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Resumo

RESUMO.

Serratia marcescens é uma bactéria amplamente distribuida na
natureza, podendo ser encontrada no solo, agua, ar, plantas € animais.
Isclada de varias plantas, pode causar doengas em alface, cebola,
feijdo, tabaco, etc. A doencga encontrada em alface e cebola apresenta
sintomatologia extremamente semelhante aquela ocasionada por
bactérias do género Erwinia. E considerada um importante agente
etiolégico de infec¢des hospitalares, especialmente em pacientes
imuno-comprometidos e recém-nascidos. Recentemente foi
demonstrado que isolados clinicos de Serratia marcescens produzem
uma exotoxina termo-labil, ativa em cultura de células animais e
influenciada pelas condi¢des de cultivo da bactéria. Varias outras
caracteristicas conhecidas como fatores de viruléncia em outras
espécies bacterianas sao encontradas em Serratia marcescens,
entretanto, os mecanismos de patogenicidade desta bactéria, tanto
para humanos quanto para plantas, ainda nao estao esclarecidos.
Neste trabalho, a atividade citotoxica de filtrados de cultura de S.
marcescens fitopatogénica foi avaliada em diferentes culturas de
células. Os efeitos citopaticos e morte celular foram observados nas
linhagens CHO (ovario de hamster chinés), Vero (rim de macaco verde
africano) e HEp-2 (carcinoma de laringe humana), entretanto a

linhagem HelLa (carcinoma de utero humano) permaneceu inalterada. A
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viabilidade celular, pela técnica da coloracdo com Vermelho Neutro,
mostrou que a linhagem CHO foi a mais sensivel entre as células
testadas. A atividade citotéxica dos filtrados de cultura de S.
marcescens fitopatogénica foi termo-sensivel quando aquecida a
temperaturas superiores a 60°C por 30 minutos, e foi neutralizada
completamente por anti-soro policlonal, especifico a citotoxina
produzida por S. marcescens de origem clinica, sugerindo similaridade
antigénica entre as citotoxinas produzidas por estes isolados. Ensaios
em plantas mostraram que os filtrados de cultura de S. marcescens
fitopatogénica e clinica n&o provocaram alteracbes morfolégicas
visiveis nas plantas e nao afetaram o seu crescimento. Em contraste,
plantas tratadas com a suspensdo bacteriana apresentaram sintomas
de doencga, tais como murcha e podriddo em bulbos de cebola e
plantulas de alface. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que S.
marcescens fitopatogénica produz uma citotoxina similar a produzida
por isolados clinicos e que é toxica a diferentes linhagens de células
animais em cultura. Estes resultados sdo especialmente importantes

para a compreensao do papel biolégico desta citotoxina.
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Abstract

ABSTRACT.

Serratia marcescens is a widely distributed bacteria in nature,
and can be found in soil, water, air, plants and animals. In plants, can
cause disease in lettuce, green onion, bean, tobacco etc, being the
disease caused in lettuce and green onion very similar to those caused
by Erwinia strains. S. marcescens has been considered an important
nosocomial pathogen, specially in immuno-compromissed hosts and
new-borns. Recently was demonstrated that clinical isolates of Serratia
marcescens can produce a heat-labile extracellular cytotoxin, influenced
by culture conditions, active on different animal cells in culture. Several
virulence factors has been described to Serratia marcescens, however,
the pathogenicity mechanisms of this bacteria, so for human as plants,
remains to be clarified. In this work, was evaluated the cytotoxic activity
of phytophatogenic S. marcescens culture filtrates in different animal
cell cultures. Was observed cytophatic effect and cell death in CHO
(chinese hamster ovarium), Vero (african green monkey kidney) and
HEp-2 (human larinx cell carcinoma) lines, therefore the Hela cells
(human cervix carcinoma) remained unchanged. The cell viability, which
was determinated by neutral red assay, showed that the CHO cells was
most sensitive than the other cell lines tested. The cytotoxic activity of
culture filtrates of phytophatogenic S. marcescens was heat-labile when

heated at temperatures higher than 60°C for 30 minutes, and it was
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Abstract

completely neutralized by specific policlonal antiserum anti-cytotoxin
produced by clinical S. marcescens, suggesting an antigenic similarity
among these cytotoxins. When assayed on plants, the culture filtrates of
phytophatogenic and clinical S. marcescens did not caused any visible
morphological changes in plants and did not affect their growth. By
contrast, the plants treated with bacterial suspension shown disease
symptom, such as wilt and decay of stores bulbus in green onion and
lettuce plantlets. The results obtained in this study suggests that
phytopathogenic S. marcescens produced a cytototoxin antigenically
similar to produced by clinical isolates, being toxic to different animals
cell lines. These results are especially important to the comprehension

of biological role of this cytotoxin.
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Introducéo

INTRODUGAO.

Serratia marcescens, um bacilo Gram-negativo da familia Enterobacteriaceae,
tem sido reconhecida como um importante agente etioldgico de infecgdes
hospitalares. E uma bactéria amplamente distribuida na natureza, podendo ser
encontrada no solo, agua, plantas e trato digestivo de animais (FARMER, 1995).

Isolados de S. marcescens do meio ambiente geraimente produzem um
pigmento avermelhado, denominado prodigiosina, que aparentemente esta
associado a um baixo nivel de viruléncia. Por ser considerado originalmente um
microrganismo n&o patogénico, S. marcescens foi frequentemente utilizada como um
marcador biolégico, devido ao facil reconhecimento de suas colénias vermethas. Em
alguns experimentos, esta bactéria foi pulverizada em hospitais para se estudar a
sua disseminacéo e fixacdo (YU, 1979).

A capacidade de produzir prodigiosina & caracteristica de S. marcescens
(GRIMONT & GRIMONT, 1984), porém a fungdo deste pigmento permanece ainda
néo esclarecida, pois isolados clinicos sdo raramente pigmentados (CARBONELL et
al., 1996).

Infeccbes causadas por este microrganismo tém sido relatadas com certa
frequéncia desde 1960 (DODSON, 1968). Atualmente, é considerada um importante
patégeno hospitalar.

No homem, S. marcescens pode causar infecgcbes no trato respiratério
(MELTZ & GRIECO, 1973), trato urindrio (OKUDA ef al, 1981), meningites

(CAMPBELL et al, 1992; ZAIDI et al., 1981), artrites (NAKASHIMA et al., 1987),
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peritonites (BIZETTE et al, 1995), endocardites (MILLS & DREW, 1976),
bacteremias (VOLKOW-FERNANDEZ et al., 1993) entre outras (BOLLMANN ef al.,
1989; PAGANI et al., 1994; SEKAMINOVA et al., 1995).

A capacidade de adquirir resisténcia a uma variedade de antibidticos faz com
que S. marcescens seja selecionada e se estabelega nos hospitais, dificultando o
tratamento e complicando principalmente a recuperacdo dos pacientes imuno-
deficientes e recém-nascidos (CAMPBELL et al., 1992). Além disso, S. marcescens é
capaz de transferir esta resisténcia a bactérias do mesmo género ou de géneros
diferentes, através de plasmidios que codificam resisténcia aos antimicrobianos (ITO
et al., 1995; MAYER et al., 1986), o que leva ao aparecimento de surtos de infecgées
hospitalares com diferentes espécies bacterianas contendo o mesmo plasmidio
(MAYER, 1988).

S. marcescens tem grande habilidade em sobreviver e crescer sob condigdes
extremas, incluindo desinfetantes (MARRIE & COSTERTON, 1981; PARMENT et a/,,
1986), anti-sépticos (NAKASHIMA et al., 1987), agua bi-destilada (SZEWZYK et al,,
1993) e equipamentos médicos (DONOWITZ et al., 1979).

Serratia marcescens tem sido encontrada em varias plantas, entre elas, alho,
cebola, couve, alface, brocolis, tomate, cereja, coco, cenoura, entre outras
(GRIMONT & GRIMONT, 1978).

As amostras de S. marcescens encontradas em plantas tem origem
provavelmente do solo; entretanto, no caso de figos da variedade Calimymna,
observou-se que esta bactéria era carregada de uma planta a outra através da vespa
do figo Blastophaga psenes (PHAFF & MILLER, 1961), o que indica que também

pode haver uma contaminagdo através de insetos.
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Trabalhos apresentados na literatura, indicam que esta bactéria pode ser
patogénica para algumas plantas. Experimentos relatam o aparecimento de uma
reacéo de hipersensibilidade em folhas de tabaco e feijao que foram inoculadas com
S. marcescens (LAKSO & STARR, 1970). Estas reacbes s&o caracterizadas por um
rapido colapso e anasarca do tecido, seguido de necrose do tecido anasarcado.
Também héa experimentos que relatam a ocorréncia desta bactéria em bulbos de
cebola e folhas de alface, causando apodrecimento de tecidos e podriddo mole,
sintomatologia extremamente semelhante aquela ocasionada por bactérias do
género Erwinia (BERIAM et al., 1990). Apesar destes estudos, 0 seu mecanismo de
patogenicidade em plantas ainda n&o esta esclarecido.

Uma altemativa para o controle de insetos-praga tem sido o emprego, cada
vez maior, de entomopatdégenos. Porém, estes agentes microbianos de controle
bioldgico, disponiveis na natureza, devem sempre ser analisados quanto a sua
seguranca ao homem, aos vertebrados, aos insetos uteis e as plantas, além de ser
eficiente contra as pragas importantes (CAPALBO & MORAES, 1988).

Serratia marcescens € uma bactéria de reconhecida entomopatogenicidade.
Em estudos realizados na Africa do Sul por HOEKSTRA e KFIR (1997), observou-se
a morte de lagartas Chilo partellus e Busseola fusca, pragas de grande preocupagao
naquele pais, devido a infecgao por esta bactéria. No Brasil, ANDRADE et al. (1984)
registraram a ocorréncia, em condi¢ées de campo, de S. marcescens atacando
larvas e pupas do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis, e na Rhodia Agro
Ltda.,, em Paulinia, foi relatada a ocorréncia de S. marcescens em lagartas do

algodoeiro Heliothis virescens, causando a morte destas lagartas (ITO ef al., 1996).
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Vérias caracteristicas conhecidas como fatores de viruléncia em outras
espécies bacterianas sdo encontradas em S. marcescens. Entre elas, a capacidade
de resistir a agdo bactericida do soro humano (CARBONELL et al., 1992; JOINER,
19895), a produgéo de hemolisina ligada a célula (CARBONELL & VIDOTTO, 1992), a
presenca de fimbria e aderéncia a células uroepiteliais (PARMENT ef al., 1992;
YAMAMOTO ef al., 1985) e a produgéo de varios produtos extracelulares, como uma
quitinase (MONREAL & REESE, 1969), quatro proteases (MATSUMOTO et al.,
1984), nucleases e uma lipase (HINES et al., 1988), e a produgdo de um agente
surfactante, que ajuda na colonizagdo de superficies (MATSUYAMA et al, 1985;
MATSUYAMA et al,, 1992; MATSUYAMA et al., 1986).

A produgéo de citotoxinas por espécies bacterianas tem sido muito investigada
nos ultimos anos, devido ao seu potencial papel na patogénese bacteriana (SEARS
& KAPER, 1996). De uma maneira geral, as toxinas bacterianas podem causar dano
no tecido superficial do hospedeiro, facilitando a penetracdo nos tecidos mais
profundos, assim como também podem inibir ou anular a resposta imune do
hospedeiro (FINLAY & FALKOW, 1989).

As citotoxinas bacterianas s&o detectadas baseando-se no grau de danos
causados a diferentes linhagens celulares em cultura, os quais s@o usualmente
evidenciados por alteragbes morfoldgicas das células. Certas toxinas bacterianas
atuam seletivamente sobre um tipo de célula em cultura, em alguns casos devido a
presenca de receptores especificos sobre a superficie da célula (BOYD &
LINDWOOD, 1989). Assim, a escolha das células alvo para testar uma nova toxina
pode ser influenciada pelo 6rgdo ou tecido que é colonizado ou infectado pela

bactéria in vivo (THELESTAM & FLORIN, 1994).
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Foi demonstrado recentemente que alguns isolados clinicos de S. marcescens
produzem uma exotoxina termo-labil, ativa em células animais em cultura e
influenciada pelas condigdes de cultivo da bactéria, tais como pH inicial do meio de
cultivo, aeracéo, temperatura de incubacéo, fontes de carbono e niveis de ferro no
meio de cultivo, e que esta atividade téxica ndo € mediada por plasmidios
(CARBONELL, 1997). A toxina produzida por S. marcescens de origem clinica
provoca um efeito citopatico em diferentes linhagens de células crescidas in vitro:
carcinoma de utero humano (Hela), carcinoma de laringe humana (HEp-2), rim de
macaco verde africano (Vero), ovario de hamster chinés (CHO) e rim de hamster
(BHK-21). A linhagem de rim de macaco (MA104) foi a Unica das células estudadas
resistente a toxina. As linhagens apresentaram diferentes graus de sensibilidade,
sendo que as derivadas de humanos foram as mais sensiveis (CARBONELL, 1997).

A citotoxina produzida por S. marcescens mostrou ndo ter atividade letal
quando inoculada intraperitonealmente em camundongos. Além disso, a andlise
histolégica de rins, figado, bago e puimbes dos animais tratados com a toxina ndo
revela alteragcbes (CARBONELL, 1997).

As exoenzimas produzidas por S. marcescens podem ser responsaveis pela
patogenicidade a insetos, e com isso, varios estudos podem ser feitos para que seja
utilizada no controle biolégico de pragas. Porém, mecanismos de patogenicidade de
Serratia marcescens precisam ser investigados, bem como possiveis relagbes entre
amostras encontradas em insetos, plantas e humanos.

A investigagdo da habilidade de Serratia marcescens isolada de plantas em
produzir citotoxina € importante para compreender a sua patogénese. Algumas

caracterizagGes, tais como termo-labilidade, efeito citopatico em varias linhagens

5
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celulares e ensaio sorologico também contribuem para estabelecer possiveis

relacbes com isolados clinicos.



Objetivos

OBJETIVOS.

. Verificar a atividade citotoxica em sobrenadantes de culturas de Serratia

marcescens fitopatogénica.

= Caracterizar a citotoxina produzida por Serratia marcescens fitopatogénica em

culturas de tecidos animais e vegetais.

. Comparar as toxinas produzidas por isolados fitopatogénicos e clinicos.

= Relacionar sorologicamente as citotoxinas fitopatogénicas com citotoxinas

produzidas por S. marcescens de origem clinica.



Material e Métodos

MATERIAL E METODOS.

1. Amostras bacterianas.

Foram (utilizadas neste estudo amostras de Seratia marcescens

fitopatogénicas, obtidas da colegdo de culturas bacterianas do Instituto Bioldgico,

Centro Experimental de Campinas (IBSBF). Os isolados fitopatogénicos foram

obtidos de alface (numeros 5/6 e 6/5) e cebola (nimero 980), com sintomas de

podriddo mole. Serrafia marcescens, isolada de infecgdo urindria (nimero 458)

(CARBONELL, 1997), foi utilizada como amostra referéncia, produtora de citotoxina,

e Escherichia coli K12/711 foi utilizada como controle negativo dos testes.

Tabela 1. Amostras bacterianas utilizadas.

Espécie

Numero

Origem

S. marcescens
S. marcescens
S. marcescens
S. marcescens

E. coli

5/6 (colego IBSBF)

6/5 (colego IBSBF)

980 (colegéo IBSBF)
458

K12/711

alface
alface
cebola

infecgdo urinaria
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2. Meios e solugdes utilizados.

2.1. Meio essencial minimo Eagle (MEM).

O meio essencial minimo EAGLE (MEM, Nutricell) foi utilizado para o cultivo e

manutencado das culturas celulares. Preparado de acordo com as especificagdes do

fabricante, com agua deionizada, o pH foi ajustado para 7,2 com NaHCOs a 7,5% e

esterilizado por filtracao.

2.2. Solugao Estreptomicina-Fungizona.

Esta solucéo foi implementada nos meios de cultura de células para prevenir a

proliferagdo de fungos e bactérias.

Estreptomicina................cccooveeeeenn. 25 mg/mL

Fungizona..............ccocoooiiiiiiiie 1 mg/mL

As drogas foram dissolvidas em agua destilada, esterilizadas por filtragdo em

membrana filtrante de 0,22 um (Millipore) e a solugdo estocada a 4°C.



Material e Métodos

2.3. Solugdo salina tamponada fosfatada (PBS) pH 7.4.

Esta solugdo foi utilizada para lavagem da cultura celular, no seu preparo e

manutencao, bem como em outros experimentos.

NaCl......oeeeeeeeeeeeeeeee, 80g
KCL. e 0,20g
KH2PO4......ooiiiieeee 0,12¢g
NazHPO4 (anidro)........................ 091g
H20 destilada.............c...ccoonee. 1000 mL

2.4. Solugdo Tripsina-EDTA.

Utilizada para o descolamento das células em cultura, para repique das placas

e utilizagdo das células nos testes de citotoxicidade.

TrpSING......cooooiieieiiiieiiie 0.2%
Versene-EDTA..........cccoeeveiannn... 0,02 %
PBS...oee, 100 mL

2.5. Corante Vermelho Neutro.

A solugdo estoque de Vermelho Neutro (2-amino-3-methyl-amino-

phenazoniumchloride) foi diluida a 0,4 % em agua deionizada estéril, centrifugada a

10
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2.500 x g por 3 min e filtrada para remogao de precipitados do corante. Um dia antes
do uso, a solugdo foi diluida na razdo 1:80 em meio essencial minimo EAGLE

(MEM).

2.6. Solugao formol-calcio.

Utilizada para fixar as células coradas pelo Vermelho Neutro, nos ensaios de

determinacao da viabilidade celular.

Formaldeido 40 %.......ccooovveeeeeeeeaeee, 10 mL
CaAClo 10 Yoo 10 mL
HoO deionizada.........ccooeoveeeeeeeeeeeeeaeenn, 10 mL

2.7. Solugdo etanol-acido acético.

Utilizada para liberar o Vermelho Neutro das células viaveis que captaram o

corante, para determinacao da viabilidade celular.

Acido acético glacial..........cooevvvveeean. 1,0mL

Etanol 50 Yo......ooe e, 100 mL
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3. Preparo dos sobrenadantes de cultura bacteriana.

As amostras de Serratia marcescens fitopatogénicas e clinica foram cultivadas
em caldo Triptona de Soja (TSB) (Difco) por 24 h a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm
(Incubator Shaker, New Brunswick Scientific CO., NJ, USA). As culturas bacterianas
foram centrifugadas (12.000 x g, 15 min, 4°C) e os sobrenadantes de cultura
coletados foram filtrados em membrana filtrante a 0,22 um (Millipore) e mantidos a

4°C até a realizagédo dos testes.

4. Concentragdo do filtrado bacteriano.

Os sobrenadantes de cultura de S. marcescens fitopatogénicas e clinica foram
concentrados 10 vezes para a utilizagcdo em alguns testes. Em 100 mL de
sobrenadante de cultura bacteriana, foi adicionado sulfato de amodnio, numa
saturagdo de 80%, para precipitagdo das proteinas. ApOs a precipitagdo, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 min e o precipitado foi ressuspendido
em 10 mL de salina tamponada fosfatada (PBS 0,01M) e dialisado contra mesmo

tampé&o, durante 24 h.
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5. Preparo das células de origem animal e humana.

As linhagens celulares de origem animal e humana utilizadas foram:
carcinoma de utero humano (Hela), rim de Macaco Verde Africano (Vero),
carcinoma de laringe humana (HEp-2) e ovario de hamster chines (CHO), obtidas do
Laboratdrio de Culturas Celulares, do Departamento de Microbiologia e Imunologia,
IB, Unicamp.

As células, mantidas em nitrogénio liquido, foram descongeladas em banho-
maria a 37°C e transferidas assepticamente para frascos de cultura de células
(CORNING-USA), contendo o meio essencial minimo EAGLE (MEM, Nutricell),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% da solugdo de
estreptomicina-fungizona. Os frascos de cultura foram entdo incubados em estufa a
37°C e atmosfera de 5% de CO,. Apds a formagio de uma monocamada celular
confluente, o meio foi removido e as células foram lavadas com salina tamponada
fosfatada (PBS 0,01M) e destacadas do frasco com 0,5 mL de uma solucdo de
tripsina-EDTA. As células foram entdo ressuspendidas em meio EAGLE acrescido de
10% de SFB , em um numero estimado de 10° células/mL. Volumes de 0,1 mL da
suspensao celular foram pipetados em cada orificio de uma microplaca de 96
cavidades (COSTAR, CORNING, USA) e incubadas a 37°C, em atmosfera de 5% de

COg, por 24 h.
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6. Ensaio de citotoxicidade em células animais e humanas.

Este ensaio foi realizado segundo KONOWALCHUCK et al. (1977). Apés a
formagcdo da monocamada celular, o meio foi substituido por 0,1 mL de meio
essencial minimo EAGLE contendo 1% de Ciprofloxacina e diferentes concentragtes
do sobrenadante de cultura de S. marcescens fitopatogénica. Para titulagéo, os
sobrenadantes de cultura foram diluidos na razdo 2, iniciando-se em 1:4. Como
controle negativo, foram utilizados filtrados de sobrenadante de cultura de E. coli
K12/711 ou somente meio TSB, e como controle positivo, sobrenadante filtrado de
cultura de S. marcescens 458 (origem clinica). As placas permaneceram incubadas
em estufa a 5% de CO, e 37°C. A morfologia da monocamada celular foi observada
em microscopio invertido (Nikon) para determinagdo dos efeitos citopaticos, durante

3 dias.

7. Determinag¢ao da viabilidade celular.

O teste de viabilidade celular por coloragdo com Vermetho Neutro foi realizado
como descrito previamente por BORENFREUND & PUERNER (1984). Apds
intervalos de tempo de 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h e 24 h de aplicagdo do sobrenadante
de cultura bacteriano nas células, o meio foi removido e a cultura lavada com salina
tamponada fosfatada (PBS) pH 7,4. Para cada cavidade, foram adicionados 0,2 mL

de meio EAGLE contendo 50 ug/mL do corante Vermelho Neutro e a placa incubada
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por 3 h a 37°C, para captacéo do corante pelos lisossomos das células viaveis. Apos
a incubacao, o meio contendo o corante foi removido e as cavidades foram lavadas
rapidamente com solug@o de formol-calcio para remogao do corante ndo incorporado
pelas células. Finalmente, 0,2 mL de solugcido de etanol-acido acético foram
adicionados a cada cavidade e a placa foi mantida por 15 min a temperatura
ambiente para remocéo do corante das células viaveis. O corante foi quantificado em
espectrofotometro (Titertek Multiskan model 340) a 540 nm. Duas cavidades na
primeira coluna receberam meio sem o corante Vermelho Neutro para servir como
branco. Como controle, algumas cavidades ndo receberam os filtrados de cultura
bacteriana. A viabilidade celular foi determinada por comparagéo dos valores de
absorbancia obtidos por cavidades controle (sem sobrenadante de cuitura

bacteriana), os quais foram considerados como 100% de viabilidade celular.

8. Ensaio da resisténcia térmica do sobrenadante de cultura.

Foram distribuidos 1,0 mL de sobrenadante de cultura em tubos com tampas
de rosca e incubados em banho-maria, controlados termostaticamente, por 30 min
nas seguintes temperaturas: 30, 40, 50, 60, 70 e 100°C. A atividade citotoxica foi
determinada em cultura de células CHO e o efeito citopatico observado por 72 h em

microscopio invertido (Nikon).
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9. Ensaio de citotoxicidade em cultura de tecidos de alface.

9.1. Desinfecgao prévia das sementes.

As sementes de alface comercial foram desinfectadas através da imersdo em
alcool 70°GL, por 1 min, seguida de imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5%, por 20
min (CASALE, 1996). Apéds a desinfecgdo, as sementes foram lavadas trés vezes em

agua deionizada estéril.

9.2. Germinagao das sementes in vitro.

As sementes foram colocadas em placas de Petri contendo o meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), previamente esterilizado. As placas foram
colocadas em sala de cultura a 25°C + 3, em fotoperiodo de 14 h de luz, até o

desenvolvimento das plantulas.

9.3. Citotoxicidade em cultura vegetal.

Assepticamente, as plantulas crescidas foram retiradas das placas, e os

cotilédones foram destacados, cortados transversalmente e inoculados em placas de

Petri contendo meio de cultura MS, acrescido dos filtrados de sobrenadante de

cultura de S. marcescens fitopatogénica e clinica, em diferentes diluigoes:
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= 20 mL de meio MS (0%);

= 18 mL de meio MS + 2 mL de filtrado de cultura bacteriana (10%);
= 16 mL de meio MS + 4 mL de filtrado de cultura bacteriana (20%);
= 14 ml de meio MS + 6 mL de filtrado de cultura bacteriana (30%);

* 12 mL de meio MS + 8 mL de filtrado de cultura bacteriana (40%).

Foram inoculados 10 explantes por placa. Como controle negativo foi utilizado
meio MS somente e filtrado de sobrenadante de cultura de E. coli K12/711. Apés a
inoculagéo dos explantes, as placas foram mantidas em sala de cultura a 25°C + 3,
em fotoperiodo de 14 h de luz, para observagéo do desenvolvimento de calos. A
avaliacdo foi feita apds 15 dias de crescimento, utilizando-se como parametros a

seguinte classificagdo:

1 — auséncia de calos;

2 — calo pequeno, em alguns pontos do explante;

3 - calo pequeno, em toda periferia do explante;

4 — calo bem desenvolvido, envolvendo todo o explante.

10. Ensaio de fitotoxicidade em bulbos de cebola.

Uma aliquota de 1,0 mL de sobrenadantes filtrados de cultura de S.

marcescens fitopatogénica e clinica e 1,0 mL de sobrenadantes filtrados de cultura,
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concentrado 10 vezes com sulfato de aménio, foram indculados na parte superior
(pescogo) de bulbos de cebola inteiramente formados (maduros), utilizando-se uma
seringa hipodérmica. Apés as inoculagdes, os bulbos foram mantidos com as raizes
mergulhadas em agua, a temperatura ambiente. Como controle negativo foi injetado
agua deionizada estérii e como controle positivo, cultura bacteriana de S.
marcescens fitopatogénica e clinica, numa proporgéo estimada de 10° UFC. Ap6s 5
dias, os bulbos foram abertos ac meio para andlise quanto ao apodrecimento das

escamas.

11. Ensaio de fitotoxicidade em plantulas de alface.

Sementes de alface desinfectadas, como descrito anteriormente (item 9.1),
foram colocadas em cavidades de uma placa de 24 cavidades (COSTAR, CORNING,
USA) contendo agar (1%) e colocadas em sala de cultura a 25°C + 3, em
fotoperiodo de 14 h de luz, para germinagéo e desenvolvimento das plantulas. Apds
este periodo, foi colocado em cada cavidade 0,5 mL dos sobrenadantes filtrados de
S. marcescens fitopatogénica e clinica e 0,5 mL dos sobrenadantes filtrados,
concentrados 10 vezes com sulfato de aménio. Como controle negativo, foi colocado
somente agua deionizada estéril e como controle positivo, cultura de S. marcescens
fitopatogénica e clinica. Apés 7 dias de incubagio em sala de cultura, as piantulas

foram analisadas em lupa.
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12. Ensaio de soroneutralizacdo.

O ensaio de neutralizagdo da atividade citotdxica foi feito misturando-se, em
uma microplaca de 96 cavidades (COSTAR, CORNING, USA), 0,1 mL de diferentes
diluicbes de soro policional, iniciando-se em 1:4, na razdo 2, obtido em coelhos
imunizados com citotoxina purificada de S. marcescens clinica (CARBONELL et al.,
manuscrito em preparo), com 0,1 mL dos sobrenadantes filtrados de cultura de S.
marcescens fitopatogénica, diluido a 1:4 em meio essencial minimo Eagle. Depois da
incubacdo a 37°C por 1 h, 0,1 mL da amostra da mistura soro-sobrenadante de
cultura foi inoculado em outra microplaca contendo monocamada de cultura de
células CHO. Como controle, algumas cavidades receberam somente o soro
policlonal e outras receberam somente o sobrenadante de cultura de S. marcescens
fitopatogénica. A placa foi incubada a 37°C, 5% de CO,, por 72 h, e a observacgéo do

efeito citopatico foi feita diariamente em microscopio invertido (Nikon).
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RESULTADOS.

1. Ensaio de citotoxicidade em células animais e humanas.

Os efeitos citotoxicos, tais como alteragbes na morfologia da célula
(arredondamento) e descolamento do tapete celular, foram observados para as
linhagens celulares Vero, HEp-2 e CHO (Figura 1). A linhagem Hela n&o apresentou
alteragbes na sua forma celular caracteristica. A maior sensibilidade foi observada
nas linhagens CHO e HEp-2, com efeito citopatico obtido logo nas duas primeiras
horas de incubag&o e destruicdo da monocamada celular dentro de 24 h, até o titulo
de 1:16. As células Vero mostraram efeito citopatico com 24 h, e destruicdo da
monocamada celular apos 72 h de incubagéo, para titulos de 1:4. Em contraste, nos
orificios inoculados apenas com o filtrado de E. coli K12/711, considerados como
controle negativo, as células permaneceram com sua morfologia caracteristica, ndo

apresentando alteragdes.
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Figura 1: (B,D,F) Efeito citopatico em cultura de células Vero, CHO e Hep-2,
respectivamente, apds 24 h de inoculagdo com sobrenadante de cultura de S.

marcescens fitopatogénica. (A,C,E) Controle negativo em células Vero, CHO e Hep-

2, respectivamente.
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2. Determinacgao da viabilidade celular.

A figura 2 ilustra os resultados obtidos 24 h apés a inoculagdo com os filtrados
bacterianos. A linhagem celular mais sensivel foi a CHO (ovario de hamster chines),
a qual chegou a ter uma taxa de morte de 100% das células, quando testada com os
sobrenadantes filtrados das amostras isoladas de alface (5/6 e 6/5). Em seguida,
vieram as linhagens HEp-2 (em torno de 90% de morte celular) e Vero (em torno de
80% de morte celular). A linhagem Hela nao apresentou morte significativa,
indicando que né&o foi sensivel aos filtrados de cultura de S. marcescens
fitopatogénica. As monocamadas de células tratadas com os filtrados de cultura
exibiram uma resposta citotdéxica que foi tempo-dependente e diferente para cada

linhagem celular testada (Figura 3).
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Viabilidade Celular (%)

B Controle negativo

Vero CHO HEp-2 HeLa

Linhagens Celulares

Figura 2: Viabilidade celular das diferentes linhagens celulares, 24 h apds

inoculacdo com sobrenadante filtrado de S. marcescens fitopatogénica e clinica.
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Figura 3: Resposta das linhagens células HEp-2, Vero e CHO & inoculagéo com
filtrados de Serratia marcescens fitopatogénica e clinica, apds diferentes periodos de

tratamento. A viabilidade celular foi medida pelo ensaio com Vermelho Neutro.
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3. Ensaio da resisténcia térmica da atividade citotoxica.

A termo-estabilidade dos filtrados de S. marcescens fitopatogénica foi avaliada
a temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70 e 100°C. A temperatura maxima de resisténcia
da atividade téxica do sobrenadante filtrado de cultura de S. marcescens
fitopatogénica esta entre as temperaturas de 60-70°C. A 70°C e 100°C, os filtrados

perderam atividade toxica.

4. Ensaio de citotoxicidade em cultura de tecidos de alface.

Foi observado que sobrenadantes filtrados de cultura de S. marcescens
fitopatogénica e clinica ndo mostraram atividade bioldgica, tais como citotoxicidade, a
cultura de tecidos de alface, pois todos os explantes inoculados em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com diferentes concentragdes do
filtrado de cultura, ndo inibiram o desenvolvimento de calos, que envolveram todo o

explante, por um periodo de observacéo de 15 dias (Figura 4).
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Figura 4: Citotoxicidade em cultura de tecidos de alface. (A) Plantula de alface. (B)
Cotilédones de alface como fonte de explante. (C) Cultura de tecido de alface (calos)
em meio MS suplementado com sobrenadante de cultura de S. marcescens
fitopatogénica, concentrado 10 vezes. (D) Controle negativo (sobrenadante de

cultura de E. coli K12/711).
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5. Ensaio de fitotoxicidade em bulbos de cebola.

Os sobrenadantes de cultura de S. marcescens fitopatogénica e clinica ndo
produziram alteragbes teciduais macroscopicas nos bulbos de cebola, por 5 dias de
inoculagdo. Ja as culturas bacterianas, tanto fitopatogénica como clinica, causaram

podrid&o mole, caracterizada pelo apodrecimento das escamas (Figura 5).

6. Ensaio de fitotoxicidade em plantulas de alface.

Os filtrados de cultura de S. marcescens fitopatogénica e clinica nao
provocaram alteracdes morfoldgicas visiveis nas plantulas de alface analisadas,
mesmo quando se utilizou sobrenadante concentrado em até 10 vezes com sulfato
de amoénio. Em contraste, com a inoculagdo da suspenséo bacteriana, observou-se o
aparecimento de sintomas de patogenicidade logo no segundo dia, caracterizado
com murcha da plantula e manchas necréticas nas folhas cotiledonares, que

persistiram até o final do sétimo apéds a inoculagao (Figura 6).
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Figura 5: Toxicidade a bulbos de cebola. (A) Bulbo de cebola inoculado com
sobrenadante de cultura de S. marcescens fitopatogénica. (B) Bulbo de cebola
inoculado com sobrenadante de cultura de S. marcescens fitopatogénica,
concentrado 10 vezes. (C) Controle negativo. (D) Bulbo de cebola inoculado com

suspensao bacteriana.
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Figura 6: Toxicidade a plantulas de alface. (A) Cotilédone de alface inoculado com
sobrenadante de cultura de S. marcescens fitopatogénica. (B) Cotilédone de alface
inoculado com sobrenadante de cultura de S. marcescens fitopatogénica,
concentrado 10 vezes. (C) Controle negativo. (D) Cotilédone de alface inoculado com

suspensao bacteriana.
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7. Ensaio de soroneutralizagéo.

A atividade citotoxica de sobrenadante filtrado de cultura de S. marcescens
fitopatogénica sobre cultura de células CHO foi neutralizada por antissoro anti-
citotoxina de S. marcescens de isolado clinico até um titulo de 1:64, onde ndo foram
observados efeitos citopaticos. Nas cavidades onde a diluicdo era maior, e nas
cavidades controle, somente com o filtrado bacteriano, as células apresentaram-se
arredondadas e o tapete celular descolado da placa. Em contraste, as cavidades
controle, somente com antissoro, apresentaram células com suas caracteristicas

normais, indicando que o antissoro ndo é citotéxico as células.
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DISCUSSAO.

A producdo de citotoxinas por espécies bacterianas tem sido bastante
investigada ultimamente, devido a esta caracteristica ser considerada como um
importante fator de viruléncia para diferentes bactérias, e é detectada com base no
grau de danos causados a diferentes linhagens celulares, evidenciada por alteragbes
morfologicas (THELESTAM & FLORIN, 1994).

Recentemente, a produgdo de uma citotoxina extracelular, ativa em diferentes
linhagens de células em cultura, foi detectada em isolados de Serratia marcescens
n&o pigmentada, de origem clinica, e estd sendo relacionada como possivel fator de
viruléncia desta bactéria (CARBONELL, 1997). Entretanto, a ocorréncia de
citotoxinas em S. marcescens ambiental ainda precisa ser esclarecida.

Neste estudo, a sensibilidade de diferentes linhagens celulares ao
sobrenadante de cultura de S. marcescens fitopatogénica foi avaliada e comparada
com isolados clinicos.

Os filtrados de cultura de S. marcescens fitopatogénica induziram um efeito
citopatico nas linhagens celulares CHO, Vero e HEp-2 (Figura 1). As alteragdes
morfolégicas sobre as células sensiveis foram caracterizadas pelo arredondamento
celular e descolamento do tapete celular, culminando na morte das células. Estas
alteracGes foram observadas em todas as linhagens analisadas, exceto para Hela,
que nao apresentou nenhuma alteragdo morfolégica, inclusive para as amostras de
origem clinica. As monocamadas de células tratadas com os filtrados de cultura

exibiram uma resposta citotéxica que foi tempo-dependente e diferente para cada
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linhagem celular testada (Figura 3). O mesmo padréo de efeito citopatico foi descrito
em células inoculadas com citotoxina produzida por isolados clinicos (CARBONELL,
1997).

As toxinas bacterianas podem produzir danos celulares, usualmente
culminando em morte celular, sendo classificadas entdo como citotoxinas (SEARS &
KAPER, 1996), ou apenas causarem alteracdes no formato da célula, como as
toxinas de alteracdo do citoesqueleto (THELESTAM & FLORIN, 1994). Os dados
obtidos neste estudo indicam que o sobrenadante de cultura de Serratia marcescens
fitopatogénica pode ser classificado como citotoxico, pois provocou a morte das
células. O critério utilizado para definir morte celular foi a perda da viabilidade celular
medida pelo ensaio com Vermelho Neutro.

As alteragbes morfologicas sobre algumas linhagens celulares, observadas
neste estudo, foram uteis para distinguir a citotoxina de S. marcescens fitopatogénica
de outras toxinas bacterianas. O arredondamento celular visto em células CHO
infectadas em resposta aos filtrados de S. marcescens fitopatogénica difere de
outras, como enterotoxina termo-labil de E. coli (SPANGLER, 1992), que resulta no
alongamento das células CHO. O mesmo padrao de efeito citopatico foi observado
para as células Vero, o qual é diferente daqueles produzidos por fator necrotizante
citotoxico (CNF) de E. coli, que induz formagdo de células gigantes e polinucleadas
(GYLES, 1992). Deve-se levar em consideracao o fato de que as linhagens celulares
utilizadas neste estudo eram linhagens celulares estabelecidas, que podem perder
muitos das suas propriedades originais e fungdes e o efeito observado in vitro pode

n&o refletir o que ocorre in vivo.
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Os resultados de viabilidade celular obtidos neste estudo mostraram-se
similares aos obtidos para amostras de isolados clinicos (Figura 2). A linhagem
celular mais sensivel aos filtrados de sobrenadante de cultura de S. marcescens
fitopatogénica foi a CHO (ovario de hamster chines). A linhagem HelLa (carcinoma de
utero humano) nao apresentou morte significativa. A resisténcia ao filtrado bacteriano
apresentada pela linhagem HelLa pode representar a falta de receptores para esta
toxina (BOYD & LINDWOOD, 1989).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que, a atividade citotdxica do
filtrado bacteriano foi termo-sensivel, isto é, aguecendo-o a uma temperatura maior
que 60°C, por 30 minutos, o efeito citopatico foi abolido, similar a citotoxina descrita
por isolados clinicos de S. marcescens (CARBONELL, 1992).

Um dado importante obtido neste trabalho, foi que a atividade citotéxica do
sobrenadante de cultura de S. marcescens fitopatogénica em células CHO foi
completamente neutralizada por antissoro policlonal, especifico & citotoxina
produzida por S. marcescens clinica, indicando que ocorre similaridade antigénica
entre as citotoxinas produzidas por estes isolados.

Nos testes de citotoxicidade em plantas, pode-se observar que os
sobrenadantes de cultura de S. marcescens fitopatogénica e clinica ndo provocam
alteracbes morfologicas visiveis nas plantas analisadas, nem inibiram o crescimento
de tecido vegetal em cultura de alface in vitro, mesmo quando utilizado sobrenadante
concentrado em até 10 vezes com sulfato de aménio, enquanto que, com a utilizacdo
de suspenséo bacteriana, tanto de origem clinica quanto fitopatogénica, observou-se

o aparecimento de sintomas de doenga como murcha e apodrecimento de escamas
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em bulbos de cebola e cotilédones de alface, sintomatologia semelhante aquelas
provocadas por bactérias do género Erwinia (BERIAM et al., 1990).

A ocorréncia de espécies bacterianas de origem clinica em vegetais e vice-
versa é um fato conhecido. Outras espécies clinicas j& foram detectadas causando
patologia em vegetais, como é o caso de Enterobacter cloacae (RODRIGUES NETO,
1997), e de Pseudomonas aeruginosa (LEBEDA ef al., 1984).

Os resultados obtidos nos levam a acreditar que a citotoxina produzida por S.
marcescens fitopatogénica e clinica ndo induz efeito téxico as plantas, nas condigdes
experimentais adotadas, ou que provavelmente ha outro(s) fator(es) que
determina(m) a doenga nestas plantas.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que isolados clinicos e
fitopatogénicos provavelmente produzem citotoxinas semelhantes, o que é de
interesse para futuros estudos sobre a compreensdo do papel biolégico destas

citotoxinas.



Conclusoes

CONCLUSOES.

Serratia marcescens fitopatogénica produz citotoxina ativa em diferentes

linhagens celulares animais em cultura.

= Termo-estabilidade e caracteristicas biologicas da atividade citotoxica do
sobrenadante de cultura de Serratia marcescens fitopatogénica sao similares a

S. marcescens de origem humana.

= Sobrenadante de cultura de Serratia marcescens fitopatogénica ndo apresentou

atividade toxica a tecidos vegetais, bulbos de cebola e plantulas de alface.

= Atividade citotéxica de S. marcescens isolada de plantas foi neutralizada
completamente com anti-soro anti-citotoxina de S. marcescens de origem clinica,
indicando similaridade antigénica entre as citotoxinas produzidas por estes

isolados.
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ABSTRACT. In this work, culture filtrates of entomopathogenic and
phytopathogenic Serratia marcescens strains induced cytotoxic
effects on CHO, Vero and HEp-2 cell lines. Morphological changes
on sensitive cells were characterized by cell rounding and detachment
as soon as 30 min of incubation, culminating in cell death after 24 h.
The cytotoxic effect was completely neutralized by specific antiserum
indicating that occur antigenic similarity among cytotoxins produced
by these strains. The toxicity assays on plants showed that the culture
supernatants did not provoke any visible morphological change and
did not affect their growth. By contrast, the plants treated with bacte-
rial suspension showed disease symptom, such as shriveling and de-
cay of stores bulbus in onion and lettuce plantlets. In conclusion, this
study show that phytopathogenic and entomopathogenic S. marces-
cens may produce a cytototoxin similar to that produced by clinical
isolates and it is toxic to different mammalian cell lines. These results
are especially important for studies involving this bacterium as biolo-
gical controf agent.

Key words: Serratia marcescens, cell culture, cytotoxins, virulence
factors.

INTRODUCTION

Serratia marcescens is a Gram-negative bacillus classi-
fied as a member of the family Enterobacteriaceae com-
monly found in soil, water, plants and animals.” This bacte-
rium has been recognized as an important nosocomial pa-
thogen, causing urinary and respiratory tract infections,!!:!4
bacteremias,'” meningitis,? and septic arthritis. 3

In plants, S. marcescens can be found on healthy plants or as
a phytopathogen, such as in onion (4llium cepa L.}, causing de-
cay of stores bulbs.! The disease caused on vegetables like soft
rot of potato, tomato, etc., is very similar to those caused by
Erwinia strains.

S. marcescens produces several exoenzymes such as gela-
tinase, lecithinase, proteinase and chitinase,? that may be har-
mful to insects, and the pathogenicity depends on stress condi-
tions affecting the host insect.!® A detailed study on the spe-
cies and biotypes of S. marcescens associated with insects

* Departamento de Microbiologia e imunologia, Universidade Estadual de Cam-
pinas, SP, Brasil.
** Laboratério de Bacteriologia Vegetal, Centro Experimental, Instituto Biologico
de Sao Paulo, Campinas, SP, Brasil.
*** Laboratério de Cultura de Tecidos, Centro de Genética, Biolegia Molecular ¢
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Cytotoxin production in phytopathogenic and
entomopathogenic Serratia marcescens

M.M. Escobar,* G.V. Carboneil,” L.O.S. Beriam,™ W.J. Siqueira*™* and T. Yano*

RESUMEN. En este trabajo, filtrados del cultivo de cepas de Serratia
marcescens entomopatogenas y fitopatégenas indujeron efectos cito-
toxicos sobre las lineas celulares CHO, Vero y Hep-2. Los cambios
morfoldgicos sobre las células sensibles se caracterizaron por el redon-
deamiento de las células y el despegado de las placas, a partir de los 30
min de incubacidn y terminando a las 24 h, con la muerte celular. El
efecto citotoxico fue neutralizado completamente por un antisuero es-
pecifico, lo que sugiere que existe similitud antigénica entre las cito-
toxinas producidas par estas cepas. Los ensayos de toxicidad sobre
plantas, mostraron que los sobrenadantes del cultivo no provocaron
ningin carmbio morfoldgico visible y no afectaron su crecimiento. Por
el contrario, las plantas tratadas con la suspensién bacteriana mostraron
sintomas de la enfermedad, tales como en plantas de cebolla y lechuga.
En conclusidn, este estudic muestra que S. marcescens entomopatogena
y fitopatdgena puede producir una citotoxina similar 2 ia producida por
aislados clinicos ¥ que es toxica a diferentes lineas celulares de mami-
feros. Estos resultados son especialmente importantes para estudios que
involucran esta bacteria como un agente de control bielégico.

Palabras clave: Serratia marcescens, citotoxinas, factores de viru-
lencia.

showed that the major group was the pigmented S. marces-
cens biotype A2a.7 Pigmented biotypes of S. marcescens are
more frequently recovered from natural environments and are
rarely responsible for an outbreak of nosocomial infection.?

Recently, it was demonstrated that clinical isolates of S.
marcescens can produce a toxin active on epitelial cells
grown in vitro.3 This cytotoxin is extracellular, heat-labile
and culture conditions identified as optimal were incu-
bation at temperatures ranging from 30 to 37°C for 24h,
under shaking, in medium adjusted to pH 8.5.5

In the present study we investigated the ability of S.
marcescens isolated from plants and insects to produce
cytotoxins active on mammalian cell lines and to compare
it with the cytotoxin produced by clinical isolates of S.
marcescens. The effect of the toxin in plants and the sero-
logical relationship with cytotoxin produced by clinical S.
marcescens were also evaluated.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains. The phytopathogenic Serratia mar-
cescens strains isolated from lettuce (numbers 5/6 and 6/5)
and onion (Allium cepa L.) {number 980) and the entomo-
pathogenic strain isolated from Heliotis virescens worm
(number 981) were obtained from the cuiture collection of
the Laboratério de Bacteriologia Vegetal do Centro Expe-
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rimental do Instituto Biolégico de Sdo Paulo, Campinas,
Brasil. The previously characterized cytotoxin-producing
S. marcescens (number 458) isolated from urinary infec-
tion® was used as a reference strain.

Preparation of bacterial culture filtrates. S. marces-
cens strains were cultured in 10 ml of Trypticase Soy Broth
(TSB, Difco Lab., Detroit, MI) at 37°C for 18 h, with sha-
king at 110 rpm. Bacterial cultures were centrifuged (10,000
x g for 10 min at 4°C) and the culture supernatants were fil-
trated through 0.2 pm filters. Altemnatively, after centrifuga-
tion of bacterial culture, the supernatant was 10-fold fractio-
nated with ammonium sulfate at 80% saturation and the pe-
llet was extensively dialyzed with Tris-HCI buffer (pH 7.0).

Cytotoxicity assays. The cell lines HeLa (human cervix),
Vero (African Green Monkey kidney), HEp-2 (human la-
rynx) and CHO (Chinese hamster ovary) cells, obtained
from the American Type Culture Collection (Rockyille,
MD) were tested for the cytotoxicity as previously descri-
bed.? Briefly, the cells were grown in tissue culture flasks in
Eagle medium supplemented with 10% fetal calf serum. Ce-
1ls were detached from the flasks with trypsin-EDTA, resus-
pended to approximately 104 cells/ml in Eagle medium and
0.1 ml samples were pippeted into each well of a 96-well
microtiter plate. Confluent monolayers were inoculated with
bacterial culture filtrates and the plates incubated at 370C in
5% CO, for 24 h. As negative controls some wells received
only TSB medium or E. coli K12/711 supernatant filtrates,
and as positive control, filtrates of E. coli H30 (producing
verocytotoxin) and S. marcescens 458 were used. Cell mo-
nolayer morphology was observed under an inverted mi-
croscope and checked for cytotoxic effect daily for 3 days.

Determination of cell viability. Cellular viability was
determined for assays with mammalian cells, as described
previously.? After cytotoxic assay (incubation with filtrates
for 24 h), the media containing the bacterial filtrates were re-
moved and cultures were washed with sterile phosphate-bu-
ffered saline (PBS), 0.025 M, pH 7.4. To each well, 0.2 ml
Eagle medium containing 50 pLg/ml neutral red was added
and the plate was incubated for 3 h at 37°C. The media con-
taining the dye were removed and each well was washed for
2-3 min with formol-calcium solution (40% formaldehyde,
10% anhydrous calcium chloride) to remove unincorporated
neutral red. Finally, 0.2 ml of an acetic acid-ethanol mixture
(1.0 ml glacial acetic acid in 100 ml 50% ethanol) was added
to each well and the plate was kept for 15 min at room tem-
perature in order to remove the dye from the viable cells.
Plates were transferred to a spectrophotometer (Titertek
Multiskan model 340) and read with a 540 nm filter. Control
cell cultures received medium without bacterial filtrates.
Cell viability was determined by comparison to the absor-
bance values obtained for control wells (without toxin), whi-
ch were taken as 100% cell viability.

Toxicity assays on lettuce tissue culfure. Seeds of lettuce
were surface-sterilized by immersion in 70% ethanol for 1
min, followed by 2.5% sodium hypochloride for 60 min and
thoroughly rinsed in sterile distilled water. They were transfe-
red to Petri dishes containing medium for germination
(water-agar) and maintained in culture room at 25 + 3°C. Af-
ter 7 days, cotyledons of plantlets growth were removed, cut
and inoculated on plates containing Murashige & Skoog (MS)
medium!? in the presence of culture filtrate of phytopathoge-
nic, entomopathogenic and clinical S. marcescens two-fold
serially diluted. Ten explants for each plate were inoculated
and plates were incubated as described above, for observation
of the callus formation. Evaluation was carried out after 15
days of growth, using as parameters: callus absence; small ca-
llus on some points of explants; small callus on all periphery
of explants; callus more developed and involving all explants.

Figure 1. Effect of environmental S. marcescens supernatants number
(980) on morphology of mammalian cells. (A) Untreated Vero cells; (B)
Vero cells 24 h after treatment; (C) CHO negafive control; (D) CHO cells
24 h affer treatment; (E) Untreated HEp-2 cells; (F) HEp-2 cells 24 h after
treatment.



Phytotoxicity on onion bulbs. The assay was carried out
for all S. marcescens strains by injecting 1 ml of culture fil-
trates or 1 ml of the same filtrates concentrated 10-fold with
ammonium sulfate (80%) in onion bulbs. The bulbs were
maintained at room temperature during 5 days with the root
immersed in water. As negative control were used bulbs
treated with sterile distilled water and as positive control

Rev Latinoam Microbiol 2001; 43 (4): 165-170

suspension of S. marcescens (1 x 108 CFU/ml). After 5 days,
the bulbs were sliced by half and observed for decay.
Phytotoxicity on lettuce plantlets. Seeds of lettuce were
sterilized and put into 24 wells microplate, containing water-
agar medium and placed in the culture room at 25 + 3°C un-
til development of plantlets. After this period, to each well
was applied 0.5 ml of culture filtrates of S. marcescens stra-

NN

NN

. N
\0\0\

20

Cellular viability (%)
8

Time (h)

S. marcescens 6/5 —a— Hep-2 8. marcescens 980 —+—Hep-2
; —o—Vero
120 —=—CHO 120 —o—Vero
" —\ "
£ 3
< 80 <
> = 80
3 3
> 60 S 60
: e
= =2
. NN
. . 0
Oh 05h 1h 2h 3h 4h 24h Oh 05h 1h 2h 3h 4h 24h
Time (h) Time (h)
8. marcescens 981 Hep-2 8. marcescens 5/6 —*—Hep-2
—o— Vero
120 —a— CHO 120 —o—Vero
100 100

Oh 05h 1h 2h 3h 4h 24h

\
Oh 05h 1h 2h 3h 4h 24h
Time (h)

H
(=]

Cellular viability (%)
g 8

Q. O

Figure 2.



168 Escobar et al. Cytatoxin production in phytapathogenic and entomopathogensic Serratia marcescens

Rev Latinoam Microbiol 2001; 43 (4): 165-170

ins 10-fold concentrated with ammonium sulfate (80%). Ne-
gative controls included seeds treated with TSB medium and
as positive control, the seeds that received suspension of

Figure 3.

Figure 4.

phytopathogenic, entomopathogenic and clinical S. marces-
cens. After 7 days of incubation in culture room, the plant-
lets were analyzed with a magnifying glass lens.

Preparation of antiserum. Rabbits were injected intra-
muscularly with cytotoxin produced by the clinical strain.
Samples of 50 pul of purified cytotoxin (75pg/ml) were
emulsified in an equal volume of complete Freund adju-
vant, with subsequent injections in incomplete adjuvant.
Animals were bled at 2-week intervals and checked for
neutralizing titres. Antiserum obtained was inactivated at
56°C for 30 min.

Seroneutralization assay. The seroncutralization assay
was carried out as described previously,'? with antiserum
produced in rabbits against purified cytotoxin produced by
the clinical S. marcescens strain 438. Anti-cytotoxin sera
were serially diluted in Eagle medium and mixed with fil-
trates of phytopathogenic and entomopathogenic S. mar-
cescens. Negative controls with preimmune serum were
also included. The mixtures were incubated for 1 h at 37°C
prior to inoculation in CHO cells.

Figure 5.



RESULTS

Cytotoxicity assays on mammalian cells. Cytopathic
effects were observed in CHO, Vero and HEp-2 cells trea-
ted with culture supernatant from phytopathogenic and
entomopathogenic S. marcescens. After 24 h of incubation,
there was a change from spindle-shaped cells characteristic
of normal cells to round and shrivelled cells, and these
changes were followed by gradual destruction of the mono-
layer (Fig. 1). The HeLa cells were unresponsive and did
not exhibit cytopathic effects under conditions in which
other cell lines did.

Determination of cellular viability. Cellular viability of
the Vero, CHO and HEp-2 cells was determined for all S.
marcescens strains and the results were closely similar. Figure
2 shows that cell death occured rapidly, as early as 0.5 h after
incubation with supernatant of 6/5, 5/6, 981 and 980 environ-
mental strains. Toxicity assays on plant tissue culture. As
shown in Figure 3, the cuiture filtrates of phytopathogenic,
entomopathogenic and clinical S. marcescens were not toxic
to lettuce seedling in vitro. All the explants inoculated in MS
medium supplemented with several dilutions of supernatants
filtrates showed callus developmented, involving all explants.

Phytotoxicity on onion bulbs assay. Figure 4 shows
the results obtained with culture filtrates of phytopathoge-
nic, entomopathogenic and clinical S. marcescens inocula-
ted in onion bulbs. It can be observed that apparently did
not cause any tecidual alteration, in contrast with bulbs ino-
culated with bacterial suspension, that shows decay .

Phytotoxicity on lettuce plantlets assay. Culture filtrates
of phytopathogenic, entomopathogenic and clinical S. mar-
cescens did not cause morphological changes on analyzed let-
tuce plantlets, even when concentrated 10 times with 80%
ammonium sulfate. With the inoculation of bacterial suspen-
sion, it can be observed the appearance of symptoms such as
shriveling and necrotic stains on plantlets cotyledons (Fig. 5).

Seronentralization assays. The cytotoxic activity from
phytopathogenic and entomopathogenic S. marcescens on
CHO cells was completely neutralized by antiserum obtai-
ned against cytotoxin of the clinical S. marcescens, with ti-
tre of 1/128.

DISCUSSION

Cytotoxins have been considered as important virulence
factors in several species of bacteria® and are detected on the

basis of the degree of the damage imposed to several manr- * -

malian cell lines, evidenced by morphological changes.¢
Serratia marcescens isolated from clinical specimens can
produce an extracellular cytotoxin active on epithelial cell Li-
nes in culture.’ However, as far as we know there are no data
on cytotoxin production by environmental S. marcescens.
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In this work, supernatants of the S. marcescens isolated
from plants and insects were capable of damaging mammalian
cell lines, in vitro. Morphological changes on the sensitive cell
lines were characterized by cell rounding and detachment
(Fig. 1), culminating in cell death. The cytopathic effect ob-
served resemble those described in cells inoculated with cyto-
toxin produced by clinical isolates.?

The sensitivity of several cell lines to cytotoxin produ-
ced by entomopathogenic and phytopathogenic was com-
pared in this study. Figure 2 shown that CHO, Vero and
HEp-2 lines were similarly sensitive for all strains tested,
with cytopathic effects observed as soon as 30 min of incu-
bation with culture filtrates and it was confirmed by mea-
sured of the cellular viability ranging 40%. Moreover, the
HeLa cells were resistant to all culture filtrates, as shown in
cellular viability assays.

The cytotoxic activity of the supematants obtained from
culture of phytopathogenic and entomopathogenic S. mar-
cescens on CHO cells was completely neutralized by speci-
fic polyclonal antiserum anti-cytotoxin produced by clini-
cal §. marcescens. It indicates that these strains produces
toxins antigenically related. Moreover, the cytotoxin shows
similar biological activity on CHO cells with the cytotoxin
produced by clinical S. marcescens.

The toxicity assays on plants shows that the culture su-
pematants not provoked any visible morphological chan-
ges and did not affect their growth. By contrast, the plants
treated with bacterial suspension shown disease symptom,
such as shriveling and decay of stores bulbus in onion
(Fig. 4) and lettuce plantlets (Fig. 5). On the basis of the-
se results, it appears that the extracellular factor capable
of damaging cultured cells was not responsible by disease
in plants.

In conclusion, this study shows that phytopathogenic and
entomopathogenic S. marcescens may produces a cytoto-
toxin similar to produced by clinical isolates and it is toxic to
different mammalian cell lines. These results are especially
important for studies involving this bacterium as biological
control agent. At present, more detailed study of biological
activity of this cytotoxin is in progress in our laboratory.
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