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ix.
ESTUDO COMPARATIVO EM LINHAGENS DE Enterobacter cloacae
ISOLADAS DE PLANTAS E DE CASOS CLINICO-HOSPITALARES.

Autor: JULIO RODRIGUES NETQO
Orientador: Prof. Dr. TOMOMASA YANO

RESUMO

Vinte linhagens de Enterobacter cloacae entre isolados de
plantas e de origem clinico-hospitalar foram estudadas por meio de serologia,
eletroforese de proteinas totais e RAPD. Teste de patogenicidade em bulbos de
cebola também foi aplicado. Com a finalidade de se comparar as linhagens,
também foram incluidas neste estudo as culturas tipo de Enterobacter dissolvens

¢ Enterobacter nimipressuralis.

Serologicamente, foi verificado que as linhagens oriundas de
plantas sdo similares, com excegio de uma linhagem, e puderam ser diferenciadas
das linhagens clinicas. Entretanto, quando comparadas por meio de eletroforese
de proteinas totais, as linhagens de E. cloacae se mostraram mais homogéneas,

embora com diferengas nos padrdes de proteinas.

Dentre as técnicas empregadas RAPD foi a mais sensivel,

discriminando trés grupos gendmicos, onde as linhagens vegetais aparecem



X,
homogéneas e sdo claramente distinguidas, enquanto que as linhagens clinicas
foram distribuidas em vérios sub-grupos, devido a sua heterogeneidade. A cultura
tipo de E. cloacae aparece nfio relacionada com a maioria das linhagens, 0 mesmo

ocorrendo com E. nimipressuralis.

Nos testes de patogenicidade em bulbos de cebola, o grupo das
linhagens clinicas também mostron capacidade fitpatogénica, induzindo colapso

interno das escamas, o mesmo ocorrendo com E. dissolvens ¢ E. nimipressuralis.

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que E. cloacae
isoladas de vegetais, embora oriundas de hospedeiros ¢ regides geograficas
distintas, sdo estreitamente relacionadas. A  hipétese de que vegetais
contaminados atuem como “vetores” de E. cloacae, introduzindo-a no ambiente

hospitalar, deve ser considerada.



xi.
COMPARATIVE STUDIES OF Enterobacter cloacae STRAINS ISOLATED
FROM PLANTS AND CLINICAL ORIGIN.

Author: JULIO RODRIGUES NETO
Adviser: Prof. Dr. TOMOMASA YANO

SUMMARY

Twenty strains of Enterobacter cloacae isolated from plants
and clinical origin including the type strain were studied by serology,
electrophoresis and RAPD analysis. A pathogenicity test on onion bulbs were also
performed with vegetables and clinical isolates. In addition, the type strains of
two related species Enterobacter dissolvens and Enterobacter nimipressuralis

were also included for comparative purposes.

Serologically the strains coming from plants were found to be
very similar and could be differentiated from clinical isolates. However E.
cloacae strains were more homogeneous when compared by cell protein

electrophoresis, although the protein patterns revealed some differences.

RAPD was the most discriminatory method employed and three
genomic groups were distinguished among cultures. The E. clogcae strains

isolated from plants were homogeneous and the strains coming from clinical were



xii.
distributed in subgroup levels on the two remaining groups. A clear cut
differentiation between the plant and clinical strains were evident but it should be
noted, however, that clinical strains were also heterogeneous and the type strain
of E. cloacae appear to be non related to others as well as the strain of £

nimipressuralis.

In the pathogenicity tests on onion bulbs, like the plant strains
the group comprising clinical origin showed a phytopathogenic capability,
induzing a colapse of the inner scales. £. dissolvens and E. nimipressuralis strains

also induced symptoms on onion bulbs.

On the basis of the results obtained in this study, it was verified
that E. cloacae strains from plants showed close similarity although coming from
different hosts and geographical origin and it is suggested that vegetables could

act as a “vector’of E. cloacae in the hospital environment.
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1. INTRODUCAOQO E OBJETIVOS

A bactéria Enterobacter cloacae (Jordan 1890) Hormaeche &
Edwards 1960, conhecida hd mais de um século, ¢ um microrganismo
amplamente distribuido na natureza, ocorrendo nos mais variados ambientes,
incluindo entre outros, a superficie de plantas, frutos ¢ legumes, agua de fontes e
esgotos, solos, insetos, ambiente hospitalar, ¢ como comensal na pele e no trato

intestinal do homem e animais.

E importante salientar que sob determinadas condigBes
ambientais, esta bactéria pode se tornar fitopatogénica pois, ja foi observada
causando doenga em vérias espécies de plantas como a cebola, mamoeiro,

meloeiro € mangueira, entre outras.

Assim, como a maioria das espécies do género Enterobacter, na
medicina humana e veterinaria E. cloacae é considerada um patégeno oportunista
e, devido ao seu potencial de resisténcia a antibidticos, a sua incidéncia em
infecgties hospitalares tem sido relatada com frequéncia. Portanto, € de se esperar
nesta espécie bacteriana uma alta capacidade de adaptagdo a novos ambientes e,
em consequéncia, a permanéncia apés sua introdugéio em locais anteriormente
indenes, por exemplo, em unidades hospitalares ou em plantios comerciais de
determinada espécie vegetal. Esta caracteristica faz supor uma grande diversidade

nesta espécie bacteriana.
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Varias fitobactérias tem sido associadas a casos clinicos e, além
do pessoal ¢ instrumental, os alimentos vegetais contaminados estdo entre os
fatores que podem elevar o potencial de inéculo no ambiente hospitalar, uma vez
que a presenga de E. cloacae tem sido continuamente detectada em  vegetais.
Portanto, procurou-se no presente estudo analisar e comparar linhagens isoladas

de vegetais e oriundas de casos clinicos.

Foram estudadas vinte linhagens de E. cloacae, sendo dez
provenientes de vegetais, nove de origem clinica e uma linhagem de 4gua de
fonte contaminada objetivando analisar o relacionamento serologico entre as
linhagens, verificar a existéncia de similaridades ou diferencas em padrSes de
proteinas totais, analisar sequéncias de DNA amplificadas arbitrariamente para
tentar reconhecer variages entre as linhagens e avaliar a capacidade das

linhagens clinicas em infectar vegetais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A bactéria Enterobacter cloacae (Jordan 1890) Hormaeche &
Edwards 1960 pertencente a familia Enterobacteriacaeae, é encontrada em
muitos ambientes naturais, incluindo a superficie de plantas, dgua, esgotos, solo e
alimentos, bem como em ambiente hospitalar, onde é considerada um patogeno
emergencial, principalmente devido a sua capacidade de resisténcia a vérias
substincias antimicrobionanas (MURRAY et al., 1983; SANDERS & SANDERS,
1985; MODI et al, 1987, ANDERSEN et al, 1989; LINDH et al, 1990,
ANDRESEN et al., 1994).

Na agricultura, E. cloacae é encontrada normalmente como
integrante da flora microbiana de muitos vegetais e no trato intestinal de insetos.
Por outro lado, esta espécie bacteriana tem sido utilizada em varios experimentos
para o controle biolégico de fitopatégenos, como é o caso do fungo Pyrthium
ultimum Trow., agente causal do tombamento (“damping-off”) das cucurbitaceas
e de outras plantas (HADAR er al., 1983; HOWEL et al., 1988; LYNCH et al,
1991; NELSON & MALONEY, 1992). Em alguns casos, verificou-se redugéio do
crescimento do fungo em até 41% (NELSON et al., 1986). O processo de
inibigio pela bactéria esta relacionado a adesdo das células bacterianas as hifas
do fungo, alterando o seu crescimento normal. Em outro experimento, NELSON
& CRAFT (1991) obtiveram redugiio de infecgio pelo fungo Sclerotinia

homoeocarpa Bennett em gramineas da ordem de até 63% por meio de aplicagdes
P gr
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de E. cloacae (linhagens EcCT-501 e E1). Segundo aqueles autores, o
biocontrole daquele fungo foi tdo efetivo na redugdo da doenga (“dollar spot”™)
quanto a aplicagdo dos fungicidas iprodione ou propiconazole, normalmente

aplicados para tal fim.

Outro exemplo ¢é o emprego de £. cloacae para o biocontrole
do fimgo Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Unill, fitoparasita que causa podriddo em
pos-colheita de frutos de pessegueiro (Prumus persica Sieb. & Zucc.), onde
WILSON et al. (1987) conseguiram inibir a infecgio por Rhizopus em até 70%,
durante mais de cinco dias. Posteriormente, WISNIEWSKI er al (1989)
verificaram que a inibicio da germinagio dos esporos de Rhizopus stolonifer era
dependente da concentragio de E. cloacae, e que a competigio por nutrientes
poderia estar envolvida no processo de adesdo as hifas do fungo. LORITO et al.
(1993) realizando testes “in vitro” com enzimas quitinoliticas produzidas pelo
fungo Trichoderma harzianum Rifai em associagiio com E. cloacae para o
biocontrole de fungos fitopatogenos, verificon efeito sinergistico naquela
combinagfio para inibi¢do da formagéo de esporos e emissdo do tubo germinativo
dos fungos Botrytis cinerea Person, Fusarium solani (Mart.) Sacc. ¢ Uncinula
necator (Schw.) Burril, aumentando aparentemente, a habilhidade de adesfo as
hifas e parede celular diminuindo, portanto, a capacidade de produgdo de enzimas
degradadoras pelos fungos.

A literatura cita inameros exemplos do emprego de E. cloacae
em testes visando o biocontrole de agentes fitopatogénicos, bem como da sua
aquisi¢do e persisténcia em insetos, inclusive com produgdo de substincias

antibacterianas por parte destes.

Entretanto, E. cloacae ¢ particularmente importante na
patologia vegetal, em que varios trabalhos de pesquisa relatam suas propriedades

fitopatogénicas. As primeiras evidéncias da aglio patogénica de E. cloacae as
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plantas foram notadas por GEORGE et al. (1976), onde aqueleé autores relataram
uma Enterobacteriaceae (estreitamente relacionada a E. cloacae) causando
podriddo em coqueiros (Cocus nucifera L.) na India. Anteriormente, TANII et al.
(1974) j4 haviam isolado E. cloacae de sementes de arroz (Oryza sativa L.) em
associagio com Erwinia, Brevibacterium e Pseudomonas, entretanto sem
confirmar o seu envolvimento no processo da doenga. Posteriormente, COTHER
& DOWLING (1986) isolaram E. cloacae de bulbos de cebola (Allium cepa L.)
armazenados, apresentando sintomas de colapso imterno das escamas, associando
a bactéria aos sintomas observados. Um ano apds, WICK et al (1987) e
NISHIJIMA et al. (1987) relatam E. cloacae causando doenga em brotagdes de
feijio Mung (Phaseolus vulgaris 1..) ¢ descoloragio (amarelecimento) da polpa
de maméo (Carica papaya L.), respectivamente. No ultimo caso, merece
destaque o fato de que E. cloacae foi também isolada de flores do mamoeiro e de
moscas (Bactrocera dorsalis Hendell) visitadoras da mflorescéncia, sugerindo
que estas e outros insetos presentes no plantto, poderiam estar atuando como
agentes de dispersdo da bactéria. NISHIJIMA et al. (1987) isolaram E. cloacae
também de aguna de tanques de lavagem dos frutos apos colheita e, em testes de
patogenicidade efetuados em mamdo, nos quais foram empregados isolados de
frutos, flores, insetos e da agua, aqueles autores ndo observaram diferencas
significativas entre os isolados. BISHOP & DAVIS (1990) estudando uma doenga
em plantio de cebola, ocorrida na regifio de “San Joaquim Valley”, na California,
Estados Unidos, e cujos sintomas se assemelhavam aos descritos por COTHER &
DOWLING (1986), concluiram ser também E. cloacae o agente causal.
Entretanto, ao contrario do relato de COTHER & DOWLING (1986), no caso
estudado por BISHOP & DAVIS (1990), a doenga ocorreu no campo de

produgdo causando perdas de aproximadamente 1,5 % da produgdo e,
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aparentemente, estava relacionada 4 condigdes de temperatura elevadas,

frequentes na regifio mencionada.

No Brasil, E. cloacae causando doenga em plantas foi
primeiramente observada por ROBBS et al. (1995) que isolaram a bactéria de
frutos de meldo (Cucumis melo L.) origindrios da regido norte do pais, com
sintomas de descoloragio da polpa. Aquela espécie bacteriana foi também isolada
de frutos de mamio, manga (Mangifera indica L.) e alface (Lactuca sativa L.)
(C.F. Robbs, comunicagio pessoal).

Com relagio a infecgGes hospitalares, este microrganismo tem
sido frequentemente isolado de individuos imunologicamente comprometidos,
como é o caso de pacientes em pos-operatorio, traumatizados por ferimentos ou
queimaduras, ou ainda, de criangas nascidas prematuras em unidades neonatais,
sendo também isolado da urina, sangue e do trato respiratério, podendo se tornar
invasivo em procedimentos médicos, tais como cateterizagio e entubago,

resultando muitas vezes em septicemia.

Assim, casos de infecgfo por E. cloacae foram observados por
FLYNN et al. (1987) ¢ ANDERSEN et al. (1989) em pacientes que sofreram
cirurgias cardiacas, e, aqueles autores concluiram que as infecgdes se originaram

tanto da flora microbiana normal dos pacientes como de infecgdo cruzada.

JOHNSON & RAMPHAL (1990) e McCONKEY er al. (1989)
relatam, por sua vez, que pacientes submetidos 2 terapia antimicrobiana por meio
de antibioticos também contrairam infecgdo por E. cloacae, possivelmente através
dos materiais utilizados na administragdo das solugdes antimicrobianas. FLYNN
et al. (1987) indicam que a frequéncia de infecgdes por E. cloacae em pacientes
pés-operatério ¢ maior quando originada pela propria flora microbiana do

paciente através do fluxo sanguineo.
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Uma caracteristica notavel em E. cloacae ¢ a sua variabilidade.
Diferengas bioquimicas, serolégicas e genbmicas foram observadas ao longo dos
anos em isolados de diferentes origens. KUHN er al. (1991) pesquisando 64
linhagens de E. cloacae isoladas em 22 unidades neonatais em hospitais da Suécia
determinaram 49 fendtipos bioquimicos, concluindo que a alta ocorréncia de E.
cloacae naquelas unidades, aliada a grande heterogeneidade bacteriana, pode ser
devida ao fato daquele microrganismo ser continuamente introduzido no ambiente
hospitalar. LAMBERT-ZECHOVSKY et al. (1992) analisaram por meio de RFLP
(“Restriction Fragment Lenght Polymorphism”) do DNA gendmico ¢ DNA
ribossdmico (ribotipagem) um caso de meningite ¢ bacteremia sistémica em
recém-nascido, ¢ a analise genética obtida mostrou semelhanga nas linhagens
isoladas do sangue, urina e fluido espinal e, diversidade nas linhagens utilizadas
comparativamente, concluindo ser de natureza endogena tanto a bacteremia como
a meningite observadas no mesmo paciente. Concluiram também que a
ribotipagem ¢ um método que oferece vantagem sobre os convencionais.
Anteriormente, GARAIZAR et al. (1991) comparando a ribotipagem com outros
métodos para a identificagéio de E. cloacae, observaram que esta técnica oferece
poucas vantagens sobre uma combinagiio de métodos, mas que a ribotipagem
possibilita a obtengdo de discriminagfio entre linhagens, de grande utilidade em
estudos epidemioldgicos. Aqueles autores verificaram também, naquele estudo, a
alta percentagem de infecgdes cruzadas entre pacientes, confirmando as
observacdes de GASTON & WARNER (1989).

Esta diversidade observada em E. cloacae tem induzido

pesquisas no sentido da tipagem desta espécie bacteriana, indispensaveis para o
conhecimento da epidemiologia das doengas causadas por aquele organismo.
Deste modo, GASTON et al. (1983) ja utilizavam a serotipagem para antigeno O

¢, em 28 antigenos produzidos para cerca de 300 1solados ¢linicos, conseguiram a
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tipagem de 78% dos isolados, obtendo 8 tipos serolégicos mais frequentes.
GASTON (1987) desenvolveu também um esquema de fagotipagem, em que
utilizou 25 fagos para E. cloacae, discriminando cerca de 79% dos isolados,
correlacionando-os aos grupos antigénicos O mais comuns. Posteriormente,
GASTON & WARNER (1989) estudando aspectos epidemioldgicos de E.
cloacae por meio de eletroforese, para avaliar o polimorfismo enzimatico daquela
bactéria, demonstraram que em 62 linhagens pesquisadas para 13 enzimas
discriminatérias, 3 enzimas (lactato dehidrogenase, 6-fosfato dehidrogenase e
glutamato dehidrogenase) poderiam ser utilizadas para a tipagem de isolados

clinicos.

LIND & URSING (1991) estudando uma colegio de 123
isolados de E. cloacae, oriundos de hospital em Malmé na Suécia, por meio de
hibridizagio DNA-DNA, estabeleceram 5 grupos gendmicos, sendo que um dos
grupos foi constituido por 98 isolados, predominantes. No mesmo estudo aqueles

autores encontram 9 padrles fenotipicos utilizando o sistema API 20E.

Com a finalidade de identificar grupos ¢ determinar a rota de
transmissdio de E. cloacae em hospital na localidade de Osnabriick, Alemanha,
HAERTL & BANDLOW (1993) pesquisaram 62 linhagens daquela espécie
bacteriana, sendo 12 linhagens oriundas de unidade neonatal e as restantes de
casos clinicos ¢ ambiente hospitalar. Utilizando técnicas de SF-REA (“Small
Fragment - Restriction Endonuclease Analysis”) e PFGE (“Pulsed Field Gel
Electrophoresis™), aqueles autores observaram que dentre os 12 isolados em
unidade de terapia intensiva neonatal, 11 foram considerados do mesmo grupo
gendmico, evidenciando que as infecgdes foram causadas pela mesma linhagem.
Os demais isolados representaram grande diversidade. HAERTL & BANDLOW
(1993) concluiram também que a combinagdo de SF-REA e PFGE sio de grande

utilidade para pesquisas epidemioldgicas de E. cloacae.
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Em estudo semelhante, POILANE et al. (1993) empregando a
tipagem por antibiograma, biotipagem por API 20E e ribotipagem de DNA
tratados pelas enzimas de restricio EcoRI e BamHI, concluiram nfo ser possivel
estabelecer padrio por biotipos, porém a ribotipagem permitiu discriminar as
linhagens e identificar infecgdes cruzadas nas unidades pesquisadas.
GRATTARD et al. (1994) empregando a técnica de AP-PCR (*Abritrarily Primed
- PCR = também conhecida por RAPD-PCR ) em combinag@o com a nibotipagem
¢ andlise de plasmideos, discriminaram linhagens de F. cloacae. Estes autores, no
entanto, ndo obtiveram resultados satisfatoérios com plasmideos, em conformidade
com relato de HAERTL & BANDLOW (1993).

A diversidade presente em linhagens de E. cloacae foi bem
estabelecida por HARTSTEIN et al. (1995), que através de estudo comparativo de
agentes de infecgOes bacterianas multiplas, causadas por Staphylococcus aureus
Rosenbach, Enterococcus faecalis (Andrewes & Horder) Schleifer & Kilpper-
Balz, Escherichia coli (Migura) Castellami & Chambers, Pseudomonas
aeruginosa (Schroeter) Migula, Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan e E.
cloacae, utilizando PFGE verificaram que, enquanto E. cloacae mostrava ser
heterogénea indicando que os pacientes foram colonizados por diferentes
linhagens, as demais espécies pesquisadas apresentavam tipo estavel de DNA em

varios isolamentos realizados em diferentes periodos.

Em nosso meio, a bactéria E cloacae foi detectada causando
obitos em neonatais em unidade do Centro de Atengfo Integral 4 Safde da
Mulher (CAISM) e Hospital da Clinicas da Unicamp, por duas ocasides. A
primeira ocorréncia em 1995 ¢ a segunda em 1997, possivelmente, devido a
nutrigio parenteral contaminada. Relatos destes casos ainda nfdo estdo

disponiveis na literatura.
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A ocorréncia  de espécies bacterianas de origem clinica em
vegetais ¢ vice-versa ¢ um fato conhecido. Além de E. cloacae, outras espécies
clinicas foram detectadas causando patologia em vegetais, como ¢ o caso de
Pantoea agglomerans (Beijerinck) Gavini et al, estudada por MERGAERT et al.
(1983) e por LIND & URSING (1991), e de Pseudomonas aeruginosa, conforme
relato de LEBEDA er al. (1984). No caso de Burkholderia cepacia (ex
Burkholder) Yabuuchi ef al., trata-se de importante fitopatégeno frequentemente
isolado de casos clinicos, conforme observado por BRADBURY (1986). Outras
espécies de fitobactérias também sdo citadas na literatura como agentes de
infecgdo hospitalar, como Agrobacterium sp. (FRENEY et al, 1985) e
Herbaspirillum “species 37 (BALDANI ef al., 1996).

Mesmo com um numero razoavel de esquemas para a
tipificagiio de E. cloacae, as relagbes entre as linhagens oriundas de diferentes
ambientes, incluindo isolados clinicos ¢ de vegetais ainda é pouco conhecida
(ROBBS, 1997). Estudos neste sentido poderiam prover informages para o

melhor conhecimento da epidemiologia de E. cloacae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Culturas bacterianas,

Um total de vinte linhagens de E. cloacae foi empregado neste
estudo, sendo dez isoladas de vegetais, nove de origem clinica, incluindo a cultura
tipo ATCC 13047 (= IBSBF 1238"), ¢ uma linhagem isolada de 4gua de fonte
contaminada procedente de Uberldndia (MG). Além das linhagens de E. cloacae,
também foram incluidas neste estudo, as culturas tipo de Enterobacter dissolvens
ICMP 1570 (= IBSBF 1289 ) ¢ Enterobacter nimipressuralis ICMP 1577 (=
IBSBF 841 ), em virtude de serem consideradas estrettamente relacionadas a E.
cloacae (STEIGERWALT et al, 1976; BRENNER et al., 1986; RICHARD,
1984). A TABELA 1 mostra a origem e/ou procedéncia das culturas utilizadas.

Para a realizagdo dos testes as linhagens foram cultivadas em
meio Nutriente Agar (NA) e incubadas a 28° C /24 h.

ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Md, EUA.

IBSBF =. Colecdo de Culiuras da Sec¢fo de Bacteriologa Fitopatoldgica, Instituto
Biclégico, Estacio Experimental de Campinas

ICMP = International Collection of Micro-organisms from Plants, Auckland, Nova
Zel@ndia
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TABELA 1. Origem e codigo das linhagens de Enterobacter cloacae utilizadas neste estudo.

ORIGEM PROCEDENCIA CODIGO OBSERVACOES
IBSBF
Agua de fonte Uberlandia, MG 1187 CTAA 49-1
Cucumis melo (meldo) Agu, RN 1140 CTAA 35-1L4
1141 CTAA 35-L1
1142 CTAA 35-1.2
1143 CTAA 35-L3
1189 CTAA 53-1
Carica papaya (mamio) Linhares, ES 1186 CTAA 51-1
1188 CTAAS5]-2
Lactuca sativa (alface) Rio de Janeiro, RJ 1291 CTAA 3430
Mangifera indicae (manga) Rio de Janeiro, RJ 1184 CTAA 50-1
1185 CTAA 50-2
Clinica {neonatal) CAISM 1176 FCM/UNICAMP
1177 FCM/UNICAMP
1178 FCMAINICAMP
Clinica (fezes) Vitoria, ES 1231 -
1233 -
Clinica (fluido espinal) CCT 0546 12387 ATCC 13047
Clinica (provavelmente humano) IAL 24 1249 CDC 3430
131 1250 CDC 3054
133 1251 CDC 351
CCT = Colecdo de Culturas Tropical, Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André
Tosello”, Campinas.
CDC = Centers for Diseases Control, Atlanta, Ga, EUA.
CTAA =. Centro Nacional de Pesquisa de Tecnologia Agroindustrial de Alimentos, Rio de Janeiro,
RJ
FCM = Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas, SP
iAL = Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo

CAISM = Centro de Atengéo Integral & Satde da Mulher (UNICAMP)
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3.2 - Preparo de antissoros.

Cinco antissoros foram preparados por meio da imunizagiio de
coethos com as linhagens 1142 (meldo) [AS-1142], 1177 (CAISM) [AS-1177],
1185 (manga) [AS-1185], 1186 (maméo) [AS-1186] e 1238" (linhagem tipo) [AS-
1238].

A imunizac¢do dos coelhos foi realizada com células inteiras das
linhagens de E. cloacae cultivadas em NA durante 24 h, a 28° C, através de trés
injecdes, sendo duas emulsionadas em adjuvante Freund incompleto, e aplicadas
na regido dos linfonddulos das patas traseiras (0.5 ml/injecdo), segundo técnica
descrita por OLIVEIRA (1975), e a intervalo de dez dias. A ultima injegdo do
antigeno fot feita via endovenosa, com as c¢€lulas suspendidas em salina 0.85%,
apos sete dias da segunda imumizagdio. A concentragdo aproximada do antigeno
imunizante foi de 10° UFC/ml.

A coleta do soro foi efetuada a partir do 22° dia da primeira
imunizagfo, seguindo-se até o 25° dia, coletando-se cerca de 20 ml de sangue
diartamente. O antissoro produzido fo1 separado por meio de centrifugagio e

estocado a -20° C.

3.3 - Testes serologicos.

Os testes serologicos efetuados foram do tipo precipitagio antigeno-
anticorpo em ldminas de dupla difusdo em &gar, utilizado-se como antigenos
proteinas extraidas das membranas das células (CPM), extraidas mediante
tratamento com cloreto de litio 0,2 M e aquecimento a 45° C / 2 h, segundo
técnica descrita por TAVEECHAI & SCHAAD (1986) [Apéndice 1]. A
concentragiio 6tima antigeno-anticorpo foi determinada segundo PIAZZI (1959).
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3.4 - Preparo de proteinas totais.

Proteinas totais (PT) das células bacterianas foram obtidas das
linhagens cultivadas em NA, incubadas a 28° C / 24 h. Cerca de 20-30 mg de
células bacterianas foram ressuspendidas em tubos contendo 200 pl de solugdo
Tampdo de Amostra ( 7,5 g Tris HCl; 2,0 g SDS; 50 ml B-mercaptoetanol; 100 mi
glicerol, em 1000 ml de agua destilada). A seguir, os tubos contendo as linhagens
foram aquecidos a 95° C durante 10 min, resfriados em gelo e centrifugados a
12,000 x g / 3 min. O sobrenadante contendo o extrato de proteinas totais foi

separado e armazenado a -20° C.

3.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE).

As proteinas totais obtidas foram analisadas pelo sistema
descontinuo em gel de poliacrilamida duodecil sulfato de soédio (PAGE / SDS)
[Apéndice 2], segundo técnica descrita por LAEMMLI (1970} em cuba vertical,
com o gel na concentragio de 10 %, sob corrente continua de 30 mA, durante 5-6
horas. Apds a corrida, os géis foram submetidos a coloragio por prata, de acordo

com metodologia descrita por BLUM et al. (1987) [Apéndice 3].

3.6 - Extraciio e padronizaciio do DNA gendmico das linhagens.

A metodologia descrita por PITCHER et al. (1989) foi utilizada
para a extragdo do DNA gendémico das linhagens de E. cloacae, previamente
cultivadas em meio NA a 28° C/ 24 h, onde as células bacterianas foram
suspensas em 100 pl do tampfio de lise contendo 2 mg/ml de lisozima e incubadas
a 37° C/ 30min. Posteriormente, as amostras foram tratadas com solugio de

tiocianato de guanidina 5 M por 10 min ¢ tratadas a seguir com 250 pl de acetato
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tiocianato de guanidina 5 M por 10 min e tratadas a seguir com 250 ul de acetato
de améneo. Em seguida, os DNA foram purificados com 500 pl de cloroférmio-
alcool-isoamilico, lavados a seguir com etanol 70% e recuperados por
centrifugac¢do, sendo ressuspendidos em agua Milli-Q estéril e estocados a 4°C
[Apéndice 4]. Apos a extraglo, a pureza ¢ quantificagdo do DNA foram feitas em
espectrofotémetro UV, absorbincias de 230, 260 ¢ 280 nm.

O DNA obtido foi padronizado quanto & sua concentragio,
aplicando-se 2 pl de cada amostra, adicionados de 2 pl do tampdo de amostra

[Apéndice 5] em gel de agarose a 0,7% (acrescidos de 2ul de brometo de etidio/
100 ml gel) e, comparando-se visualmente a intensidade das bandas com DNA do
Fago Lambda aplicado no mesmo gel, a concentragles variando de 4,6 a 46,0 ng
[Apéndice 6].

3.7 - “Screening” de primers.

Dezoito prim.ers UBC (“The University of British Columbia™ -
Nucleic Acid-Protein Service Unit, Biotechnology Laboratory, Vancouver, B.C.,
Canada) foram testados para se avaliar a amplificagdo dos DNA (10 ng) obtidos
de duas linhagens escolhidas ao acaso (1140 e 1249) em RAPD, testando-se seis
primers de cada vez. Inicialmente foi preparada a Master Mix [Apéndice 7],
sendo distribuidas a seguir as amostras de DNA e aliquotas dos primers nos tubos
de PCR, adicionando-se, posteriormente, a solugdo Master Mix na proporgio
calculada para o nimero de reagdes, tendo o volume final de 25 pl/ tubo de PCR.
A seguir, os tubos de PCR foram colocados em ciclizador térmico ajustando-se o

volume ¢ programa desejado [Apéndice 8].

A amplificacio foi procedida em aparelho termociclizador



16.
Perkin-Ellmer 9600 - GeneAmpPCR System, durante 3 horas ¢ volume de 25 pl

em cada reagfio. O programa selecionado consiste de: 1 x (2 min a 94°C); 30 x
(30 seg a 94°C, 30 seg a 36, 60 seg a 72°C); 1 x (3 min a 72°C).

3.8 - Visualizacio eletroforética dos perfis e anilise dos produtes de RAPD.

Os pertis obtidos no processo de RAPD foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2 % (4 mm espessura) em tampdo TEB
[Apéndice 5] acrescido de brometo de etideo na concentragdo de 10 pg/100 ml,
aplicando-se os padrdes de peso molecular na primeira ¢ Gltima canaleta do gel,
sendo “KiloBase DNA Marker” (Pharmacia Biotech 27-4004-01) 0,5 pg/ul, e
“100 Base-Pair Ladder” (Pharmacia Biotech 27-4001-01) 1ug/ul, €, 5 pl dos
produtos de cada reagfio de amplificagdo em RAPD, acrescidos de 2 pl de tampéo
de amostra [Apéndice 5]. A eletroforese foi corrida em tampéo TEB a 50 V nos

primeiros 15 mm e, postertormente, a 80 V, fotografando-se o gel em

transiluminador UV apds a corrida.

As misturas de fragmentos de DNA produzidas pela
amplificacio de cada primer em cada linhagem apresentaram um padrio de
bandas de diferentes pesos moleculares. De acordo com a migragio relativa das
bandas foi estimado o mimero de pares de bases (pb) utilizando-se o Programa
Eletroforese/CBMEG (elaborado por Adilson Leite, 1989), que calcula o pb.
[Apéndices 9 a 14].

Os valores obtidos foram comparados entre si para avaliar-se as
similaridades, computando-sc a presenca/auséncia das bandas no gel, assumindo-

se que bandas na mesma posi¢io sio equivalentes.



17.

Para a analise da sirmlaridade entre as linhagens, utilizou-se o
Pacote de Programas “RAPDistance”, versdo 1.03 para Analise de Padries de
Fragmentos de RAPD, oferecido por J.S.Armstrong ¢ outros em 1994. O
programa bem como as informages sobre o formato dos arquivos e utilizago de
RAPDistance estdo disponiveis na Internet no seguinte enderego:
ftp://life.anu.edu.auw/pub/software/RAPDistance.

Uma vez obtidas as similaridades, os dados foram utilizados
para a constru¢éo dos dendrogramas, por meio do Programa “Neighbor-Joining”
(NJTREE), em que se calcula a distdncia patristica entre diferentes pares de

UTOs (Unidades Taxondmicas Operacionais).

3.9 -Testes de patogenicidade em bulbos de cebola.

Os testes de patogenicidade foram feitos em bulbos de cebola
inteiramente formados (maduros) empregando-se as linhagens bacterianas
previamente cultivadas em NA durante 24 h 3 28° C e suspendidas em 4gua
destilada estéril, aproximadamente a 10° UFC/ml.

Os bulbos de cebola foram inoculados na parte superior
(pescogo), infiltrando-se com seringa hipodérmica, cerca de 0,5 ml da suspenséo
bacteriana. Apos as inoculagdes, os bulbos foram mantidos em cimara imida a

37° C. Bulbos testemunhas sofreram o mesmo tratamento com agua estéril.

A patogenicidade das linhagens foi1 avaliada sete dias apos a
inoculagio, adotando-se a seguinte escala:
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0 = tecidos inalterados, sem descoloragéo;

1 = ligeira descoloragdo, cerca de 1-2 cm ao redor do ponto

inoculado;
2 = escamas mternas com descoloragio ou flacidas;
3 = escamas internas flacidas e descoloridas do topo até a base;

4 = tecidos descoloridos e flacidos em metade ou bulbo inteiro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1, Testes serolégicos

Pode ser observado na TABELA 2 que as linhagens 1142 ¢
11835, isoladas de meldo e manga respectivamente, mostraram padrdo antigénico
semelhante, apresentando reagdes de identidade com todas as linhagens oriundas
de vegetais, com pequenas variagdes nos padrdes das linhas de precipitagio. A
linhagem 1185 (meldo) também mostron reagdo com duas linhagens clinicas
(1231 ¢ 1251), embora com menor nimero de linhas de precipitagdo do que o
observado com antigenos das linhagens de origem vegetal. Por outro lado, o
antissoro obtido a partir da linhagem 1186 (mamo) induziu reagdo apenas com o
antigeno homologo e com a linhagem 1187 (agua de fonte), demonstrando ser

relacionado serologicamente com esta linhagem.

Com relagio as linhagens de origem clinica, o AS-1177
produziu linhas de precipitagio com o antigeno homoélogo e linhagens oriundas do
CAISM (1176, 1178) e, uma reagdo cruzada com a linhagem 1186 (mamio),
entretanto, com padrio de linhas de precipitagdo diferente. O AS-1238
(produzido contra a tipo) reagiu apenas conira o antigeno homdlogo, nio sendo
detectada nenhuma outra reacdo, indicando que esta linhagem ndo € relacionada
serologicamente com as demais linhagens estudadas. Ndo foram observadas

reagdes contra antigenos das espécies E. dissolvens e nimipressuralis.
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TABELA 2. Resultados dos testes imunoldgicos de dupla difuséo em agar obtidos com
linhagens de E. cloacae, E. dissolvens e E. nimipressuralis.

ANTIGENOS (CPM) ANTISSOROS
ORIGEM ' CODIGO AS-1142 AS-1185 AS-1186 AS-1177 AS-1238"
_ IBSBF {meldo) (manga) (mamdo) (CAISM)  (L.tipo)
Agua de fonte 1187 - ++ - - -
Cucumis melo (meldo) 1140 +H+ - - +++ -
1141 + - - +++ -
1142 -+ - - + .
1143 -t - - +++ -
1189 +++ - . et .
Carica papaya {mamio) 1186 - +++ + - -
1188 + - - e }
Lactuca sativa (alface) 1291 - - - - -
Mangifera indicae (manga) 1184 +++ - - +++ -
1185 +++ - . g )
Clinica (neonatal) 1176 - - RENE - -
1177 + - +HH+ - -
1178 - - + . )
Clinica (fezes) 1231 - - - + -
1233 - - - - -
Clinica (fluido espimnal) 12387 + - - - +
Clinica (provavelmente 1249 - - - - -
humano)
1250 - - - - -
1251 - - - + }
E. nimipressuralis 341 - - - - -
E. dissolvens 1289 - - - - -

+++ = formagdo de 2 linhas, com identidade;
++ = formagcio de 1 linha de identidade:

= presenca de fraca linha de precipitagio
= auséncia de reaglo

+
|

1
|
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Verificou-se por meio da serologia que as linhagens de origem
vegetal empregadas sdo mais homogéneas, e com excegio da linhagem 1186
isolada de mamédo procedente de Linhares, ES, que reagiu apenas com o antigeno
homdlogo e com a linhagen 1187 (de égua de fonte), ¢ também da linhagem 1291
(isolada de alface), que ndo mostrou reagdo com nenhum dos antissoros, as
demais linhagens reagiram entre si. De modo geral, os antissoros produzidos com
células inteiras ¢ utilizados em reagdes de dupla difusfo, possibilitaram
diferenciar 2 grupos basicos: as linhagens oriundas do CAISM e as isoladas de

vegetais.

Outras técnicas seroldgicas poderiam ter sido pesquisadas,
como ¢ o caso da serotipagem pelo antigeno O, preconizada por GASTON et al.
(1983), ou ainda pela produgdo de anticorpos monoclonais utilizados em testes
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), que possibilitariam, inclisive, a
construgdo de matriz para analise dos resultados e serotipagem, por exemplo,
como foi estabelecido por BOUZAR et al. (1994) para uma espécie de
Xanthomonas. Entretanto, no presente estudo, no qual se procurou avaliar o
relacionamento entre limhagens com a utilizagfio de proteinas da membrana como
antigeno, a técnica de dupla difusfo foi satisfatdria, pois permitiu a observacgéio de
diferengas nos padrSes de bandas de imunodifusdio, ndo detectaveis em testes
ELISA.
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4.2 - Eletroforese de proteinas totais.

Os perfis eletroforéticos de proteinas totais das 22 linhagens de
E. cloacae foram comparados visualmente. Dentre as linhagens, verificou-se um
grande nimero de bandas discretas, variando de 10 a 120 kDa. O padrio das
linhagens de E. cloacae mostra duas bandas caracteristicas, uma de peso
molecular ao redor de 55 kDa, e outra a 70 kDa, aparentemente marcadora da
espécie. Verificou-se também a presenga de bandas diferenciadoras entre
linhagens, principalmente entre as de origem clinica. A FIGURA 1 mostra
algumas das diferengas observadas entre 12 linhagens de E. cloacae. Por outro
lado, o padrio obtido com a linhagem 841 (E. nimipressuralis) apresenta
diferengas significativas quando comparado com as demats linhagens. Este fato
pode ser indicador de que E. nimipressuralis ¢ uma espécie nio relacionada a E.
cloacae. Em contraste, grande niimero de bandas sdo comuns entre as linhagens

de E. cloacae ¢ a linhagem de E. dissolvens.

4.3 - RAPD
4.3.1 - Quantificacio dos DNA.

Os DNA extraidos de E. cloacae, E. dissolvens e E.
nimipressuralis apresentaram os valores (ng/pl) expressos na TABELA 3. Por
meio destes valores foi possivel efetuar as diluigBes apropriadas para a
padronizagdo dos DNA e posterior amplificacio em PCR. A FIGURA 2 ilustra
uma das padronizagbes efetuadas, comparando-se com Fago Lambda aplicado a

diluigdes conhecidas.
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FIGURA 1. Eletroforese de proteinas totais de 12 linhagens de

£ cloacae, ¢ linhagens de E. nimipressuralis (B41)

e K. digzolvens (1289)
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TABELA 3. Quantificagio dos DNA obtidos pela técnica de extragio com
Tiocianato de guanidina.

LINHAGEM .
, DA PROTEINAS FPUREZA
ORIGEM CODIGO 1 : 1) (%)
Agua de fonte 1187 100 0.0 57
Cucumis mele (melao) 1140 SO0 00 76
1141 210 0.0 oz
142 21 (.0 70
1143 200 00 7
1189 550 0.0 03
Carica pagava (mamaa) 1186 310 0.0 &
1188 970 0.0 o5
Lactuca sativa (alface) 1201 380 0.0 0f
Mangifera indicae (manga) 1184 640 0.0 27
1185 300 0.0 59
Clinica (neonatal) 1176 740 0l 77
1177 220 00 85
[ 178 A0 0.0 36
Clinica (fezes) 1231 108 0.1 73
1233 200 (.0 &0
Clinica (fluido espinal) 12387 156 0.0 o5
Clinica (provavelmente 1249 320 0.0 86
humano)
1250 440 0.0 %9
1251 IED 0.0 0
E. nimipressuralis %41 400 00 24

E dissolvens 1289 G0 (.0 77




FIGURA 2. Padronizaciio da concentragio de DNA de linhagens de £ cloacae,
canaletas 8 a 21, Fago Limbda a 9.2, 13,8 18.4. 23,0, 32.2 ¢

46,0 ng/pl; €, controle dgua Milli-Q,



4.3.2 - Seleciio de primers e amplificacio em PCR.

Dentre os 18 primers UBC testados com as linhagens 1140 ¢
1249 (FIGURA 3) foram selecionados 4 primers, que apresentaram amplificagio
caracteristica e reproduzivel das bandas, com as seguintes sequéncias de
oligonucleotideos: # 2, §'-CCTGGGCTTG-37; # 4, 5°- CCTGGGCTGG-37; # 6,
5-CCTGGGCCTA-3"; # 8, 5'-CCTGGCGGTA-3".

Estes primers foram utilizados nas amplificagdes dos DNA em

PCR (“Polymerase Chain Reaction™).

A técnica de RAPD produz uma mistura de fragmentos de DNA
de cada amostra, que sio separados por eletroforese. de acordo com sen tamanho.

resultando em perfis caracteristicos de bandas para cada linhagem.

Cada linhagem de £ cloacae foi amplificada em PCR a duas
concentragoes (10 e 20 ng), de modo a garantir a reprodutibilidade do metodo. As
FIGURAS 4, 5, 6 e 7 mostram os padries obtidos em RAPD. De modo geral. as
linhagens oriundas de vegetais apresentam um padrio similar, com pequenas
variaghes, dependendo do primer empregado. Excegdo feita 4 linhagem 1291, as
demais linhagens podem ser consideradas epidemiologicamente relacionadas,
embora de procedéncia distintas. Outra caracteristica observada ¢ a diversidade
entre as linhagens clinicas. Embora as linhagens provenientes do CAISM
(FIGURAS 4 a 7) sejam  relacionadas penotipicamente, as demais sio
heterogéneas. Isto pode significar a presenga de uma unica linhagem no surto
epidémico ocorrido no CAISM em 1995, onde foram verificados inimeros obitos
em neonatais, possivelmente devido 4 contaminagio de mateniais utilizados para a
administracio de soro aos pacientes, conforme amplamente divulgado pela

IMpPIensa na época.



FIGURA 3. "Screening” de primers para £. cloacae. Linhagens

1140 {(meldo) e 1249 {clinica).
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FIGURA 4. Padrio de bandas obtidos por amplificagio em RAPD primer
UBC # 2, em linhagens de E. cloacae isoladas de plantas, casos

clinco-hospitalares e agua de fonte contaminada.
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FIGURA 5. Padrio de bandas obtidos por amplificagio em RAPD, primer

RC # 4, em hinhapens de £. clogcae isoladas de plantas. casos
B P

clinco-hospitalares e agua de fonte contarminada,
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Dos quatro primers selecionados, wés foram analisados ¢ as
bandas transformadas em ph (pares de bases). empregadas para a produgio de
dendrogramas que avaliaram as distincias entre as linhagens. Nestes
dendrogramas (FIGLURAS 8, 9 e 10) é possivel discriminar trés grupos
principais de & cloacae. Pelo menos 8 linhagens isoladas de vegetais sdo
relacionadas (1140, 1141, 1142, 1143, 1184, 1185, 1188 e 1189). A hnhagem
1261 (isolada de alface cultivada em estufa) apresenta um padrio diferenciado,
aparentemente nfio se relacionando com nenhuma outra linhagem pesquisada.
Entretanto, quando utilizados os primers # 2 e # § esta linhagem aparece proxima
de E. nimipressuralis (841). E possivel que a origem desta linhagem esteja
relacionada com o substrato empregado no cultivo, uma vez que informagoes
obtidas junto aos produtores revelam que o mesmo € produzido a partir de lixo

orginico (C.F. Robbs, comumcagdo pessoal).

Variagdes genomicas sdo verificadas mas lhinhagens clinicas,
onde aparece uma ampla gama de diversidade, porém. nos trés dendrogramas as
linhagens 1176, 1177 e 1178 (CAISM) aparecem proximas, demonstrando sua
similaridade.  Quanto a linhagem 1231 {clinica), aparece proxima de 1185
(manga) num dos subgrupos produzidos pelo primer # B Outro aspecto
interessante, ¢ a ndo similaridade da linhagem tipo 1238" com as demais, o que
vem confirmar as oberservagoes de LIND & URSING (1991), que encontraram
por meio de hibridizagio DNA-DNA cinco grupos gendmicos, em que as
linhagens tipo de £ cloacae e de E. dissolvens aparecem ncluidas no mesmo

STUpo.
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4.4 Testes de patogenicidade.

As limhagens de [ cloacae pertencentes aos diferentes grupos e
origem, produziram sintomas em bulbos de cebola, vanando desde ligeira
descoloragio (nivel 1de infecglio) até colapso total das escamas internas (nivel 4)
nas condigdes testadas (FIGURA 11 ). Apenas a linhagem 1231 (clinica - Vitona)

ndo induziu a formagio de sintomas,

A avaliagiio dos testes de acordo com a escala proposta,
possibilitou a separagio das linhagens nos quatro grupos, ou seja, mivel 4
linhagens 1140 (meldo), 1143 (meldo) e 1185 (manga), nivel 3: linhagens 1184
(manga), 1187 (dgua de fonte), 1188 (mamdo) e 1250 (clinica - IAL): nivel Z:
linhagens 1142 (meldio), 1176 (clinica - CAISM), 1233 (clinica - Vitoria), 1238
(clinica - Tipo) e 1291 (alface); nivel 1. linhagens 1141 (meldo), 1177 (clinica -
CAISM), 1178 (clinica - CAISM), 1186 (mamdo), 1189 (meldo), 1249 (clinica -
IAL) e 1251 (clinica - IAL). As linhagens 1289 ( E. dissolvens) e 841 (£
nimipressuralis) se comportaram de modo similar, sendo enquadradas no nivel 2

de patogenmicidade,

Considerando-se apenas as linhagens clinicas, verificamos que
a maitoria foi capaz de induzir sintomas nos bulbos, inclusive com a linhagem
1250 induzindo sintoma considerado severo (nivel 3), e as demais mantendo-se

em nivels imtermediarios.

A exemplo de outras espécies de Enterobacténas relacionadas,
como ¢ o caso do complexo Pantoea agglomerans'herbicola, que sio
reconhecidamente patogenos de plantas (GAVINI er al, 1989), & provavel que a
patopenicidade de . cloacae a vegetais seja devida a sua capacidade em produzir
enzimas capazes de alterar a parede celular nos hospedeiros, ou ainda, pela

produgio de toxinas, que sdo fatdres de viruléncia comuns as espécies de Erwinia.



G

FIGURA 11. Patugeninidada de E. cloacae em bulbos de cebola.

vNnwe

: nivel 1 de infecglo - linhagem
: nivel 2 de infecgdo - linhagem
: nivel 3 de infecgdio - linhagem
: nivel 4 de infecgdio - linhagem

1251 (clinica);
1184 (manga);
1250 (clinica);
1140 {(meldo).
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Entretanto, a capacidade fitopatogénica de E. cloacae aparentemente ¢

instensificada sob condigdes de altas temperatura e umidade do ar.

LIVRELLI et al. (1996) estudando as propriedades de adesfo a
céluias epiteliais em isolados clinicos de Klebsiella, Enterobacter e Serratia,
revelaram que em 14% dos isolados de E. cloacae (2 em 14) ocorreu a produgdo
de fimbriae do tipo 3, que também é expresso por varios membros da familia
Enterobacteriaceae e relacionado com a colonizagio do hospedeiro. Resta saber
entretanto, as propriedades de adesfio das linhagens isoladas de vegetais utilizadas
neste estudo, uma vez que a ligagio de bactérias em materiais imertes, por
exemplo em catéter, pode representar um importante fator em infecgbes
hospitalares. RATTRAY et al. (1995) por meio da bioluminescéncia
conseguiram caracterizar a colonizagiio da ecto e endorizosfera de trigo por E.
cloacae, entretanto sem corr¢lacionar com as propriedades de adesdio, que
também poderiam estar relacionadas com a produgdo de polissacarideos

extracelulares, indispensaveis na adsor¢do das superficies.

Os surtos epidémicos de E. cloacae em hospitais ndo sio muito frequentes
quando comparados com outras espécies bacterianas, entretanto, sabe-s¢ que as
principais vias de contaminagdo hospitalar incluem a transmissio paciente-
paciente e¢ a falta de higiene entre o pessoal. Por outro lado, a hipotese da
introdugiio de E. cloacae via alimentos ou insetos nfio deve ser descartada. A
contaminagdo de alimentos por E. cloacae ja foi observada hd algum tempo
(BARTOLONI et al., 1989) e, de acordo com ROBBS (1997) E. cloacae além de
outras espécies clinicas, tem sido comumente isolada de hortifruticolas.
ARMSTRONG ef al. (1989) verificaram também a persisténcia de E. cloacae no
intestino de Peridroma saucia Hubn, em pelo menos trés dias, tempo suficiente
para a contaminagdo de ambientes onde se armazenam alimentos. Estes fatores

podem dar suporte as conclusdes de KUHN e al. (1991), onde a alta ocorréncia
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de E. cloacae em ambiente hospitalar é devida & introdug@o continua daquele

microrganismo no local.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos experimentos efetuados no presente

estudo, permitiram concluir o seguinte:

(1) Todas as linhagens de E. cloacae isoladas de plantas, casos
clinicos-hospitalares e 4gua de fonte contaminada induziram sintomas de colapso
interno das escamas dos bulbos de cebola. Houve apenas uma (nica excegdo - E.
cloacae IBSBF 1231 (clinico-fezes). Estes resultados podem permitir o
desenvolvimento de pesquisas que possibilitem a utilizagdo de plantas teste no
estudo comparativo de isolados bacterianos provenientes de casos clinico-
hospitalares. Além disso, os resultados chamam nossa atengio para a provavel
introdugdio daquela espécie bacteriana em ambientes hospitalares através de
hortifruticolas;

(2) A eletroforese de proteinas totais (PT) permitiu visualizar
uma grande diversidade entre os isolados, porém, os testes seroldgicos de dupla
difusfio em 4gar utilizando como antigeno o complexo proteico da membrana
(CMP) distinguiu claramente o grupo de isolados de E. cloacae provenientes de

vegetais ¢ de casos clinico-hospitalares;

(3) A téemica de biologia molecular denominada RAPD
{(“Random Amplified Polymorphic DNA”) com a utilizagdo de diferentes primers
foi considerada a mais sensivel, pois permitiu discriminar as linhagens de E.

cloacae de acordo com a origem, muito importante sob o ponto de vista

UNICANME
SMLIOTECA CENTRM.
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cloacae de acordo com a origem, muito importante sob o ponto de vista
epidemioldgico. Por meio desta técnica, os perfis obtidos para a linhagem 1291

(alface) colocaram-na proxima das linhagens clinico-hospitalares;

(4) A linhagem tipo de E. cloacae (1238") embora tenha
induzido sintomas em bulbos de cebola, nio foi relacionada com as demais,

independente da técnica utilizada;

(5) A espécic E. dissolvens mostrou similaridade com
linhagens de E. cloacae. Assim, a hipétese de sinonimia entre estas espécies deve

ser considerada;

(6) Finalmente, a partir do presente trabalho foi possivel
evidenciar a heterogeneidade de E. cloacae, apesar de ter sido avaliado um
nimero reduzido de linhagens. A espécie E. nimipressuralis que € considerada
por alguns autores como sendo relacionada a E. cloacae, exibiu nos testes

comparativos caracteristicas que permitem diferencta-las.
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7. APENDICES

Apéndice 1. Extraciio de proteinas de membrana, de acordo com TAVEECHAI

SCHAAD (1986).
1) cultivar as bactérias em placas contendo meic NA (10 placas / linhagem) a 28° C,
durante 24 h;

2) raspar a superficie das placas com espatula e ressuspender as celulas em 25 ml
de solucso salina (0,85%), centrifugando a seguir a 10,000 x g /15 min (4° C);

3) descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 100 ml de solucéo de
Cloreto de Litio 0,2 M, aquecendo a 45° C por 2 horas, centrifugando a seguir a
12,000 x g/ 15 min (4° C);

4) recolher o sobrenadante e centrifugar a 30,000 x g /40 min (4° C),

5) centrifugar o sobrenadante 2 vezes a 100,000 xg /2h (4°C);

6) descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado (CPM) em NasN a 0,02% e

armazenar a 4° C.



Apéndice 2. Eletroforese de proteinas totais. Materiais utilizados.

1.1 - Gel de Resolugio:

Acrilamida + bisacrilaminda (30:8) 50 mi
Tris-HCI 1,0 M, pH 8.8 59 ml
SDS 10 % 0,15 ml
Agua destilada 36 ml
Persulfato de améneo 30 % 075ml*
Temed 0,0020 mi

* adicionar Persulfato de amdneo por dltimo.

1.2 - Gel de Empacotamento:

Acrilamida + bisacrilaminda (30:8) 0.9 ml
Tris-HCI 1,0 M, pH 6.8 0.9 ml
SDS 10% 0.07 ml
Agua destilada 4.8 ml
Persulfato de améneo 30 % 0.35ml
Temed 0.015 mil

Obs: desaerar a mistura antes de adicionar o Temed e Persulfato de améneo.

1.3 - Liquido revelador:

Carbonato de sodio 6,0 g
Tiossulfato de sédio 4,0 mg
Formaldeido 50,0 ul
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Apéndice 3. Coloragiio dos geis de proteinas por prata, segundo BLUM et al. (1987)

1} colocar o gel em solugdo fixadora (etanol 50% + acido acético 12% + 75 pl de
formaldeido) durante 1 h;

2)

3) lavar 3 vezes em etanol 50 %, sendo 20 minutos para cada lavagem;

4) tratar com solugéo de tiossulfato de sédio a 0.02 % (20 mg/100 ml H.0), sob
agita¢ao constante, durante 1 min;

5) lavar 3 vezes com agua destilada, sendo 20 seg para cada lavagem,

B) tratar com solucio de nitrato de prata a 0.2 %, contendo 75 pl de formaldeido, sob

agitagcdo constante, durante 20 min;

7) lavar como descrito em (4);

8) colocar o gel na solugio reveladora [Apéndice 1], até visualizar as bandas;
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Apéndice 4. Protocolo para extragfio do DNA gendmico, de acorde com metodologia de
PITCHER et al. (1989).

1) recolher cerca de 50 mg de células (uma alga) da superficie de placas com NA
contendo o cultivo bacteriano;

2) ressuspender as células em tubos Eppendorf contendo 100 i de solugdo TE pH
8,0 [Apéndice 3], contendo 2 mg/ml de lisozima dissolvida, e incubar a 37° C / 30
min;

3) adicionar 500 pl de solugéo de Tiocianato de guanidina 5 M [Apéndice3] para
promover a lise, e agitar em Vortex brevemente e incubar a temperatura ambiente
por 5-10 min;

4) esfriar as células lisadas no gelo e adicionar 250 ul de Acetato de améneo 7,5 M

[Apéndice 3] misturar invertendo os tubos vérias vezes e esfriar no gelo por 10 min;

5) adicionar 500 ul de Cloroférmio-alcool isoamilico (24 : 1, vfv}), agitar manualmente e
centrifugar a 14,000 x g /10 min;

6) transferir a fase aguosa para um novo ftubo e adicionar 0,54 vol.
(aproximadamente 430 pl) de isopropanol gelado para precipitar o DNA. Inverter os
tubos varias vezes para misturar as solugbes até visualizar um precipitado fibroso
branco, e centrifugar a 6,500 x g /20 seg;

7) lavar cinco vezes os "pellets” de DNA com 500 pl de etanol 70 % (v/v) por tubo e

secar a vacuo para evaperar o alcool,

8) dissolver o “pellet” em 200 ul de TE pH 8,0 e adicionar 10 ul de RNAse e incubar
durante 1 ha 37°C;
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9) adicionar 240 put de Fenol-cloroformio-alcool isoamilico, apés a adicdo de 40 ul de

Cloreto de Litio 4 M, para remover as proteinas. Misturar as fases manualmente;

10) centrifugar a 14,000 x g / 10 min e transferir a fase aquosa para novo tubo.
Precipitar o DNA com 400 pl de etanol absoluto gelado, misturar as fases

manuaimente e centrifugar a 6,500 x g / 20 seg;

11) lavar os “pellets” 2 vezes com etanol 70 % e secar a vacuo. Ressuspender o DNA

em20a 50 ul de agua Mili-Q e estocar a 4° C.
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Apéncie 5. Solugies empregadas nas extracdes e padronizagdes da concentragiio dos DNA.

a) Tiocianato de guanidina SM

Tiocianato de guanidina 60 g
Agua Milli-Q estéril 20 ml
EDTA 0,5M -pH 8,0 20 ml

- dissolver a guanidina com agitacdc constante a 65° C, esfriar a solugdo a
temperatura ambiente & adicionar

N-lauril sarcosina 10 % (estéril)

- completar o volume para 100 ml com agua Milli-Q e filtrar a solugdo em membrana
0,45 ul e estocara solugdo em frasco escuro, a temperatura ambiente.
b) Acetato de aménio 7,5M

Acetato de aménio 5781 g
Agua Milli-Q q.s.p. 100 ml

- filtrar @ estocara 4°C.

¢) TE pH 8,0
EDTA 0,5M - pH 8,0 2 mi
Tris 1M - pH 8,0 10 mi
Agua Mili-Q g.s.p. 1000 mi

d) Tampio TEB 5X (Tris-EDTA-Borato)

Trizma Base 54 ¢
Acido bdrico 275 g
EDTA 0,5M - pH 8,0 20 ml
Agua destilada g.s.p. 1000 mi

¢) Tampiio de Amostra (Sol. de Azul de bromefenol)

Glicerol 50 %
Azul de bromofenol 0,25 %
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Apéndice 6. Protocolo pritico para padronizagio da concentraciio de DNA.

1) preparar gel de agarose a 0,7%, com cerca de 4 mm de espessura em tampéo
TEB 1 X [Apénice 2], acrescentar brometo de etidio (2 ul de solugéo estoque 10
mg/ml para 100 ml de gel) e deixar polimerizar por 20 min,

2) diluir DNA do Fago Lémbda (460 ng/ul) 1:10 ¢ aplicar 1, 2, 4, 7 e 11 pi da diluicéo
(0 que corresponde a 46, 92, 184, 322 e 506 ng DNA, respectivamente),
adicionando-se 2l de tampdo de amostra [Apéndice 2 ] nas cinco primeiras

canaletas do gel;

3) aplicar 2 pl de cada amostra de DNA extraido das linhagens, também adicionados

de 2 pf de tampéo de amostra;

4) correr a eletroforese em tampdo TEB 1 X, a 50 V nos primeiros 15 min, e,
posteriormente, a 80 V,

5) estimar a concentragio das amostras de DNA em transiluminador, por meio de
comparacao da intensidade das bandas com as de concentragdo conhecida, do
Fago Lambda;

6) diluir adequadamente as amostras em tampédo TE e repetir o procedimento acima,
aplicando 1, 2, 3, 4, 5, 7 e 10 pl do Fago Ladmbda diluido 1:100 (correspondente a
46; 9.2;: 13,8: 18,4, 23,0; 32,2 e 46,0 ng, respectivamente), como padrdo de
comparagao;

7) se necessario, realizar novas diluicdes até padronizar a concentragdo das

amostras.
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Apéndice 7. Preparo da Master Mix para reacdes de PCR:

Valores calculados para 12 reagdes de PCR (3 linhagens, [duas concentragbes] x 2
primers}.

Componentes da Concentracio da Concentracac na Volume a ser utilizado

reagao solugdo estoque soluc@o de reagdo (ub

Tampéo da enzima 10X 1X 35

Primer 25 pM 1 1M 14

dNTP 25 mM 0,2 mM 28

Enzima (Tag RS) 5 Ufpl 2 Ul 56

DNA 10 ou 20 ng 14

MgCl, 50 mM 2 mM 14

_Agua Milli-Q (g.s.p. *) 264,86

¥ &4gua deve ser calculado para completar o volume total da reacdo. No caso, foram
realizadas 12 reagGes + 2 controles com &agua, perfazendo 14 reagfes x 25 pl,
portanto, volume total de 350 pl.

Obs:- A Taq RS dve ser adicionada a Master Mix pouco antes desta ser distribuida
nas reagdes de amplificago.



a9,

Apéndice 8. Protoclo para “screening”dos primers.

1) preparar a reagdo (Master Mix) [Apéndice 5 ], mantendo-a no gelo;

2) separar as amostras de DNA e o primer UBC # em tubos de PCR;

3) distribuir 1 p! da solugéo de DNA (10 e 20 ng) de cada amostra em 12 tubos de
PCR (2 primers com duplicata);

4) adicionar 1 pl de cada um dos 2 primers nos 12 tubos de PCR contendo DNA de
cada linhagem de E. cloacae, de acordo com o resultado obtido no calculo da

reacdo (Master Mix);

5) adicionar 23 pl da Master Mix para cada rea¢éo de amplificagdo, perfazendo o

volume total de 25 ulf tubo;

6) misturar suavemente utilizando a ponta dos dedos e colocar os tubos de PCR no
ciclizador térmico, ajustando o volume (25 pl) e o programa desejado (Programa #
110);

7) apds a amplificag@o, manter os produtos de PCR a 4° C até que sejam submetidos
a eletroforese.
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Apéndice 9. Transformag¢io da migraciio relativa das bandas em pares de bases. Primer # 2,10 ng

BANDA MIGRACAO MIGRACAO TAMANHO TAMANHO (pb) ERRO ERR(
Ne (mm) RELATIVA (pb) CALCULADO RESIDUAL %
1. 7.00 1.00 6000 6000 +0 0.01
2. 8.00 3.63 5000 4998 2 0.03
3, 9.00 6.26 4000 4254 +254 6.35
4. 11.00 11.53 3000 3210 4210 6.99
5 13.00 16.79 2500 2508 +8 0.32
6. 15.00 22.05 2000 2003 +3 0.14
7. 19.00 32.58 1500 1322 -178 11.88
8. 20.00 35.21 1200 1195 -5 0.39
9. 21.00 37.84 1100 1081 -19 1.72
10. 22.00 40.47 1000 978 22 2.25
11. 23.00 43.11 900 883 -17 1.88
12. 24.00 45.74 800 797 -3 0.41
13. 25.00 48.37 700 717 +17 248
14. 26.00 51.00 600 644 +44 7.36
15. 28.00 56.26 500 514 +14 2.73
16. 30.00 61.53 400 401 +1 0.19
17. 32.00 66.79 300 302 +2 0.69
18. 34.00 72.05 200 215 +15 7.54
19. 38.00 82.58 100 69 -31 31.29
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Apéndice 10, Transformacio da migracio relativa das bandas em pares de bases. Primer # 2, 20 ng

BANDA MIGRACAO MIGRACAO TAMANHO TAMANHO (pb) ERRO ERR{
Ne (mm) RELATIVA (pb) CALCULADO RESIDUAL %
1. 7.00 1.00 6000 6052 +52 0.87
2. 8.00 3.63 5000 4739 -261 522
3. 9.00 6.26 4000 4022 +22 0.54
4. 11.00 11.53 3000 3127 +127 423
5. 13.00 16.79 2500 2543 +43 1.73
6. 15.00 22.05 2000 2113 +113 5.65
7. 19.00 32.58 1500 1497 3 0.18
8. 22.00 40.47 1200 1160 40 3.34
9. 2400 45.74 1100 972 -128 11.60
10. 25.00 48.37 1000 887 -113 11.26
11. 26.00 51.00 900 807 -93 10.29
12. 27.00 53.63 800 732 -68 8.51
13. 28.00 56.26 700 661 -39 5.64
14. 29.00 58.89 600 593 -7 1.20
15. 30.00 61.53 500 528 +28 5.69
16. 31.00 64.16 400 467 +67 16.80
17. 32.00 66.79 300 409 +109 36.27
18. 34.00 72.05 200 300 +100 49 82
19. 38.00 82.58 100 107 +7 6.98
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Apéndice 11, Transformagio da migraciio relativa das bandas em pares de bases. Primer # 4,10 ng

BANDA MIGRACAO MIGRACAO TAMANHO TAMANHO (pb) ERRO ERR(
N° (mm) RELATIVA (pb) CALCULADO RESIDUAL %
1 7.00 1.00 6000 5999 -1 0.01
2. 8.00 3.50 5000 4778 =222 4.43
3. 9.00 6.00 4000 4001 +1 0.03
4. 11.00 11.00 3000 3002 +2 0.06
5. 13.00 16.00 2500 2364 -136 5.46
6. 14.00 18.50 2000 2120 +120 6.02
7. 19.00 31.00 1500 1305 -195 12.99
8. 20.00 33.50 1200 1192 -8 0.68
9. 21.00 36.00 1100 1089 -11 0.98
10. 22.00 38.50 1000 996 -4 041
11. 23.00 41.00 900 910 +10 1.16
12. 25.00 46.00 800 760 -40 5.06
13. 26.00 48.50 700 693 -7 1.07
14. 27.00 51.00 600 630 +30 5.04
15, 28.00 53.50 500 572 +72 14.45
16. 31.00 61.00 400 420 +20 4.92
17. 34.00 68.50 300 293 -7 243
18. 37.00 76.00 200 185 -15 7.40
19. 40.00 83.50 100 93 =7 7.18
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Apéndice 12. Transformaciio da migragio relativa das bandas em pares de bases. Primer #4,20 ng

BANDA MIGRACAO MIGRACAO TAMANHO TAMANHO (pb) ERRO ERR(
N° (mm) RELATIVA (pb) CALCULADO  RESIDUAL %
1. 7.00 1.00 6000 5999 -1 0.01
2. 8.00 3.50 5000 4778 222 4.43
3. 9.00 6.00 4000 4001 +1 0.03
4, 11.00 11.00 3000 3002 +2 0.06
5. 13.00 16.00 2500 2364 136 5.46
6. 14.00 18.50 2000 2120 +120 6.02
7. 19.00 321.00 1500 1305 -195 12.99
8. 20,00 33.50 1200 1192 -3 0.68
9 21.00 36,00 1100 1089 -11 0.98
10. 22.00 38.50 1000 996 4 0.41
11. 23.00 41,00 900 910 +10 1.16
12. 25.00 46,00 800 760 40 5.06
13. 26.00 48,50 700 693 4 1.07
14, 27.00 51.00 600 630 +30 5.04
1. 28.00 53,50 500 572 +72 14.45
16, 31.00 61.00 400 420 +20 492
17. 34.00 68.50 300 293 -7 243
18. 37,00 76.00 200 185 -15 7.40
19. 40.00 83,50 100 93 -7 7.18
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Apéndice 13. Transformagdo da migragfio relativa das bandas em pares de bases. Primer # 8, 10 ng

BANDA MIGRACAQO MIGRACAO TAMANHO TAMANHO (pb) ERRO ERR(
N° (mm) RELATIVA (pb) CALCULADO RESIDUAL %
1. 7.00 1.00 6000 6015 +15 0.25
2. 8.00 3.50 5600 4904 -96 1.91
3. 9.00 6.00 4000 4094 +94 2.34
4. 11.00 11.00 3000 3000 -0 0.00
5. 13.00 16.00 2500 2299 201 8.03
6. 14.00 18.50 2000 2036 +36 1.81
7. 17.00 26.00 1500 - 1457 -43 2.87
8. 19.00 31.00 1200 1185 -15 1.27
9. 20.00 33.50 1100 1071 29 2.60
10. 21.00 36.00 1000 970 -30 3.00
11. 22.00 38.50 900 879 21 2.35
12. 23.00 41.00 800 796 -4 0.44
13. 24.00 43.50 700 722 +22 3.08
14, 25.00 46.00 600 653 +53 8.88
15. 27.00 51.00 500 533 +33 6.63
16. 29.00 56.00 400 431 +31 7.74
17. 32.00 63.50 300 303 +3 1.154
18. 35.00 71.00 200 199 -1 0.34
19. 40.00 83,50 100 63 37 37.3¢
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Apéndice 14. Transformacio da migragiio relativa das bandas em pares de bases. Primer # 8,20 ng

BANDA MIGRACAO MIGRACAO TAMANHO TAMANHO (pb) ERRO ERR(

N° (mm) RELATIVA (pb) CALCULADO RESIDUAL Yo
1. 6.00 1.00 6000 6003 +3 0.06
2. 7.00 3.38 5000 4770 -230 4.60
3. 3.00 5.76 4000 3984 -16 041
4. 9.00 8.14 3000 3416 +416 13.87
5. 10.00 10.52 2500 2081 +841 19.24
6. 13.00 17.67 2000 2111 +111 5.57
7. 17.00 27.19 1500 1444 -56 3.73
8. 18.00 2957 1300 1323 +23 1.81
9. 19.00 31.95 1200 1215 +15 1.29
10. 20.00 34.33 1100 1118 +18 1.63
11. 21.00 36.71 1000 1029 +29 295
12. 23.00 41.48 200 875 -25 279
13. 25.00 46.24 800 744 -56 6.99
14. 26.00 48.62 700 686 -14 2,02
15. 28.00 53.38 600 581 -19 3.11
16. 30.00 58.14 500 490 -10 1.98
17. 32.00 62.90 400 410 +10 241
18. 35.00 70.05 300 305 +5 1.74
19, 38.00 77.19 200 216 +16 8.17
20. 42.00 86.71 100 116 +16 16.41




