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Resumo: A mastite € uma das principais doencas que acomete os rebanhos leiteiros no mundo, e
tem como principal agente etiolégico o Staphylococcus aureus; bactéria recentemente
classificada pela OMS como “alta prioridade” no ranqueamento mundial de P&D, por apresentar
grandes ameacas a saude humana e animal, portanto, necessita de intensas pesquisas e
desenvolvimento de novos medicamentos e vacinas mais eficientes. O biofilme é um importante
fator de viruléncia produzido por esta bactéria e tem como principal componente o poli-/V-
acetilglicosamina (PNAG). Dessa forma, este trabalho prop6e o estudo por espectroscopia Raman
do PNAG de S. aureus e sua aplicacdo como alternativa nao destrutiva para determinacédo do
grau de desacetilacdo deste polimero. A caracterizacdo do polissacarideo foi realizada pela
espectroscopia Raman.
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Characterization of Poly-/NV-Acetylglucosamine extracted from Staphylococcus
aureus by Raman spectroscopy

Abstract: Mastitis is a important disease that affect the dairy herds around the world, and its
main etiological agent is Staphylococcus aureus. This bacteria recently classified by the WHO as
a "high priority" in the ranking of the world's R&D priority, because it poses great threats to
human and animal health. Thus, is needed constant research for development of new drugs and
vaccines. Biofilm is an important virulence factor produced by this pathogen and its main
component is poly-N-acetylglucosamine (PNAG). In this context, we used the spectroscopy to
characterize the PNAG of S. aureus and to determine its degree of deacetylation.
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Introducao
Considerando o grupo de bactérias patogénicas para mamiferos, Staphylococcus aureus é
classificada pela OMS como de “alta prioridade”, devido a variabilidade genética, histérico de
multirresisténcia a antibidticos e por apresentar grandes ameacas a salde humana e animal. Esta
bactéria é o principal agente etiolégico causador da mastite bovina, possui alta prevaléncia nos



rebanhos leiteiros especializados e, devido a sua grande variabilidade genética, apresenta
diversos fatores de viruléncia, em especial o biofilme.

Pela importancia, o biofilme, tornou-se alvo de pesquisa para desenvolvimento de vacinas
e de novos medicamentos para controlar infeccOes causadas por este patégeno. O principal
componente do biofilme é um exopolissacarideos formado por Poli-N-acetilglucosaminas (PNAG)
que, quando parcialmente desacetilado recebe o nome de adesina polissacaridica intercelular (PIA
o PNAGd). O grau de desacetilacao do PNAG é uma variavel biolégica que faz com que a cadeia
polimérica fique parcialmente protonada em ambientes neutros e &cidos, aumentando a
estabilidade do biofilme ao favorecer sua ligacao a superficie bacteriana (OTTO, 2008) e com
outras superficies negativas, como células de hospedeiros e biomateriais (STOODLEY et al.,
2004). Assim, é importante determinar o grau de desacetilacdo da cadeia polimérica do
PNAG/PIA de cada estirpe bacteriana, para propor sua aplicacdo biotecnolégica, ou mesmo, para
realizar estudos de imunologia, patogenicidade e resisténcia antimicrobiana associados ao S.
aureus.

A espectrosocopia Raman, técnica baseada no fendmeno de espalhamento de luz, cujo
espectro final pode ser investigado pelo exame das frequéncias relativas a radiacdo espalhada
pelos grupos funcionais presentes nas estruturas quimicas, vem sendo bastante utilizada na
caracterizacdo deste tipo de amostras (FARIA et al., 1995). Quando comparada com outras
técnicas de quantificacdo do grau de desacetilacdo (RMN ou titulacdo) esta é vantajosa, por nao
ser destrutiva, por obter rapida aquisicao de dados, por possibilitar analises micrométricas e
necessitar de pouco ou nenhum tratamento prévio da amostra a ser analisada (ASHTON et al.,
2011).

Neste contexto, o presente trabalho propde o estudo por espectroscopia vibracional do
PNAG de S. aureus e sua aplicacdao como alternativa nao-destrutiva para determinacdo do grau
de desacetilacao deste polimero.

Material e Métodos
Cultivo de bactérias: Foi utilizada a estirpe 2309 de S. aureus isolada de mastite bovina,
pertencente a Colecdo de Microrganismos de Interesse da Agroinddstria e Pecudria, da Embrapa
Gado de Leite, sediada em Juiz de Fora, Minas Gerais. O cultivo foi realizado em &agar BHI em
placas descartaveis para o crescimento bacteriano por 24 horas a 37 °C em estufa.
Producédo, extracdo e purificacdo do exopolissacarideo: O in6culo foi produzido a partir de uma
alcada da cepa de interesse em caldo TSB e armazenadas numa estufa a 35° + 2 °C/72 horas
para o crescimento bacteriano e formacao do biofilme. Apds remocao mecénica do biofilme com
pérolas de vidro foram adicionados solucdao de NaOH 1M. A amostra foi incubada a 20°/3 horas
e depois centrifugada, e o sobrenadante dialisado por 24 horas em membrana MWCO 12-14KDa.
Apdés a didlise do material, adicionou-se &cido tricloroacético, incubou-se por 30 min e
centrifugou. Ao sobrenadante foi adicionado etanol e condicionado a 4 °C/24 horas e
centrifugado. A mistura foi resfriada até 10 °C, e depois o sobrenadante foi removido. O corpo
de fundo foi ressuspenso em H,O ultrapura e submetido a didlise por 24 horas. O material
dialisado foi filtrado em membrana de nylon 0,22 ym.
Desacetilacdo do polimero: Para remover os substituintes ligados ao nitrogénio (N,) o polimero
purificado foi dissolvido em NaOH 5N e incubado sob ambiente de N, durante 20 horas a 37 °C.
A mistura foi resfriada até 10 °C em banho de gelo e neutralizada por adicdo lenta de HCI 5N,
também em gelo. O material polimérico foi concentrado em membrana de didlise durante trés
dias a 4 °C e liofilizado.
Espectroscopia Raman: Foram realizados espectros do PNAG nativo e do PNAG desacetilado
(PIA) quimicamente. As medicoes de Raman foram realizadas com um espectrdmetro Bruker RFS
100, laser Nd+ 3/YAG operando a 1064 nm, com detector InGaAs. Os espectros foram
adquiridos com resolucdo de 4cm™, média de 2000 varreduras e poténcia de laser de 60Mw. O
grau de desacetilacao foi calculado segundo (ZAJAC et al, 2015; MANSUR et al, 2015).

Resultados e Discussao
Ao analisar o espectro Raman do PNAG nativo (Figura 1) verificou-se a presenca da
banda em 1381 cm™, caracteristica do estiramento simétrico do grupamento COO-, presente na
estrutura dos polissacarideos. Além desta, notaram-se as bandas atribuidas aos modos
vibracionais, d(CH,), d(CH), n(C-0)/n(C-C)/d(C-0H), n(O-CH3) e n(C-O-C) da ligacéo glicosidica,



presentes na estrutura quimica dos polissacarideos (IVLEVA et al, 2009). Por sua vez, no PNAG
nativo também pdde-se observar a presenca de uma banda caracteristica de polissacarideos
nitrogenados em 288 cm’, atribuida ao modo vibracional d(C-NH-C)/g(OH). Notou-se ainda,
bandas em 748, 687 e 434 cm™ atribuidas respectivamente aos modos d(CH,), d(COO-) e d(C-C-
0)/d(C-C-C) presentes na estrutura quimica do anel glicosidico (ALMEIDA et al, 2010). A
presenca de diferentes bandas atribuidas a mesma substancia é explicada pelas diferentes
interacoes dos componentes da amostra (IVLEVA et al, 2009).

Para demonstrar que a técnica de espectroscopia Raman pode ser utilizada para avaliar o
grau de desacetilacdo do PNAG nativo, foi desacetilado quimicamente o mesmo PNAG nativo
(PNAGd) extraido da estirpe 2309. No espectro Raman do PNAGd, diferentemente do espectro
do PNAG nativo, ha a presenca de uma banda intensa em 1081 cm™. Esta banda é atribuida aos
modos vibracionais n(C-0O-C)/ n(C-OH)/n(C-C) (RAMYA et al., 2010). Esse fato indica que o
processo de desacetilacao altera tanto os modos vibracionais relacionados ao grupamento amina,
quanto os modos vibracionais da estrutura polimérica, a qual nao foi diretamente modificada pelo
processo de desacetilacdo. Por fim, apdés o célculo de intensidade de bandas, o polimero nativo
apresentou-se em 60%, que o PNAGd conseguiu-se expandir a percentagem de desacetilacédo
para 92%.
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Figura 1. Espectro Raman dos polimeros PNAG nativo e PNAGAd.

Conclusdes
Através da técnica de espectroscopia Raman foi possivel obter a caracterizacdo estrutural
do biofilme de S. aureus, seguido de descricdo detalhada de suas respectivas bandas espectrais
tipicas. Também foi possivel calcular o grau de desacetilacdo do PNGA de forma rapida e nao
destrutiva, o que permite o reaproveitamento da amostra para outras abordagens experimentais
ou biotecnoldgicas.
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