido & menor guantidade de autolisinas. Isto @&
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esperado, j& que a produgao geral de p:otéinas, tanto extrace~
lulares como intracelulares estd diminuida no n=io NAKSA { ta ~
belas 2, 3, 4, 13 ). )

Além da importancia do magnésic no contro-
ie da divisao celular, como foi discutido por WALKER e DUFFS
( 109 ), esta diminuigac de autolisinas deve ter dificultado
ainda mais a multiplicagac celular no meio NAKSA, impossibili-
tando a localizagac de componentes da parede recém~sintetiza -~
dos no septo intercelular. Consequeﬁtemente, deve ter cvcorrido
um empilhamente dos coﬁﬁonentes da parede a medida que exram
sintetizados, aumentandc a espessura da mesma.

A semelhanca obtida nos diagramas de dif;a -
cido de raios X das células desenvolvidas nos meios NAK e NAKSA
& céndizente com os resultados apreéentados por LABISCHINSKI
et alii { 51 ), onde os diagramas de difragao, tanto de bacté~
rias Gram positivas ( 5. aureus, M. Zuteus i, como de Gram
negativas ( E. coli) foram guase ideénticas. Segqundo BURGE et.
alii ( 9 ), os peptidoglicanos de diferentes espécies bacteria—

nas parecem apresentar a mesma estrutura geral.

Deve-se considerar também a grande guantida-
de de Acidos teicdico ou teicurdnico presente na parede ce-

iular destas bactérias Gram positivas.

A guantidade relativa de dcido teicdico e/ou
teicurénico. depende do meic de crescimento { 9,996,110 )}, prin-
cipalménté no que se refere ao desvio da concentragac de fosfa-
to. Esta situagao deve ter ocorrido no meio NRKSA, ja que a
alunpina remove os diferentes fong, indiscriminadamente. Assim,

o desvio de fosfato no meio NAKSA provavelmente conduz simul -
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taneamente a mudangas na guantidade relativa ém acido teicdico
e teicurdnice incorpor:do na parede celular.

Entretanto segundo SCHOCEMAN e BARRETT
{ 96 }, as bactérias organizam a parede celular mantendo uma
composigao guimica constante, existindo inclusive uma relagao
constante entre os polimeros de peptidoglicanc e nao peptidogli
cano. Esta relacao & valida mesmo na deficiéneia de fosforo, o
gue poderia explicar a constancia nos diagramas de raios X en-
tre as células desenvolvidas no meio NAK e NAKSBA,

Dé acordo com BURGE et alii ( 9 )}, os acidos
reicdico e teicurdnico sao importantes como moléculas ligantes
flexiveis, 1J& gue mantém as cadeias de glicanc da parede in -
tegral numa forma menos distorcida, estabiiizahdo asgim a rede
de peptiﬁéglicano; Estas moléculas resistem a atritos  entre
as camadas adjacenﬁes'de pepﬁidoglicamo, aésim como permitem a
expansép-aﬁ contracao da rede do polimero, Deste modo, a remo-
cao dos Geidos teicdico e teicurdnico da parede resulta -em
uma redugéo da éstru?ura ordenada do peptidoglicano { 10 ).

Nas experiéncias com raios X, houve muita Gi
ficuldade em obter reflexdes orientadas, ocorrendc em muitos ca
sos, a ndo obtengdo de resultados.

De acorde com FORMANEK {( 23 ), a ocorréncia
de uma estrutura cristalina ideal & praticamente impossivel em
polimeros bioldgicos e sintéticos. Assim, estes polimeros sem -
pre levam a formagao de estruturas paracristalinas,'onde exis
tem poucas regioces ordenadas. A estrutura paracristalina confe
re a estsbilidade e a flexibilidade, porém dificulta a cbtengao

de reflexbes orientadas nos diagramas de difragao de raios X,
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Por outro lado, esta flexibilidade confere & pare
de celular, maior permeabilidade para as virias macromolécu -
las que atravessam livremente esta estrutura, 3& que segundo
SHOCKMAN e BARRETT ( 96 3}, teoiicamente a parede deveria impe-
dir &a passagem de moléculas com pesc maelecular superior &
1.200 , © gue nao & valido biologicamente.

Além disse, segundo LAPIDOT e IRVING ( 55 ,
56 }, existe uma consideravel mobilidade nas regides da inter -
ligagao de pentaglibiné em 5. aurews , sendo esta dependente
do grau de empacotamento das cadeias de glicano.

Todas estas propriedadés da parede ceiular,
favoraveis & sobrevivéncia do microrganismo, devem ter dificul
tado a obtengao @e‘reflexaas orientadas no estudo da estrutu-
ra por difragao de raios X. |

| Tendo em vista a semelhanga dos diagramas de
difracac de raios X obtidos com as células de S. aureus 8-6
6esenvolvidas em diferentes meios, escolheu-se © diagrama da
parede celular em meid NAK { figura 11 ), como referéncia para

os estudos comparativos e discussac da estrutura de parede ce-

jular em §. quraua.

guando se analisam as vérias reflexOes cb£i~
das neste diaérama, apresentadas na tabelé 20 e esquematizg
das na figura 14, verifica-se qué'as reflexdes obtidas neste
rrabalho s3c muito wmais orientadas e em maior nimero, em re-
lagao aocs resultados obtiaoé por FORMANEK et alii { 24 }, BUR-

CE et alii { 8 } e LABISCHINSKI et alii { 51 ).

A experiéneia com parede celular de §. aure-

ug 5-06 resultou em reflexdes com periodicidade de 4,71; 5,36;
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8,77; 13,713 22,31 e 27,68 A ( tabela 20 } .

Entretanto apenas duas reflexCes com peri=
odicidade de aproximadamente 9,4 % e 4,5 & coincidem em todas
as referéncias citadas, o que deve corresponder aos hales difu
508 hl & h3 em 8,77 2 e 4,71 A obtidos nesta pesquisa.

Deve-se ressaltar porém, gue o nosso método
de preparacao de amostra difere daguele usado pelos autores ci
tados. Eles utilizaram camadas secas de células ou parede ce
jular. No nosso caso, a dispersdao de células e parede celularx
foi parcialmente desidratada em ambiente fimido e mantida nestas
condigtes durante a exposigao. Isto pode ter preservado a or-
dem dos biopolimeros na parede celular, dando origem a mais re-
flexdes nos diagramas de difragao. |

_ Cﬁm referéncia & relagdo entre reflexoes pre
‘sentes nes‘diégramas de raios X e as periodiéidades existentes
na estrutura molecular da parede celular, nac existe concor -
dancia entre os autores na literatura atual, -

FORMANEX et alii { 24 ) cita gue de acordo
com WEIDEL e PELZER, a distancia entre as cadeias de peptido~
glicano sejé de 4,4 A. vPorém, segundo LABISCHINSKI et alii
{ 51}, a dist%naia de 3,0 a 4,0 A & muito peguena para O
empacotamento' das cadeias de glicanc. Neossos diagramas da pa-
rede celular de 5. aureus S-6 . também apresentaram um halo
difuso e nao orientado hj ) em 4,71 A { tabela 20 ). Entre -
tanto, esta periodicidade também pode ser devida a presencade
componentes lipidicos na paxeée*. 0 5. aureus & uma bactéria

pigmentada,'sendc este pigmento de natureza carotendide, e 3a

* . Comunicacio pessoal de Dra I. L. Torriani.
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que nenhum tratamento foi realizado para a remogio de lipidios,
pode ser que estes sejam responsivels pela reflexac nesta pe -
riadicidade.

A periodicidade em torno de 9,4 A B impor -~
tante, uma vez que esta reflexao tem sido utilizado por FORMA-
NEK et alii ( 24 ) como argumento para o modelo tipo gquitina,
na porcao glicano da mureina. Porém as publiﬁagées recentes re-
jeitam esta conformagaoc para o peptidoglicanc ( 3,10,51,72 } .
Deste modo, LABISCHINSKI et aiiim{ 51 ) argumentam que a difra
cio de raios X de proteina A, um cdmpanente da parede de S,.ag
pone tambdm apresenta reflexdes bastante semelhante & quiti-
na, embora ndo apresentasse nenhuma relagac estrutural com a
guitina.

_ Estudos conclusivos rejeitando o modelo ba -~
seado em quitina tem sido apresentado por NAUMAN et alii{ 72 ),
utilizando espectroscopia de infravermelho.

Em relagic & conformagac da cadeia'de glica
no nas camadas de parede celular, as propostas sao bastante
diversificadas. Enquénto que BURGE et alii { 9,10 ) propoem a
existéﬁcia de regites tridimensionais semelhantes a cristal (en
bora bastante desordenadas ) , LABISCHINSKI et alii { 51 ) su -
gerem uma estrutura em camadas sem grandes diétorgaes, com des-
locamentos ao acaso das camadas sucessivas. 08 resultados obti
dos nesta pesguisa indicam gue existem regides bastante orl
entadas na parede celular, o que leva a reflextes nitidas e

orientadas nos diagramas cbtidos.

2 estrutura tridimensional do glicanc foi

proposta por LABISCHINSKI et alii { 51 )}, BURCE et alil ( 9,
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10 ) e FORMANEK et alii ( 24 ). Porém nenhﬁm trabalho ainda
tem conclusces definitivas sobre a conformagao do peptidoglica
no, permanecendo a necessidade ae novas investigacoes para sua
elucidagao.

As reflexoes de baixo &ngulo obtidas neste
trabalho ( 13,71; 22,31 e 27,68 A ) certamente estdo velacio-
nadas com a estrutura e organizagao de varios componentes aa
parede c‘nelula:;:,I tendo inclusive malor importancia do que as re
flextes de adngulo maiorxr. Entretanto, apenas com estes resulta-
dos, nac se pode conéluir qual estrutura seja responsavel por
estas reflexdes orientadas e nitidas nos diagramas.

A elucidacao completa da parvede celular ain-
da requer muitos estudos. Na'bacteriologia, ela desempenha um
papel de aestaque, ja que © alvo de varios éntibiéticos & a
parede celular, assim domd todos os nutrieﬁteé, ou enzimas ex-
tracelUlarés; toxinas, proteinas.receptoras e outros metabd -
litos devem.atravessax esta camada de peptidogiicanmhpara atin

gir ¢ seu objetivo.
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& - CONCLUSQOES

Baseade nos resultades obtidos, pode-se

concluir gue :

- 0 equilibrio idnico € fundamental para o desenvolvimento nor-
mal das qélulas de S. aureus 8-6. Desta forma, o tratamento
do meio de cultura com alumina, produz um desequilibrio, tor-
nando critica a relacio entre os Ions importantes para o

desenvolvimento do microrganismo, principalmente de magnésio.

? o  desenvolvimento anormal de 5. aureus ' 5-6 em meic NAKSA foi
observada.através do estudo de algumas propriedades, consta -
tén&o?se:

—~ Diminuigao de peso seco,

- Alteragao né'morfologia celular com desenvolvimen-
to dé células gigantes e abexrantés, gque aprésen“?
tam alteracao na coloragao de Gram.

- Diminu;géd na produgdac de protelnas extracelulares
como DNAse, coagulase, enterotoxinas A e B, assim

como a enzima intracelular desidrogenase latica.

- A producao de coagulase, enterotoxina B e a enzima intrace
lular LDH foi incrementada com a adigzo de magnésio ao meio
NAKSA, porém ndc atingiu os niveis cbtidos no meio NAK. O au-
mento da atividade de DNAse nao se deve & injiria celular
a nivel de membrana, j& gue todos os sobrenadantes analisa-

dos apresentaram resultados negativos para a atividade de LDH,.
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- A adicac de Ton ferro ao meic NAKSA + l,ii ug/mL de Mg2+ teve
efeitos adversos para o desenvolvimento de 8, aureus $-6, pro
duzinde wuma diminuicaoc tanto no peso seco, come na produgao
de DNAse e enterotoxina B.

~ A diminui¢ac da atividade de DNAse nao se deve ao efeito dive
to do ferro na enzima, jA que a adicao deste Ion no sobrena -
dante da cultura em meio NAK, nas concentractes estudadas,nao
alterou a atividade enzimitica.

-~ A produgao de LDH nao foi afetada pela adigéo-de ferro, pro -
vavelmente devido & manutencado das con&iéaas intracelulares,
através de uma agao do sistema de transporte a nivel . de

membrana celular.

- A adigao de conalbumina ao meio NAKSA estimulou a produgac de
proteinas extracelulares. Uma possivel explicacdac para este
fato seria a intreodugac de contaminantes idnicos juntamente

com a conalbumina, o gque propiciaria um maior desenvolvimen

to do microrganismo,

-~ As enzimés extracelulares c¢oagulase e DNAse foram analisadas
gquanto a associagao com a superficie celular, podendo-se con—
cluir a partir dos resultados gue:

-~ A guantidade de nuclease presente na superficié ce
lular & aproximadamente 200 vezes inferior 3 mes—
ma enzima presente no scobrenadante de cultura.

- A guantidade de DNAse liberada pela lisostafina e~
guivale aproximadamente 3 presente nos protoplas-—
tos, indicando gque esta enzima, uma vez produzida,

logo atinge o meio exterior, sem se acumular na
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parede celular.
- As enzima: superficiais devem estar firmemente as-
sociadas B parede celular, jJ& gue nao foram libe

radas pelo ultra-som.

- A anflise de parede celular e de células integrais de §. au -
reus S—6 por difragac de raios X indica gque o desenvolvi-
mento do microrganismo em meio NAKSA nga alterou a estrutura
tridimenéional da parede, embc;a tenham sido observadas alte-

ragaes nmorfoldgicas marcantes na microscopia Gtica.
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8 ~ APENDICE

TABELA 21 - Composicao idnica do meioc NAK e NAKSA.
( retirado da refexéncia 8L }

Concentragao de cition em meio
Cations Fator de redugao

( dg/wl )
{ NAK : NAKSA )
NAK NAKSA
Mn a,2 0,1 2,0
co : 0,2 0,05 4,0
Fe 2,5 0,4 | _, 6,2
ca 9,0 0.9 10
Mg 2,5 0,1 25
.zg 3,0 . 0,1 30
Cu ' 0,5 < 0,01 ' 50
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Figura 15 - Curva padrac para a determinagac de DNAse

pelo método turbidim@trico.
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Figura 16 - Relagac entre concentracao de DNAse e subs-

trato despolimerizado
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Figura 17 - Curva padrac para determinacao de coagulase

pelo método guantitativo ( retirado da refe

réncia 84 ).
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FPigura 18 ~ Curva padrao para a determinagac de enteroto-

xina A pelo método imunoenzimadtico.

148



Concentragic {ug EEB/mL)

100

1 ' K A i Fl 1 L i, A
1 3 5 7 8 11 i3 15 17

Comprimento {(mm}

Figura 19 - Curva padrdo para a determinagao de entero-

toxina B pelo wétodo de OUDIN.
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Figura 20 - Determinagac do tempo de reagao enzima -

substrato para desidrogenase latica.
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Figura 21 -~ Curva padraoc para a determinagao de desi

drogenase latica.
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