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Lise de Mycoplasma mycoides subesp. mycoides tipo LC
por diferentes métodos

Lysis of Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC type
by different methods

Valquiria Pinto Barbosa,* Maria das Gragas Miranda Danelli,* Jackeline de Oliveira Pontes Lizeu,*
Elmiro Rosendo do Nascimento**

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes métodos de lise celular para obtengao da membrana plasmética de Mycoplasma
mycoides subesp. mycoides tipo LC. Foram analisados os métodos de Lise Osmética Regular (LR), Lise Osmética Regular
com pré-incubagéo em Glicerol (LG), Lise com Digitonina (LD), Lise Alcalina (LA) e Lise por Congelamento e Descongelamen-
to (LCD). Todas as técnicas avaliadas foram eficientes em lisar mais de 70% das células desse micoplasma, com excegéo da
LCD (52%). O método de LA apresentou o melhor resultado, com 84% de lise celular no momento da realizagéo do choque
osmético, apresentando lise maxima (89%) apés 20 minutos de incubagdo da cultura a 37°C.
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Abstract

The -objective of this work was to evaluate different methods of cellular lysis to obtain Mycoplama mycoides subesp. mycoides
LC Type plasmatic membrane. The methods analyzed were: Regular Osmotic Lysis (LR), Osmotic Lysis after Preloading Cells
with Glycerol (LG), Digitonin-Induced Lysis (LD), Alkali Lysis (LA) and Alternate Freezing and Thawing Lysis (LCD). All of them
were efficient to desrupt, more than 70% of mycoplasma cells, except LCD method (52%). The LA method showed the best

results, with 87% of cellular lysis at the moment of osmotic shock, and showed maximum of lysis (89%) after 20 minutes of

culture incubation at 37°C.
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Introducao

Os micoplasmas sdo os menores e mais simples procariontes,
que diferem das bactérias convencionais por néo apresenta-
rem parede celular nem estruturas celulares membranosas
(Razin, 1979). Essas caracteristicas préprias dos micoplasmas
facilitam o isolamento e o estudo da sua membrana plasmatica,
eliminando os tediosos processos usualmente envolvidos na
separagdo da parede celular e de outras estruturas
membranosas das demais bactérias (Razin, 1983).

Devido & auséncia desta parede, estes organismos sio con-
siderados frageis, podendo ser rompidos pelos métodos tra-
dicionais de lise. Com alguns micoplasmas é possivel 0 uso
de técnicas brandas de lise osmética, pois tais organismos
apresentam tendéncia a se romperem, mesmo durante o cul-
tivo e por processos de lavagem e centrifugagao (Rottew, 1983).
Entretanto, outros micoplasmas necessitam de processos

mais drasticos para serem rompidos (Grimellec et al., 1982).
Alguns métodos tém sido utilizados para separar a membra-
na citoplasmaética do micoplasma do contetido restante de
sua célula, tais como: Lise Osmética Regular (Razin, 1964 ;
Nicolet et al., 1980), lise osmética regular com pré-incubacao
em glicerol (Archer, Rodwell, 1982), Lise Alcalina (Villegas et
al., 1975; Talkington et al., 1984), Lise com Digitonina (Razin,
1983 ; Nicolet et al., 1980), Lise por Congelamento e Descon-
gelamento (Grimellec et al., 1982) e Lise por Sonicacéo
(Levisohn et al.,, 1991 ; Sheldrake, Romalis, 1992). Entretanto,
todos esses métodos apresentam vantagens e desvantagens
no isolamento da membrana, para manter no maximo a inte-
gridade e pureza do material obtido.

O presente trabalho teve como objetivo comparar diferentes
métodos de rompimento celular, para a obtencdo de mem-
brana plasmatica do Mycoplasma mycoides subesp.
mycoides tipo LC.
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Material e métodos

Organismo: O Mycoplasma mycoides subesp. mycoides tipo
LC (cepa Y-Goat), foi cedido pelo Dr. Elmiro Rosendo do
Nascimento, do Laboratério de Referéncia Nacional em
Micoplasmologia, DESP/PSA/EMBRAPA- UFRRJ. Este orga-
nismo foi mantido em glicerol (V/V) a —20°C, até o momento
de uso.

Cultivo do organismo: O cultivo foi feito em meio de Hayflick
modificado (Freundt, 1983), contendo 10% de soro equino
inativado. As células foram obtidas na fase logaritmica de
crescimento e em seguida centrifugadas -a 12.000 xg por 20
minutos a 4°C, sendo lavadas uma vez em solugao salina
0.25M, pH 7,2-7,5 e estocadas nesta mesma solugdo. As cé-
lulas utilizadas na Lise Osmética com pré-incubagdo em
glicerol foram lavadas em Tris-HCI 0,02M, pH 7,0 e estoca-
das nesta solugao.

Determinacao da fase logaritmica de crescimento: Cem
microlitros de uma cultura estoque deste micoplasma foram
inoculados em 1,0 mL de meio de Hayflick modificado. Ap6s
a sua ativagdo (aproximadamente 18 horas de incubag&o),
foram feitos cultivos sucessivos, mantendo-se uma relagao
(amostra/meio) constante de 10%, até o volume final de 100
mL de meio. A andlise do crescimento da amostra foi feita
através da leitura de sua densidade ética (D.O.) por
espectrofotometria a 660nm, em um intervalo de tempo de
24 horas.

Métodos de Lise

Lise_ Osmética Regular (LR): A Lise Osmética Regular foi rea-
lizada conforme descrito por Razin, 1964. Inicialmente foi de-
terminada a D.O. a 500nm da suspenso celular em 1,0 mL de
solucdo salina 0.25M, pH 7,2-7,4. O volume da suspensao
celular que proporcionou uma D.O. em torno de 0.3-0.6 foi adi-
cionado a quatro tubos, contendo 1,0 mL de &gua ultra pura
(Milli-Q). Os tubos contendo as suspensdes foram incubados
em banho-maria a 37°C, sendo retirados cada um nos interva-
los de tempo de 0, 20, 40 e 60 minutos, para ser lida a mudan-
¢a na D.O. da suspensdo a 500nm. Imediatamente apés a
leitura da D.O., as suspensdes foram centrifugadas a 7.000 xg
por 10min. e a D.O. do sobrenadante lida a 260nm, no sentido
de se avaliar o rompimento celular mediante a liberagao de
4cido nucléico. O controle da lise foi feito, incubando a amostra
em solugéo salina 0.25M a temperatura ambiente.

Lise OsméticaRegqular com_pré-incubagdo em glicerol (LG):
Para a Lise osmdtica com pré-incubagéo em glicerol, utilizou-
se uma suspensdo celular previamente lavada em Tris-HCl
0.02M. A mesma foi misturada a uma solugdo de glicerol 2M
em banho-maria a 37°C por 30 minutos (Razin, 1983). Em
seguida, as células pré-incubadas em glicerol, foi adicionada
agua ultrapura, seguindo a técnica ja mencionada para LR.

Lise em Solucdo Alcalina (LA): A lise alcalina foi observada,

incubando a suspensdo celular em uma solugao de tampé&o
carbonato bicarbonato 0.05M, pH 10 (Davison et al., 1994), no
mesmo tempo e temperatura da Lise Osmdtica.

Lise com Digitonina (LD): A lise com digitonina foi feita se-
gundo a técnica descrita por Razin, 1983. As células micoplas-
micas foram misturadas a uma solugéo salina 0.25M, con-
tendo 25mg de digitonina/ml e incubadas a 37°C pelos mes-
mo tempo e temperatura da Lise Osmética Regular.
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Lise por Congelamento e Descongelamento alternado (LCD):
A suspensao celular foi adicionada a um tubo teste, contendo
agua ultrapura e a outro contendo solugédo salina 0.25M. Os
tubos foram congelados em gelo seco/etanol e rapidamente
transferidos para banho-maria a 40° C (Razin, Argaman, 1963).
Este processo foi repetido seis vezes e a D.O. foi lida a 500nm,
apds cada processo.

Resultados

Determinagao da fase logaritmica de crescimento

Conforme pode-se observar na Figura 1, a amostra de
Mycoplasma mycoides subesp. mycoides tipo LC, crescida
em meio de Hayflick modificado, entrou em sua fase
logaritmica de crescimento apés 5 horas de cultivo, manten-
do-se nesta fase até o periodo de 11 horas de incubagao. A
partir deste periodo, o cultivo entrou na fase estacionaria de
crescimento, mantendo sua D.O. constante. A avaliagao da
sensibilidade a Lise Osmética do Mycoplasma mycoides
subesp. mycoides LC foi entdo realizada, coletando-se as
células do cultivo em torno de 8 a 11 horas de incubagéo a
37°C.
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Figura 1: Curva de crescimento do Mycoplasma mycoides subesp. mycoides
Tipo LC, em meio de Hayflick modificado, contendo soro eqtino 10%.

Lise Osmdtica

Os resultados alcangados nos diferentes métodos de lise,
com excegdo da LCD, estdo demonstrados na Figura 2. To-
das as técnicas avaliadas foram capaz de lisar em mais de
70% as células do M. mycoides subesp. mycoides tipo LC, no
momento em que era adicionada a agua ultrapura (tempo
zero), havendo um pequeno acréscimo na percentagem de
lise nos tempos subsequentes. Os métodos de LR e LD apre-
sentaram percentagem de lise semelhantes, sendo o maxi-
mo de lise (78%) alcangado aos 20 minutos de incubagdo a
37°C. A LG também apresentou uma percentagem de lise
semelhante as duas anteriores, todavia, o maximo de lise
(82%) foi obtido aos 40 minutos de incubagdo. Nessa técni-
ca, pdde-se observar que, durante a pré-incubagéo das célu-
las em glicerol, houve lise em 65% da suspensao celular,
aumentando em mais 17% de lise apés 40 minutos de incu-
bacao das células em agua Milli-Q a 37°C. A LA proporcionou
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Figura 2: Lise osmética de Mycoplasma mycoides subesp. mycoides Tipo LC

¢ LR: Lise Osmoética Regular; LG: ™Lise Osmética com pré-incubagao
em Glicerol;

“ LD: Lise com Digitonina; ®LA: Lise Alcalina

T: Testemunho em solug&o salina 0.25M incubando & temperatura ambiente

uma maior percentagem de lise (84%), ja no tempo 0, apre-
sentando um méaximo de lise (89%) em 20 minutos de incu-
bagao a 37°C.

Os resultados de lise celular acima foram confirmados me-
dindo-se a presenga de acido nucléico no sobrenadante das
suspensodes celulares a 260 nm. Como era esperado, a libe-
ragao de acido nucléico foi inversamente proporcional ao rom-
pimento das células micoplasmicas, observada a 500 nm
(resultados nao apresentados).

A lise do micoplasma por congelamento e descongelamento
em agua nao foi possivel de ser avaliada, pois, & medida que
células se rompiam, havia a formagéo de particulas agrega-
das em suspensao, impossibilitando a leitura da D.O. Entre-
tanto, foi possivel avaliar a lise, quando a suspensao celular
foi-feita em solugao salina 0.25M (Figura 3). O maximo da lise
celular foi observada no terceiro processo de congelamento
e descongelamento, onde pdde-se observar um total de 52%
de lise.
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Figura 3: Lise de Mycoplasma mycoides subesp. mycoides Tipo LC por
congelamento e descongelamento alternado.
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Discussao e conclusao

Em fungao dos micoplasmas nédo possuirem parede celular,
eles se tornam sensiveis a choque osmético, ao mais sim-
ples e mais suave método de isolamento de membranas
celulares. Entretanto, para que se obtenha um bom percentual
de lise, é preciso que as células sejam colhidas na fase
logaritmica de crescimento, visto que a sensibilidade dos or-
ganismos diminui bastante com a idade da cultura. A presen-
¢a de cations divalentes em suspensdo no meio, pode tam-
bém providenciar uma completa protegado contra a Lise
Osmética (Cassel, Brown, 1983). Este fato foi observado no
inicio deste estudo, onde obteve-se uma percentagem de Lise
mais baixa (58%), quando as células utilizadas foram colhi-
das na fase estaciondria de crescimento, apos 20 horas de
incubagéo (resultados ndo demonstrados). No entanto, utili-
zando a suspensao celular colhida na fase logaritmica de
crescimento (8-11h), obteve-se um total de 79% de Lise
Osmética, apés 40 minutos de incubag&o. Estes resultados
estdo em conformidade com os de Razin, 1964, que obser-
vou a sensibilidade do Mycoplasma mycoides subesp. capri
ao choque osmético.

Algumas espécies de micoplasmas apresentam-se menos
sensiveis a Lise Osmética quando tratadas pelos métodos
tradicionais, a exemplo da espécie Mycoplasma gallisepticum.
O uso do glicerol para auxiliar o rompimento destas células
tem proporcionado bons resultados (Razin, 1983), pois o
glicerol penetra livremente através da membrana celular dos
micoplasmas, intensificando o choque osmético pelo au-
mento da presséo interna das células. O micoplasma em
estudo mostrou-se altamente sensivel a LG, pois 0 mesmo
sofreu lise no préprio glicerol, apés 30 minutos de incubago.

Outros métodos de rompimento celular vém sendo empre-
gados, a exemplo da LD, LA e LCD. A Lise por Digitonina tem
sido utilizada, por alguns autores, para a obtencdo de mem-
branas de certos micoplasmas, tais como Mycoplasma
laidlawii e Mycoplasma mycoide subesp. capri (Razin, |
Argaman, 1963), Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma
hyorhinis e Mycoplasma pneumoniae (Nicolet et al., 1980). A
digitonina forma um complexo com o colesterol presente na’
membrana dos organismos pertencentes ao género
Mycoplasma, causando um desarranjo na bicamada lipidica,
aumentando a permeabilidade e posterior lise celular (Rottem,
Razin, 1972). Uma das vantagens da lise feita por digitonina é
a sua independéncia da idade da cultura, obtendo-se, portan-
to, bons resultados com micoplasmas que apresentam gran-
des dificuldades de crescimento. O micoplasma em estudo
foi altamente sensivel a lise com digitonina, obtendo um ma-
ximo de lise de 76% de suas células apds 20 minutos de
incubagao.

A lise alcalina tem sido utilizada para o rompimento de
micoplasmas que sdo mais resistentes a choques osméticos,
tais como Mycoplasma gallisepticum e Thermoplasma
acidophilum (Razin, 1979; Davidson et al., 1994). Porém, esta
técnica pode alterar algumas proteinas de membrana ou a
prépria membrana pode ser solubilizada com valores de pH
mais alto do que 10. O trabalho de Razin, Argman, 1963, de-
monstrou a sensibilidade das seguintes espécies:
Mycoplasma laidlawwi, Mycoplasma hominis e Mycoplasma
mycoides subesp. capri, a lise alcalina. No presente estudo,
0 Mycoplasma mycoides subesp. mycoides tipo LC mostrou-
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se altamente sensivel & Lise Alcalina, obtendo um total de
lise de 89% apés 20 minutos de incubagdo. Este método foi
considerado o mais drastico e o que proporcionou o maior
rompimento celular.

Empregando-se a Lise por Congelamento e Descongelamen-
to alternado, obtiveram-se resultados abaixo dos outros mé-
todos de lise, com rompimento total de 52% das células apés
o terceiro processo de congelamento e descongelamento al-
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