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RESUMO

Brolezzi M. Aspectos fisiol6gicos e genéticos gaeacterizam Enterobactérias isoladas de cana-de-
acucar ou de origem clinica. [dissertacdo (Mestranp Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paula}.201

Membros da familia Enterobacteriaceae sdo comumentontrados em simbiose com plantas,
promovendo o crescimento vegetal, principalmeritayés da reducdo do nitrogénio atmosférico a aamoni
provavelmente devido a transferéncia deste nitiogésmbinado a planta. Entretanto, enterobactsaas

0s principais patdégenos na medicina humana e nét&i Estas infeccdes podem ser adquiridas atce/és
fonts exdgenas, incluindo agua, fezes, trato imi@stie animais, frutas e vegetais. O objetivoalestudo

€ buscar marcadores genéticos e fisioldgicos quactemizem espécies de enterobactérias isoladas de
plantas e origem clinica. Enterobactérias isolattagana-de-acican£24) e de origem clinican£15)
foram submetidas a testes fisioldgicos, bioquimieagenéticos, como: i) analise da capacidade de fix
nitrogénio atmosférico; ii) avaliar a presenca dmeynifH; iii) definir o perfil de susceptibilidade a
antibioticos; iv) atividade hemolitica; v) produc@ie substéncias promotoras de crescimento; e, Vi)
liberacdo de enzimas extracelulares que favorecamtrada na planta. A identificacdo bacteriana foi
realizada por MALDI TOF-MS e sequenciamento dosegel6S rRNA, rpoB and gapA Arvores
filogenéticas foram construidas e a relacéo clfwialealizada por ERIC PCR. Para isolados clini@s,
identificacdo por MALDI TOF-MS mostrou 100% de @datdo com o método molecular, mas essa
correlacdo é reduzida a 75% em amostras de origaebieatal. Isolados endofiticos e de rizosfera
pertencem aos génerddebsiellg Enterobactere Kosakoniae os isolados clinicos pertencem aos géneros:
Klebsiella Enterobactere Pluralibacter. A atividade da nitrogenase e os perfis de suibikgade a
antibidticos foram bons marcadores, pois foram resies que mais diferenciaram amostras de origem
clinica e ambientalp& 0.05). Amostras ambientais provaram ser melhdisexiores de nitrogénio,
enquanto as clinicas exibiram perfil de mdltiplaist&ncia a antibiéticos. Para o ensaio de reddedo
acetileno, 87.5 % das amostras ambientais foranitiyass enquanto 20% das amostras clinicas
apresentaram a nitrogenase ativa. O gene relacanfigacao de nitrogéninjfH, foi encontrado em 94 e
40% das amostras ambientais e clinicas, respe@nii@mA producao de hemolisina e fitorménios [acido
indol-3-acético (AlA) e etileno] ndo foram sufictemente distintivas para caracterizar os grupos, en

que, AlA foi produzido em 100 e 83% dos isoladdricbs e ambientais, respectivamente. O fitormdnio
etileno foi produzido por aproximadamente 93% dasoas amostras. Cerca de 80% de todos os isolados
foram capazes de solubilizar fosfato; e pectinasg@roduzida por 33 e 46% das amostras ambientais e
clinicas, respectivamente. Por fim, enterobactém@® possuem uma relacdo clonal, embora a
heterogeneidade entre amostras patogénicas e aambieseja evidente. Atividades metabdlicas e
fisiologicas altamente conservadas, sustentadaspogito vista genético, permitem a distribuicactakes
espécies em diferentes ecossistemas, e, em cosdepdmaveis, esta adaptacdo pode contribuir para o
estabelecimento de processos patogénicos em ardmasnbidticos em plantas. Entdo, enterobacterias
ambientais podem se tornar patogénicas, enquantad@s clinicos podem se adaptar a condicbes
ambientais.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae. Cana-de-agUcar. Fixacdo hialéde nitrogénio. Antibioticos.

Ambiental. Clinica.



ABSTRACT

Brolezzi M. Physiological and genetic charactersstithat distinguish Enterobacteriaceae from
sugarcane and clinical sourc¢Blaster’s thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo: lusti de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2014.

Members of the Enterobacteriaceae family are contyrfoind in symbiosis with plants, promoting their
growth mainly by the reduction of the atmospheitcogen to ammonia, probably due the transfererfice o
combined nitrogen to the plant. On the other hamderobacterias are major pathogens in human and
veterinary medicine. In this regard, mostly assedanfections can be acquired from exogenous ssyrc
including water, sewage, intestinal tract of ansndituits and vegetables. The aim of this study teas
characterize physiological and genetic markers disiinguish enterobacterias species isolated fotamt
food and clinical sources. Enterobacterias isolfittga sugarcanenE€24) and clinical samples£15) were
characterized regarding physiological, biochemmadl genetic properties using laboratory assays) to:
verify the ability to fix atmospheric nitrogen; iEvaluate the presence of thiéH gene; iii) determine the
antibiotic susceptibility profile; iv) screen foemolytic activity; v) production of plant-growth gmoting
compounds; and, vi) study the release of extrdeellenzymes favoring the entry into the host plant.
Bacterial identification was made by MALDI TOF-M@dsequencing of the 16S rRNAoB andgapA
genes. Phylogenetic trees were constructed andldhal relatedness was evaluated by ERIC PCR. For
clinical isolates, identification by MALDI TOF-MSdd 100% correlation with the molecular method and
otherwise this correlation was reduced to 75% wirenmental strains. While, endophytic and rhizaseh
isolates belonged to genkffebsiellg EnterobacterandKosakonia clinical isolates belonged lebsiellg
Enterobacterand Pluralibacter genus. Nitrogenase activity and the antibioticcepsibility profiles was
specific marker, which distinguished clinical amvieonmental strainsp& 0.05). Indeed, environmental
strains proved to be best nitrogen fixers wheréiag strains exhibited a multidrug-resistant pkefiin the
acetylene reduction assay 87.5 % of the environmhestitains were positive, whereas 20% of the clinic
strains had active nitrogenase. In this regardnith€ gene was found in 94 and 40% of environmental and
clinical isolates, respectively. The productionhemolysin and phytohormones [i.e., indole-3-acatiid
(IAA) and ethylene] were not sufficiently distinghiable to characterize both groups, since IAA was
detected in 100 and 83% of clinical and environrmakestrains, respectively. Moreover, the ethylene
phytohormone was produced by approximately 93%la$@ates. About 80% of all isolates were able to
solubilize phosphate and pectinase was produce83bgnd 46% of environmental and clinical strains,
respectively. Finally, enterobacterias species wel@nally unrelated. Although, heterogeneity of
pathogenic and environmental Enterobacteriaceaegident, highly conserved physiological and metabol
activities are supported on a genetic backgrouatidhow a wide distribution along different ecasyss,
and in favorable conditions this adaptation coddtdbute to the establishment of a pathogenicggsdn
animals or symbiosis in plants. So, environment&mbacterias isolates can become pathogenicecater
clinical strains can adapt to environmental condgi

Keywords: Enterobacteriaceae. Sugarcane. Biological nitrdg@tion. Antibiotics. Environmental.
Clinical.
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1 INTRODUCAO

Linhagens bacterianas com potencial valor paraiaudiyira, promovem o crescimento
das plantas e também atuam no controle de fitopat®y entretanto, muitas vezes, estas
mesmas espécies estdo associadas a doencas h{bwst al., 2003).

Por exemploKlebsiella pneumoniae subsp. pneumoniaeebe muita atencao devido a
associagbes com doencas em humanos e animais @\ai, €2008), mas também é
encontrada em associacdes ndo patogénicas conafespibavizzari et al., 2010) e arroz
(Zhang et al., 2008) ou em associa¢fes patogémmagbacaxizeiro (Korres et al., 2010). Nao
esta totalmente elucidado como uma espécie posiEri@o bem sucedida nesses hospedeiros
tao diferentes, como frutas e tecido humano, pad@udndo causar sintomas de doenca em
ambos. A formacgéo de biofilme pode estar relacianpdis € um dos principais mecanismos
de patogenicidade desta espécie (Ohgaki, 1994je&et al. (2010) verificaram que isolados
clinicos humanos e fitopatogénicos dé pneumoniae subsp. pneumonia@ssuem
caracteristicas similares na adeséao e formacamfienes, apesar da diferenca dos substratos

originais.

1.1 Membros da familia Enterobacteriaceae em hospeseiegetais e humanos.

Membros da familia Enterobacteriaceae sdo comumamtentrados no solo, agua,
plantas e animais. Esta familia pertence a suldivi&Samma, filo Proteobacteria é
representada pelo menos 44 géneros e 176 espdemsicadas. Caracteristicas fenotipicas,
hibridizacdo DNA-DNA, anadlises das sequéncias desegl6S rRNA e outros genes
housekeepingém sido utilizadas no estudo filogenético e idieacdo das espécies de
enterobacterias (Paradis et al., 2005; Pham e2@0.7; Toth et al.,, 2006). Recentemente, o
método de ionizacdo e dessorcao a laser assistidagiriz (MALDI-TOF MS) tornou-se um
método rapido para a identificacdo de bactériasnéral de género e espécie (van Baar,
2000).

1.1.1 Génerdlebsiella

Originalmente, o génerKlebsiellg devido a sua importancia médica, foi subdividido
em trés espécies, correspondentes as doencasugayaa K. pneumoniagpneumonia)K.
ozaenae(rinite atréfica/ozena) &. rhinoscleromatis(rinoscleroma). A medida em que a
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taxonomia se tornou cada vez mais refinada, dexdddesenvolvimento de novos métodos, a
classificagdo de espécies, neste género, foi agrtiente revista. Com o tempo, trés
classificagbes principais emergiram, os de CowascBmb e @rskov. Paises como a Gréa-
Bretanha e os antigos paises da “Commonwealth abmM$d aderem a classificacdo de
Cowan, enquanto os EUA preferem a classificacé@md&ov. Consequentemente, a mesma
bactéria pode ser chamadakdgoneumonia@m um pais &. aerogenesem outro. A maioria
dos paises europeus segue 0 exemplo americanordeee a classificacdo predominante de
@rskov (Podschun et al., 1996).

No inicio dos anos 80, isolados ambientai&tibsiella foram classificados em taxons
provisorios (Gavini et al., 1977). Esses gruposamkeprigem a quatro novas espéciks:
terrigena(lzard et al., 1981K. ornithinolytica(Sakazaki et al., 1989%. planticola(Bagley
et al.,, 1981), eK. trevisanii (Ferragut et al.,, 1983). Em 1986, as duas Uultifimaam
combinadas em uma Unica espébieplanticolg devido a sua similaridade genética (Gavini
et al., 1986).

1.1.2 Génerdnterobacter

O géneroEnterobacterfoi criado em 1960 para classificar as estirpesvipmente
identificadas comoAerobacter aerogenefCloaca B) eAerobacter cloacagCloaca A)
(Hormaeche et al., 1960). A taxonomia deste gétarouma historia longa e confusa, com
varias transferéncias de espécies nos ultimos 2@.aNo final dos anos 8Erwinia
cancerogenusErwinia nimipressuraliee Erwinia dissolvengoram transferidas para o género
Enterobacter (Brenner et al.,, 1986; Dickey, Zumoff, 1988). Em 89 Enterobacter
agglomeransfoi transferido para o novo géneRantoea(Gavini et al., 1989). Em 2005,
Enterobacter dissolvenfoi transferido para subespécie Haterobacter cloacgecomoE.
cloacae ssp. dissolverisloffmann et al., 2005). Mais recentemegigerobacter sakazakii
foi transferido para um novo génefronobacter com novas espécies que foram definidas a
partir deste grupo (lversen et al., 2008). A maialas espécies pertencentes ao "compexo
cloacaé sdo de importancia clinica, em comparacao cooufrais que estdo associadas com
as plantas, alimentos, solo e agua (Manter 2@i.]).

Atualmente, o géneroEnterobacter € um dos maiores grupos da familia
Enterobacteriaceaeom 20 espécies ja descritas e estd em rapidasipacom 50% das

descricbes de novas espécies ocorridas na ulticealdéBrady et al., 2013).
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1.1.3 Génerd®luralibacter e Kosakonia

Estes grupos foram recentemente criados, espécesse dgénero pertenciam
anteriormente ao géneknterobacter Em 2013, foram separados em dois géneros distinto
Pluralibacter (P. gergoviaee P. pyrinus) e Kosakonia (K. cowanij K. radicincitans K.
oryzaeeK. arachidig (Brady et al., 2013).

Espécies destes géneros, podem ser isoladasradeaidntes ambientais, incluindo solo
e vegetais ou amostras clinicas. Espécies do g&umakoniasdo descritas promovendo o

crescimento das plantas, através da fixacao budGig nitrogénio (Brady et al., 2013).

1.2 Caracteristicas de bactérias associadas astpka(a rizosfera ou endofiticas).

Determinadas bactérias desta familia podem estavdlgeracdes neutras, patogénicas
ou benéficas com vegetais, colonizando a rizosferastabelecendo-se dentro das plantas
(Dobbelaere et al., 2003; Marin et al., 1999; Ngug¢ al., 1989). No interior de plantas,
localizam-se no xilema e espacos intercelularety@Bska et al., 1995) sendo a colonizagao
bacteriana da rizosfera altamente influenciada egtecie da planta devido a diferencas nos
exsudados radiculares (Garbeva et al., 2004; Kdwélet al., 2002; Smalla et al., 2001). As
plantas sédo frequentemente expostas a uma granddage de organismos patogénicos, nao-
patogénicos e benéficos devido ao seu estilo da wéssil. As espéciePantoea
agglomeranse Erwinia chrysanthemisdo os principais fitopatdbgenos entre eles. Estas
espécies sdo conhecidas por causar perdas sigudec@am muitas colheitas (Chudasama et
al., 2014). Quando a associacdo é benéfica, aapldedencadeia uma resposta de defesa
genérica, que, apds um tempo, € suspensa, entdéridae planta passam a conviver
associativamente (Hardoim et al., 2008).

Ha relatos de associa¢cdes benéficaKlebsiellaem batataSolanum tuberosuynem
milho (Zea may} trigo (Oriza sativg, e outras plantas (Berg et al., 2005; Cheliugldit
2000; Mehnaz et al., 2001Enterobacter cloaceatambém foi encontrada no interior de
raizes de milho (Hinton et al., 1995), na rizosi@eaarroz (Shen et al., 1996) e, em cana de
acucar, associada a parte externa das raizes ¢Bra983). Recentemente foi identificada
uma nova espécie do génefmterobacterisolada do interior de cana-de-agucar, sendo
nomeada com&nterobacter sacchafZhu et al., 2013).
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Quando na rizosfera, os microrganismos se nutrenexdimlato das raizes e quando
endofiticos, além de nutrientes, também se beadiicia protecéo do interior das plantas. Os
microrganismos, por sua vez, liberam substanciasatiuam diretamente como promotoras de
crescimento vegetal podendo produzir fitormoéniespahibilizar nutrientes essenciais (como
nitrogénio e fésforo) e proteger a planta indiregate por apresentar agdo antagonista contra
organismos fitopatogénicos (Van Loon et al., 1988jpps, 2001). Por desempenharem estas
funcdes, esses microrganismos apresentam impogdaped na rizosfera e equivalem a cerca
de 35% de bactérias cultivaveis (Opelt et al., 20Bdmaioria das espécies de rizobactérias
gue emergem como patdégenos humanos pertence andgmtagonistas (Fravel, 1988).

Sdo varias as competéncias que tornam linhagensarmdélia Enterobacteriaceae
adaptadas a planta, entre elas, pode-se citapacidade de fixar nitrogénio(Ferrara, 2010;
Oliveira, 2009; Zhao et al., 2006). O nitrogéniarg elemento essencial para 0s seres Vivos,
pois € componente de proteinas e acidos nuclégise outras moléculas. Em plantas, o
nitrogénio participa diretamente na producdo denb&sa, pois € um dos componentes da
clorofila, aléem de exercer grande influéncia ncscimento vegetal por meio de fitormdnios
nitrogenados (Buchanan et al., 2002). Este eleméntencontrado em abundancia na
atmosfera (78%), porém em uma forma quimicamentdtomastavel (N); somente
organismos procariontes diazotréficos conseguem, @wm elevado custo energético, tornar
esse nitrogénio disponivel, reduzindo-o a amonkdg(N(Zhao et al., 2006). A reducdo de N
€ realizada especificamente por uma enzima complaxaitrogenase, composta pela
dinitrogenase redutase e pela dinitrogenase. Egliana, as custas de ATP, quebra a tripla
ligacdo que une os dois atomos detfdnsformando-os em amoénia. A fixacdo biologiea d
nitrogénio é um processo que requer a expressamamnjunto de genes denominados genes
nif (nitrogen fixing, os quais codificam substancias envolvidas dimetete no processo de
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) (Dobbelaerale 2003).

O estudo da genética #e pneumoniadevou a descoberta de 20 genes envolvidos na
FBN. Nestes microrganismos, 0s gemds encontram-se organizados em 7-9 “operons”,
ocupando uma regido de aproximadamente 24Kb estgeimesshiA e hisD (Arnold et al.,
1988). Desses 20 genms, 14 foram encontrados na maioria das bactérias tidmas. O
genenifH codifica a unidade estrutural da dinitrogenaseitesg e os genesfD e nifK, as
subunidades estruturais da dinitrogenase. Os gehgsincipalmente o geneifH, tém sido
utilizados como marcadores no estudo de organidiwadores de nitrogénio (Poly et al.,
2001).
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A verdadeira contribuicdo de substancias nitrogasigatoduzidas pelo processo de
FBN, por bactérias endofiticas, ainda ndo esta taiamente elucidada. Algumas variedades
de cana-de-acucar podem ser supridas em cerca%6lel®&d necessidades de nitrogénio pela
FBN, 0 que sugere uma transferéncia de nitrogémtbmado da bactéria diazotrofica para a
planta. (Boddey et al., 2003; Ddbereiner, 1997).

Outra caracteristica desses microrganismos asi®scia plantas € a producdo de
substancias promotoras do crescimento vegetalr®elss estédo o fitormonarcido indol-3-
acético (AlA), uma auxina idéntica a vegetal, que desempenhariamte papel na
coordenacao do desenvolvimento e crescimento dataglaAlA atua na regulagdo de
extensdo, divisdo, diferenciacdo vascular, formalgficaizes, dominancia apical e tropismos
(Napier et al., 1995). Linhagens Hé&bsiellae Enterobactersdo capazes de liberar AIA em
meio de cultura (Ferrara, 2010; Liba et al., 20Rg, Patten, 2008). Patten e Glick (1996)
descreveram o AIA produzido por bactérias como ptomde crescimento vegetal ou como
indicador de patogenicidade, ou seja, concentra¢fesms podem estimular o crescimento
enguanto altas concentracdes podem indicar umagstasge defesa.

O triptofano é a substancia precursora do AlA em@sorganismos podem utilizar-se de
vérias vias para fazer essa transformacdo. Asnvéas caracterizadas sao a do acido indol-3-
piravico (IPA), a da triptamina (Tam) e a da indeftamida (IAAm) (Koga et al., 1991;
Patten, Glick, 1996; Spaepen et al., 2007).

O fitormbnio etileno também €é um potente modulador do desenvolvimento e
crescimento da planta, desempenhando um papeakantmetabolismo celular e seu efeito
depende de sua concentracédo e da sensibilidadmma PPierik et al., 2006). Sabe-se que
microrganismos capazes de sintetizar etileno a gkrtmetionina, podem ser patogénicos ou
nao. O etileno e seu precursor, acido 1-carboxflieonino ciclopropano (ACC) atuam da
mesma forma na planta (Zhang et al., 2008). Quasdalantas sdo submetidas a condi¢cdes
de estresse respondem com uma superproducéo e®oefie pode retardar o crescimento
vegetal, causar danos teciduais ou facilitar ecg#e por microrganismos patogénicos (Glick
et al., 2007). Este hormonio é também produzidaesposta a patdogenos, causando reacao
de necrose do tecido vegetal, para isolar o focdogaca. O etileno mostrou-se fundamental
para a defesa da planta em casos de doencgas cpsadangos do solo, que normalmente
nao sao patogénicos, mas se tornam por razdesntesodas (Hamond-Kosack, Jones,
2000).

O Fosforo (P) € um elemento pouco disponivel na naturezgugoe geralmente

encontrado na forma combinada com outros ions oumatéria organica, o que explica sua
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baixa solubilidade. Através de acidos organicosdyridos por bactérias rizosféricas, o
fosfato torna-se solUvel e prontamente assimilpe®s vegetais (Kim et al., 1997; Lifishitz
et al., 1987).

Vérias linhagens dilebsiellae Enterobactelisoladas de cana-de-agucar mostraram-se
potencialmente capazes de contribuir com o crestongegetal, pois fixaram JNexcretaram
AlA, etileno e aminoacidos (Ferrara, 2010). Experitos de co-cultura coillebsiellasp.
(isolada de cana-de-acucar) e calos (células maitéadas) d&accharunsp., realizados em
meio isento de fonte de nitrogénio combinado ewid@am que a associacao foi favoravel
para a planta pois aumentou o conteddo protéicocdlms em75%. Este fato mostra um
importante potencial de contribuicdo das bacté@a@yegetal: a transferéncia para o vegetal
da fonte de nitrogénio fixado pela bactéria (Matig014).K. oxytoca,isolada de sementes
de arroz, demonstrou ser uma bactéria promotorarescimento vegetal, aumentando a
massa fresca das plantas (23-28%), a producélodila (23%) e o comprimento de raiz e
parte aérea (Jha et al., 2007)

Ichiwaki (2012) inoculou uma linhagem Baterobacter sppICB481) em plantulas de
cana de acucar (vegetal induzido de células iretifgadas) e observou aumento de proteinas
totais em todas as plantulas inoculadas quando a@a@s com o controle. As plantulas
inoculadas com esta cepa, que nado receberam netipande adubacdo, apresentaram
parametros de crescimento equivalentes aos deulaaritatadas com fertilizantes organicos
ou convencionais (NPK).

A rizosfera, devido ao alto conteudo de nutrienéesim habitat muito favoravel ao
desenvolvimento de grande quantidade de bactémi@sindo aquelas dotadas de tragos
antagonistas, defendendo os hospedeiros por desamcanecanismos comantibiose
producao de antibidticos, biossurfactantes e taxic@mpeticdopor sitios de colonizacéo e
por nutrientes; degradacdode substanciastoxicas produzidas por outros patdgenos; e
degradacdode estruturas dos patdgenos (Barbosa et al., 2011). Varios généncluindo
Enterobacter, Klebsiella, Burkholderia, Pseudomgn&genotrophomonasédo capazes de
estabelecer interacOes bivalentes, ou seja, masseciacdes benéficas com plantas e causar

patogénese em mamiferos (Berg et al., 2005).

1.3 Caracteristicas de bactérias associadas a nexodf como patégenos oportunistas

Quando associadas a animais, bactérias da famitierdbacteriaceae podem causar

moléstia, porém, por serem oportunistas, s6 o faa@nindividuos severamente debilitados,
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imunocomprometidos ou que sofrem de fibrose cisti@amo agravante, mais de uma
linhagem pode colonizar simultaneamente um mesnuema (Parke, Gurian-Sherman,
2001; Steinkamp et al.,, 2005). Entre os membrogadésnilia, isolados d&lebsiella
pneumoniae, Enterobactespp., Serratia marcescenCitrobacter freundiie Morganella
morganii emergiram como as principais causas de infecoigsitalares por bactérias Gram-
negativas (Bell et al., 2007; Jones, 2003; Kiffeale 2005).

Os passos da patogénese incluem invasao, coloojzaedcimento e o estabelecimento
da viruléncia, que é a capacidade relativa do eatdg@m causar doenca (Kéthe et al., 2003).
A presenca de receptores, o reconhecimento e aikeréncélulas e outros mecanismos
facilmente desenvolvidos por essas bactérias, coimfiimes, juntamente com a falta de
defesa do hospedeiro, podem desencadear a paidgeei¢Hacker et al., 2003) Por isso, €
particularmente dificil a identificacdo de fatorde viruléncia nesses microrganismos
(Alonso, Martinez, 1999; Rahme et al., 1995).

Dong et al. (2003) verificou quKlebsiella pneumonia@ndofitica ndo apresenta os
fatores de viruléncia presentes no isolado climiaomesma espécie, como por exemplo, a
producdo de sideroforos e a presenca de pili. Adyg@&o de sideréforos e enzimas
extracelulares, por exemplo, caracterizam a mesagetia tanto como benéfica ou como
patdgena, dependendo do hospedeiro. Os siderés@imssubstancias que apresentam alta
afinidade pelo ferro, elemento muito importanteapacrescimento e metabolismo bacteriano.
Quando em humanos, os sideréforos bacterianosagi@zes de retirar o ferro das proteinas
carreadoras (hemoglobina, transferrina e lactof@yrie transportar para o citoplasma
bacteriano (Tan et al., 1999). No solo, os sideoSalisponibilizam este elemento para o
ambiente externo ou para o hospedeiro, auxiliarm@rascimento da planta e além disso,
descontaminando o solo de metais pesados, poisdigaestes, tornando-os assimilaveis para
as plantas (Rajkumar et al., 2010). Algumas est@atewomo fimbrias garantem a adesao
bacteriana tanto em humanos como em fungos fitgpatis; mutantes com modificacdes
nessas estruturas foram incapazes de reconheqede@®s humanos ou fungicos (Dorr et
al., 1998).

O aparecimento de estirpes resistentes a multggeates quimioterapicos criou sérios
problemas no tratamento dessas infec¢Oes, enfdtizan importancia de controlar a
propagacdo de microorganismos dentro de hospitlirsch, Tam, 2010; Lincopan et al.,
2006; Salzman, Klemm, 1967).
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1.4 Antibidticos (Mecanismos de acdo e mecanisraosgisténcia)

Os antibidticos abaixo citados sdo os mais indisada terapia as infec¢des por
Enterobactérias (Coelho et al., 2007). O quadnmdica os mecanismos de acédo e de
resisténcia destes antimicrobianos.

B-lactdmicos- Pertencem a esse grupo as penicilinas, cefaloggoriamoxilinas,
cefamixinas, oxicefamixinas, ampicilinas, amidinoiodinas, carbapénicos, &cido
clavulanico, sulbactam e os antibioticos monobaittdsn Elas provocam a lise osmotica
celular ao se ligarem e inibirem as transpeptiddsasembrana, responsaveis pela sintese do

peptideoglicano (Andrade, 2002).

Aminoglicosideos sdo antimicrobianos bactericidas que compreendegrupo da
estreptomicina, neomicina, canamicina, tobrami@na gentamicina (Spinosa et al., 2002).
Sao extraidos de actinomicetos do grupmeptomycesPossuem estruturas quimicas
complexas, porém pequenas, derivadas de acucangs grupo amino. Funcionam como
chave falsa, se ligando ao ribossomo bacteriancawsando a producdo de proteinas
defeituosas (Andrade, 2002).

Tetraciclinas sdo antimicrobianos bacteriostaticos, podendo sdurais ou semi-
sintéticos. Fazem parte desse grupo a doxiciatixigetraciclina, clortetraciclina, metaciclina
e a minociclina (Spinosa et al., 2002). Apresentanplo espectro, atuando em bactérias
Gram-negativas aerobias e anaerdbias, ClamidigsiéRias, Espiroquetas e Micoplasmas,
inibindo sua sintese protéica (Andrade, 2002).

Quinolonas- Sdo um grupo de antimicrobianos bactericidas delameppectro
(Mitchell, 2006). Existem atualmente quatro geragde quinolonas: primeira geragéo (acido
nalidixico, &cido oxonilico), segunda geracdo gde ss fluorquinonas (norfloxacino,
ciprofloxacino, ofloxacino, pefloxacino, enrofloxac, danofloxacino, orbifloxacino,
marbofloxacino), terceira geracdo (levofloxacingpafloxacino) e de quarta geracao
(trovafloxacino, clinafloxacino, sitafloxacino) (Bpsa et al., 2002).

Sulfonamidas- S&o bacteriostaticas para bactérias Gram-posigv&am-negativas
entéricas, clamidiad\ocardia sp. e protozoarios. Sdo derivados da sulfanilangde, se
caracterizam por conter moléculas de enxofre eagngmtos amina na molécula (Andrade
2002; Brooks et al., 2000).

Nitrofuranos - O componente estrutural dos nitrofuranos € um @aélirano associado
a um grupo nitro. Pertencem a este grupo Furazwid®litrofurantoina, Nitrofurazona,

Nifurquinazol, Nifurtoinol e Nifuroxazida. Atuam Bre Gram-negativos, Gram-positivos,
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Trypanossoma Giardia, Trichomonas e Candida Os derivados do nitrofurano sao
substancias bacteriostaticas que inibem a acetiidm@ A do ciclo de Krebs, causando

bloqueio no metabolismo bacteriano (Andrade, 2002).

1.4.1 Resisténcia a antimicrobianos

A utilizagdo indiscriminada de agentes antimicrabgeipassou a atuar como mecanismo
seletivo, suprimindo 0s microrganismos susceptiggiermitindo o crescimento de mutantes
resistentes (Brooks et al., 2000) Seu uso frequentecontribuido para a elevada incidéncia
da resisténcia a antimicrobianos (Hyle et al., 2007

A resisténcia antimicrobiana de linhagens da fanfhterobacteriaceae aos maiores
grupos de agentes antimicrobianos varia grandementee as linhagens estudadas,
dependendo da procedéncia (origem clinica ou ara@bjer® maioria destes organismos é
inatamente resistente a agentes antimicrobianos maiigos e tem a capacidade de
rapidamente desenvolver resisténcia a novos atitib#d Houve um aumento na incidéncia
de casos hospitalares causados por bactérias déssro e cepas resistentes surgem
principalmente nos hospitais (Sanders Jr et 8@7)1%or esse motivo, infeccbes causadas por
linhagens da familia Enterobacteriaceae resistentasbapenem séo responsaveis por taxas
de mortalidade de 47% a 70%. Estes valores podemtrdguidos a resisténcia multipla e a
perda de efetividade na terapia com antibiéticBen{David et al., 2010; Bratu et al., 2005;
Borer et al., 2009).

Infeccbes nosocomiais estdo geralmente relacionadas linhagens delebsiella
pneumoniagcausando infec¢des no trato urinario, sistempiredério e no fluxo sanguineo
(Poirel et al., 2003; Struve, Krogfelt, 2004). Viam® Alangaden (2004) verificaram que, cepas
desta espécie abrigam os plasmidios responsavds mesisténcia ap-lactamicos
especialmente cefalosporinas de amplo espectrol@ta carbapenémicos.

A resisténcia a antimicrobianos pode ser de dgissti Natural: pela auséncia da
estrutura, ou da via metabodlica alvo Adquirida: através de mutacdes espontaneas e
selecédo ou por recombinacédo apos transferénciemesgDe um modo geral, 0os principais
mecanismos de resisténcia podem ser descritos como:

-Impermeabilidade a drogaMuitas bactérias Gram-negativas sé@o resistentes a
penicilina G por serem impermedveis a droga owapogsentarem alteracdes em proteinas de
ligacdo a penicilina. No caso das sulfonamidas,i@arganismo pode também apresentar

menor permeabilidade a droga.
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-Inativacdo muitas drogas sao inativadas por enzimas coddga pelos
microrganismos. Por exemplo, a penicilingseldctamase) é uma enzima que cliva o fnel
lactdmico inativando a droga; ou por modificacbesmo por exemplo, a adicdo de
grupamentos quimicos ao antibiético, promovenddasfarilacdo ou acetilacao.

-Modificacdo de enzima ou estrutura alv@or exemplo, altera¢cdes na molécula do
rRNA 23S (no caso de resisténcia a eritromicindoeanfenicol), alteragdo da enzima, no

caso de drogas que atuam no metabolismo, ou uwdasieetabdlicas alternativas.

1.4.2 Mecanismos de transferéncia de material menébtre bactérias

Os Principais mecanismos de transferéncia de rabhggmético incluem:

Conjugacao -Processo de transferéncia de genes que requettccagétala a célula,
mediado por um Pili sexual;

Transformacéo— Captacdo de DNA no meio, por células receptoragpetentes.

Transducdo— Transferéncia genética com auxilio de bacteriéfagos

Transposicdo- Transferéncia de genes dentro de uma mesma céulatprmédio de

transposons.
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Quadro 1- Classe de antibidticos, mecanismos d& aggcanismos de resisténcia e seus respectives gen

Classe

Antibidtico

Mecanismo de Acéo

Mecanismos de resisténcia

Genes de
resisténcia

Aminoglicosideo
(Amplo Espectro)

Gentamicina

Aminoglicosideo
(Espectro Estrito)

Estreptomicina

Liga-se a subunidade ribossomal 3
bacteriana, promovendo erros
leitura do mRNA e interferindo com

formacdo do complexo de iniciaggacetilam, fosforilam ou adelinam

(Ding, He, 2010)

OGBactérias produzem enzimas (
naativam o antibidtico. Existem ma

aminoglicosideos.

ue
is

@e nove tipos nédo relacionados, (ueadA e aadB
DS

B-Lactédmico
Cefalosporinas Cefalotina

(1@ geracéo)

B-Lactamico Cefotaxima
Cefalosporinas

a ~

PR Ceftiofur

Carbapémicos Ertapenem

Durante a sintese da parede bacterigna,
0 anel B-lactamico do antibidticp

inativa as enzimas envolvidas

transpeptidacéo, as PBPs (Penici
Binding Protein),
ligacdo entre as cadeias peptidicas

= . membrana  externa  ocasionar
formacdo de ligacdes cruzadaa L =
iminuicdo da expressédo ou perda
desestruturando a parede celdlar, .
- e;%Cmnas.
causando uma perda na rigidez.

Acredita-se também que tais drog

podem atuar promovendo a ativagag
enzimas autoliticas, resultando
degradacéo da parede.

responsaveis pela

b

Pn Lactamases

eecanismos de efluxo.

na

d x "
peptideoglicano. Com isso, ndo ha aﬂltera(;ao na permeapilidade

*Ocorre devido a producéo de enzimas

blagy-like

largm-like

eaCTX-M'Iike

blagpc-2

Nitrofurano

Nitrofurantoina

Causam inibicdo da acetilcoenzima
do ciclo de Krebs, causando bloqu

no metabolismo bacteriano (Andrade,

2002).

A
eL13/Iecanismos ainda nao definidos

Acido Nalidixico

* mutagBes nos genes que codificam a

DNA girase e Topoisomerase |V |e
X . . gnrA
. . levam a Quinolone-Resistant
Inibem a DNA girase, afetando - ) gnrB
. Ciorofloxacina NS - etermining RegiolfQRDR)
Quinolona p replicagdo, transcricdo e reparo . qnrS
. mudancas na permeabilidade |da
DNA (Ding et al., 2010). P gyrA
membrana externa que diminuem a
. X parC
Enrofloxacina penetracao intracelular da droga
* mecanismos de efluxo.
Inibidoras competitivas da enzima
bacteriana dihidroperoato sintetase
[sdo anglogos 0,'9 substrato, 0 alCI(;jf\)/lodifica(;éto de estruturas alvo e/ou;
para-aminobenzoéico  (PABA)]. A sull e
Sulfa Cotrimoxazol |enzima catalisa uma reacao envolvi ~ .
: z .. | *feducdo na permeabilidade da sul2
com a sintese de &cido folica
- . embrana
necessario para a sintese Epe
precursores de DNA e RNA nas
bactérias.
Liga-se a subunidade ribossomal 30S
. - (sitio A), impedindo a ligacdo dq . tetA
Tetraciclina Tetraciclina . o : - mecanismo de efluxo tetB
aminoacil-tRNA, impossibilitando fa tetG

sintese protéica.
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2 JUSTIFICATIVA

Isolados bacterianos endofiticos ou rizosféricezalroficos de cana de agucar foram
obtidos, e os géneros da familia Enterobacteriafogam predominantes neste vegetal. Estas
mesmas linhagens apresentaram um grande potemcalup possivel bioinoculante mas,
devido a relevancia destes mesmos géneros naclimimana e veterindria é importante
estudar nos microrganismos de ambas as procedéndeerminadas caracteristicas
fisiologicas, de patogenicidade e resisténcia #&iatitos que permitam compreender as
possiveis vias de disseminacéo e estabelecimeafmodessos benéficos ou patogénicos para

hospedeiros ambientais, animais e humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar cepas da familia Enterobacteriaceae s®ldd rizosfera ou endofiticas de
cana de acucar, com de amostras clinicas (sanguna, secrecdo traqueal e amostras de
agua) quanto a: caracteristicas fisiologicas, pmadade filogenética e resisténcia aos

antimicrobianos.

3.2 Objetivos especificos

- Identificagéo por MALDI TOF-MS e sequenciaments @ened 6S,rpoB egapA
- determinar a similaridade dos perfis de suscéigide aos antibioticos;

- avaliar a atividade hemolitica;

- verificar a presenca do geniH;

- avaliar a capacidade de reducgo N

- avaliar a producéo de substancias que estimularasgimento vegetal,

- determinar a relacédo genética de todas as areostra
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Biol6gico

Foram utilizadas 39 linhagens bacterianas pertéesen familia Enterobacteriaceae,
sendo 24 de origem ambiental e 15 de origem clidisdactérias de origem ambiental foram
escolhidas dentre 74 isolados de cana-de-acucdof(Boos e rizosféricos) submetida a
diferentes tipos de adubacg&o (organica, inorgd@isem adubacdo). Estas bactérias fazem
parte da colecdo do laboratério de Fisiologia decrdtganismos, Departamento de
Microbiologia da Universidade de Sao Paulo. As dggns de origem clinica (humana,
veterinaria e efluentes urbanos) foram cedidas ped® Nilton Erbet Lincopan Huenuman,
docente do mesmo departamento. As escolhas dasgénk foram feitas com base nas
diferencas fisioldgicas ja estudadas em trabalhtesiares (Ferrara, 2010; Oliveira, 2009).

4.2 Meios de cultura
Todos os meios de cultura foram autoclavados &C2dor 20 minutos a pressao de 1
atmosfera. Antes de sua utilizagdo, os meios fqeediamente incubados por 24 horas em

estufa a 30 °C para o teste de esterilidade.

4.2.1 Meios caldo nutriente e &gar nutriente 2 g.|

Estes meios foram utilizados para manutencao emmasio das diferentes bactérias.

= (o 0 [ o= o = PSSR 39
PePIONA.......ciiiiiii 59
PN W E= W0 (=T 11 F= T F= W0 TR o TSP 1000 ml

O meio Agar Nutriente apresenta composicéo sinaitacaldo nutriente, sendo apenas

acrescido de 15 ¢'lde Agar Bacteriolégico.

4.2.2 Meio Luria — Bertani (LB) — g

O meio LB foi utilizado para cultivar microrganiseique seriam submetidos a extracao
de DNA total ou Plasmidial.
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o Tt (0 R o) o] = PP 10g
EXTrato de IEVEUUIA.........ooeeeieeee et e ettt e e e e e e et eaer b e e e e e e as 5g
N = L S 59
e U TN [y 1] F= o F= o TR OO 1000ml

4.2.3 Meio MP (Hankin et al., 1971)

Para o ensaio de presenca de pectinase foi utlipatheio MP soélido, com o pH

ajustado para 7,0 e para 5,0, com a seguinte caopapos

(NH ) 2S O et e e e e e e ettt e et e ettt bbb e e e e e e e aaaaaeeeaaeeeaaaeeeeeennnnes 29
3 | = TSR 49
N2 5] | 69
S @ T o 7l © SR PR R SSPPPRRR 0,29
OF= T R 1mg
= PP 1@
1Y 1S PP 1@
A1 1] O PP 19
O 1] O TP ()
1Y o PR SPPPPRP 10
EXTrato de IEVEUUIA........cceeeeieieei ettt e e e e e ettt rb e e e e e eeas 29
STt = o] 11 o> PSSR 10g
AQAr BACIEIIOGICO. ... .ccveeeeeveieeieeeeeecememssseeeeeteateeteeseeeeeeteesesteesseeeetensassesseeeestesseanseeesees 30g
AQUA JESHIAAA .S, P uveveieeeeeeeee et st eteete e e aeeteareaseeteetestensenseseeetesseereenees 1000ml

4.2.4 Meio MS modificado (MMS) pH 5,8 —4.I

Este meio de cultura foi utilizado no ensaio dedpgdo de Etileno, tendo como
precursor 0,40¢™ de metionina (Met) (Thuler et al. 2003).

S | = TP 0,17g
[ = 1 PO PPRRR 0,0062¢g
S PR SPPRRR 0,00083g
V1Y (0T 2 o o T PO UPPERPRRR 0,00025¢g
(O 101 N - 5 TP ERU R UTUPPPPRRR 0,000025¢g
(OF= 103074 = 5T T 0,449
1Y o IS @ T o 7l RSP 0,37¢g
Y IS @ T4 o 31 TP P RPR 0,0169¢g
A £ 1] O T P 0,0086¢g
(O ST 151 . 31 © TP PRSPPI 0,00025¢g
N I AN o 3 TP 0,0373g
LIS @ T4 o o © PRSP 0,0278g
1= 10 11 = T o (O 0,0001g
1o ()] g F= T o [ PP PUURPRPPPPPRPUPPRPIN 0,0005g
oS To Lo X g Te% o] 113 1T TR 0,0005g

(€[ ox o = U PP 0,002g
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Yo T 0 S| (o ) SR 0,19
SACAIOSE....ccuiiuiuiitiisit st e s 209
F Yo (U E= o (=TS 11 F=To F= W0 TR o T PRSPPI 1000ml

O meio semi-soélido foi acrescido de 1,8gle Agar Bacteriolégico.

4.2.5 Meios de cultura NFB, JNFB, LGD, LGI e LGIRF (Débereiner et al., 1995)

Os meios NFB, JNFB, LGD, LGI e LGIP (Quadro 2) tmsnde fonte de nitrogénio
combinado, foram utilizados para os testes de digage nitrogénio e para a contagem de
UFC, respeitando o meio em que cada bactériad@da ou apresentou melhor crescimento.

Quadro 2 - Meios de cultura (em gi)Lpara bactérias fixadoras de nitrogénio

Meios de Cultura) NFB IJNFB LGD LGI LGIP
Componentes
Glicose 20 - -
Sacarose - - - 5 100
Acido Malico 5 5 - - -
K,HPG, 0,5 0,6 0,05 0,2 0,2
KH,PG, - 1,8 0,15 0,6 0,6
CaCb - - 0,01 - -
CaCh.2H,0 0,02 0,02 - 0,02 0,02
MgSQ,.7H,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
NaM00,.2H,0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
FeCk.2H,0 - - 0,01 - 0,01
Azul de Bromotimol (0,5% em 2N de KOH) 2ml 2mi - 5mi 5mi
NaHCG; - - 0,01 - -
NaCl 0,1 0,1 - - -
FeEDTA (sol. 1,64%) Aml Aml Aml Aml
KOH 4.5 4,5 - - -
CuSQ.5H,0 0,00008 0,00008
ZnSQ,.7H,0 0,0024 0,0024
HsBO; 0,0028 0,0028 -
MnSG,.7H,O 0,00235 0,00235 - -
Biotina 0,00001 0,00001 - 0,00001 0,00001
Piridoxol-HCI 0,00002 0,00002 - 0,00002 0,00007
pH 6,5-6,8 5,8 7,0 6,0 6,0

4.2.6 Meio agar fosfato insoldvel —§(Verma et al., 2001)

Este meio de cultura foi utilizado para o ens&sdlubilizacdo de fosfato inorganico.

€1 01 = PRSP 5¢
N P OO 59
N = L S 19
1Yo RS @ TR 4 L O JR P 19
CAB(P D)2t 0,89
JANo T= L = 7= Tod (=1 o] (o To Lot o H OSSP 15¢g

e U TN [y 1] F=e F= o TR OO 1000ml
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4.2.7 Meio Miieller Hinton — gl (Muller, Hinton, 1941)

O meio Mdueller Hinton é rico nutricionalmente e écamendado pela OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) para a realizacgwal@as de sensibilidade para o método
de Kirby-Bauer. Este meio também foi utilizado pavaliar a concentragcdo minima inibitoria

(MIC) através da utilizacao de fitas de E-Test.

F o=V Y=Y 1= 0] o Yo [T TR 179
AMIAO A€ DALTALA. ... i oot eree e e e e e e e e e e e e eaaaaree 1,59
= (o0 [ o= o = TR 2,09
Hidrolisado ACidO de CASEINA........cccuuuiiiiiiiiiiiie e e 17,59
AQUA JESHIAAA .S, P uveveieeeeeeee et et eteeteeeeeaesteereaseeteetestensenseseeetesreereenees 1000ml

4.3 Solucdes e Tampdes

4.3.1 Solucio de lugol d.I

A solucéo de lugol foi utilizada para corar as ptasubmetidas ao ensaio de atividade

pectinolitica.

S P TP 30g
CriStalS A€ I0A0.......ouiiiiiiiii e 10g
F Ao [ F= 0 (=11 11 F= o F= W 1R o 1000ml

4.3.2 Solucdo de NaCl 1M

A solucéao de NaCl 1 M foi utilizada para lavagers géacas coradas com solugéo de

lugol.
NACL ..o 58,449
F o U E= o (=TS 11 = To F= W 1R o T PRSP 1000ml

4.3.3 Solucdo de vermelho congd’g.

A solucao de vermelho congo foi utilizada para casaplacas submetidas ao ensaio
de atividade da enzima endoglucanase.

VErmMEIN0 CONGO.......ouiiiiiiiii e 19
F Ao [ F= 0 (=11 11 F= o F= W 1= o 1000ml



32

4.4 ldentificacdo bacteriana

As linhagens foram identificadas por mais de unsait@. As amostras utilizadas neste
trabalho ja4 haviam sido submetidas a ensaios biiqos e moleculares, porém, pela
incerteza dos resultados, houve necessidade dicéepe de serem realizados novos testes. A
familia Enterobacteriaceae foi escolhida, poisfaontrada, simultaneamente, no ambiente e
em infec¢des hospitalares. As novas técnicas edeslifioram a espectrometria de massa por
ionizacdo e dessorcao a laser assistida por m@tt#d. DI TOF-MS), a amplificacdo e
sequenciamento de genheusekeepingecomendados para enterobactérib8S(rpoB e
gapA. Para as amostras que apresentaram um perfiindarddade comKlebsiella sp.
também foram amplificados mais cinco genes, recdados por Diancourt et al. 2005dh
pgi, phoe infB etonB).

4.4.1 MALDI TOF-MS

Uma colbnia bacteriana foi colocada na placa eBpagara o equipamento (96 MSP;
Bruker Daltonics, EUA) e submetida a secagem enpéeatura ambiente. Em seguida, foi
coberta por 1,0 uL de solucdo de matriz (acettaf®i0%, agua 47,5% e acido trifluoroacético
2,5%).

Os espectros obtidos foram analisados pelo progiddiDI Biotyper 2.0 (Bruker
Daltonics, EUA) com as configuracdes padrao paemtificacdo bacteriana. O algoritmo
utilizado pelo Maldi Biotyper compara os especttasamostra desconhecida com as amostras
de referéncia contidas em um banco de dados. Oegiroento de andlise leva em
consideragao as massas e as intensidades reldtisasspectros desconhecidos (Lartigue et
al., 2009).

4.4.2 Amplificacdo e sequenciamento de gdmesekeeping

As bactérias foram também submetidas ao sequentiardes gene$6S rRNA, gapg
rpoB.

Extracdo do DNA Gendmico- Foram preparadas culturas de todas as linhagens em
caldo nutriente e cultivadas “overnight” sob agitacA extracdo d®NA foi feita de acordo
com o protocolo de “Wizard Genomic DNA Purificati¢fit”, catalogo namero#A1120

(Promega) Cada material foi submetido a eletroforese endgedgarose (1,0%) (Invitrogen)
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seguida de imersdo em solucdo de brometo de edid5 min.As concentracdes dos DNAs
foram medidas no equipamento NanoDrop 1000 SpeetaniThermo Scientific) e diluidas
em agua deionizada “DNAse Free” para concentrapabde 100ng.pI™.

Amplificacdo dos fragmentos -Para a amplificacdo dos gen8S rRNA, gapAe
rpoB foi utilizado o método de Reacdo em Cadeia darfeoise (PCR). Para cada reacao
foram utilizados 25 pl de Master MixPromega), 20 pl de 4gua deionizada “DNAse Free”, 1
ul de DNA bacteriano e 2 pl de cada primer (“forfiag “reverse”) especifico para os genes
estudados (quadro 3). A amplificacdo dos fragmerftus realizada através de um
termociclador Eppendorff (Mastercycle Personal). @stocolos de temperatura para a
amplificacédo dos genes 16S rRNA e “housekeepinginfoos seguintes:

16SrRNA — 95 °C por 2 m seguido por 40 ciclos de 9%8€1 m para a desnaturacao,
56 °C por 1 m para o anelamento e 72 °C por 1 mgaxtensdo do DNA.

gapAerpoB - 92 °C por 5 m seguido de 40 ciclos de 92 °C porgara a desnaturacgao,
50 °C por 2 m e 15 s para o anelamento e 72 °C poe 15 s para a extensao do DNA.

Para todos os genes, apés o término dos ciclogdlizada uma etapa de 10 ma 72 °C
para a estabilizacdo do DNA.

Purificacéo dos produtos de PCR Os produtos amplificados foram purificados com
“GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit", cdtgo n° 27-9602-01 (GE
Healthcare), seguindo instrucdes do fabricante.

Reacdo de Sequenciamentc Os produtos purificados foram enviados para
sequenciamento realizado no Centro de pesquisas sdbenoma Humano/USP. As reacoes
de sequenciamento foram realizadas seguindo ogoiotalo kit “DYEnamicTM ET dye
terminator kit (MegaBACETM), catalogo n°US81090 Armsham Biosciences/GE
Healthcare com 5 pmoles de “primer” eudde DYE ET. As concentracdes de produtos
amplificados utilizados nas reac¢des de sequenctamwanaram de acordo com o tamanho do
fragmento em analise. As temperaturas foram d€3#®f 20 s; 50-55 °C por 15 s e 60 °C por
1 m. Os ciclos foram repetidos por 30 ou 45 vezes.

Andlises Filogenéticass Apds a reacdo de sequenciamento, os dados Haras
capturados e a analise de qualidade e obtencdsedaéncias “contig” ou “consenso” foram
realizadas utilizando o programa “Chromas Pro”. #pbtencdo das sequéncias consenso, as
linhagens foram exportadas em formato FASTA pafer@ncia filogenética. O alinhamento
das sequéncias dos ged€&SrRNA, gapAerpoB, a geracao das matrizes de similaridade e as
construcdes das arvores filogenéticas dos isolémi@sn realizadas através do programa

MEGA “Molecular Evolutionary Genetics Analysis, &.0.5”



34

Quadro 3 - Sequéncia dpemersutilizados para amplificacdo dos ged€SrRNA ehousekeeping

“Primer” Sequencia (5’ — 3) Gene alvo Tamanho igitéo Referéncia
Amplificacdo e Weisburg et al.,
27f AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ]
sequenciamento 1991
) Holben et al.,
536f CAGCMGCCGCGGTAATWC Sequenciamento 2004
16SrRNA ~1.500 pb )
) Chimetto et al.,
782r ACCAGGGTATCTAATCCTGT Sequenciamento 2008
Amplificacdo e Weisburg et al.,
1492r GGTTACCTTGTTACGACTT ]
sequenciamento 1991
Amplificacdo e  Diancourt et al.,
rpoBf GGCGAAATGGCWGAGAACCA .
sequenciamento 2005
rpoB 501 pb o )
Amplificacdo e  Diancourt et al.,
rpoBr GAGTCTTCGAAGTTGTAACC )
sequenciamento 2005
Amplificacdo e Diancourt et al.,
gapAf TGAAATATGACTCCACTCACGG .
sequenciamento 2005
gapA 450 pb . .
Amplificacdo e  Diancourt et al.,
gapAr CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT .
sequenciamento 2005

4.4.3 Multilocus seguence typing ‘MLST’ das amostlaKlebsiella sp

Para analise das amostras que apresentaram siadarcom perfis d&lebsiella sp.

também foram amplificados mais cinco genes espesifiste género (Diancourt et al., 2005).

As sequéncias nucleotidicas obtidas permitirarmutedis alelos de cada locus e, de acordo

com a combinacéo de alelos de cada isolado, idEmtibsSequence TypdSTs) na base de

dados do Instituto Pasteur (www.pasteur.fr/mlst).

Amplificacdo dos fragmentos -Para a amplificacdo dos gemadh, pgi, phoE, infB e

tonB foi utilizado o método de Reacdo em Cadeia da Ro#ise (PCR). Para cada reacéo

foram utilizados 25 pl de Master M{Promega), 20 pl de agua deionizada “DNAse Free”,

1pl de DNA bacteriano e 2 pl de cada primer (“fadia “reverse”) especifico para os genes

estudados (quadro 4). A amplificacdo dos fragmerftus realizada através de um

termociclador Eppendorff (Mastercycle Personal). @stocolos de temperatura para a

amplificacéo destes genes foram os seguintes:

Mdh, pgi, phoE, infB- 92 °C por 2 m seguido por 40 ciclos de 95 °C2oor para a

desnaturacao, 50 °C por 2 m e 15 s para o anelaraéfft °C por 1 m e 15 s para a extenséo

do DNA.
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tonB - 92 °C por 5 m seguido de 40 ciclos de 92 °C porpgam a desnaturacéo, 45 °C

por 2 m e 15 s para o0 anelamento e 72 °C por LBsegpara a extensao do DNA.

Para todos os genes, apés o término dos ciclogdlizada uma etapa de 10 ma 72 °C

para a estabilizacdo do DNA.

Quadro 4 - Sequéncia dos “primers” utilizados patsST emKlebsiella pneumoniae

“Primer” Sequencia (5’ — 3) Gene alvo Tamanho igaicao Referéncia
Amplificacdo e  Diancourt et al.,
mdh:F:130 CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG .
sequenciamento 2005
mdh 477 pb o )
Amplificacdo e  Diancourt et al.,
mdh:R:867 CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG )
sequenciamento 2005
) Amplificacdo e Diancourt et al.,
pgi:F:1R GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC .
) sequenciamento 2005
pgi 432 pb » )
) Amplificacdo e  Diancourt et al.,
pgi:R:1F CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT .
sequenciamento 2005
Amplificacdo e Diancourt et al.,
phoE:F:604.1  ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG )
sequenciamento 2005
phoE 420 pb o )
Amplificacdo e  Diancourt et al.,
phoE:R:604.2 TGATCAGAACTGGTAGGTGAT .
sequenciamento 2005
] Amplificacdo e  Diancourt et al.,
infB:1F CTCGCTGCTGGACTATATTCG )
] sequenciamento 2005
infB 318 pb o )
) Amplificacdo e Diancourt et al.,
infB:1R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC .
sequenciamento 2005
Amplificacdo e  Diancourt et al.,
tonB:1F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT .
sequenciamento 2005
tonB 414 pb o )
Amplificacdo e Diancourt et al.,
tonB:2R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG )
sequenciamento 2005

Conforme descrito no item anterior, estes prodd®®CR também foram purificados,

sequenciados e analisados.

4.5 Avaliagdo da clonalidade por ERIC-PCR

Para tipagem genotipica, as cepas foram submedidanétodo de ERIC-PCR que

consiste na amplificacdo de seqiéncias do DNA édrala técnica de PCR utilizando o
primer ERIC-2 (5' — AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3') (Versaio et al., 1991). A

reacao ocorreu nas seguintes condicoes: etapasdatdeacao inicial a 94 °C por 10 m; etapa

de amplificacdo com 30 ciclos de desnaturacédo ®9dor 1 m, hibridagéo a 52 °C por 1 m,

extensdo a 72 °C por 8 m; extensao final a 72 ¥C1fam. Os segmentos separados por
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eletroforese em gel de agarose 2%, corados cometboode etidio foram visualizados em
transluminador UV. A avaliacdo da clonalidade faalizada através do programa
Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijh, Belgiyima partir do perfil de amplificacéo

obtido, utilizando o coeficiente de Dice numa tateria de 2%.
4.6 Ensaio de reducao de Acetileno (ARA)

A atividade da enzima nitrogenase foi analisada pgttodo da reducdo de acetileno
(ARA) (Pariona-Llanos et al., 2010). Ap6s cresaitoepor 72 h a 30C, as diferentes
culturas foram incubadas com acetileno (10% domaelgasoso(em agitacdo, a 30 °C por
mais 72 h. Foram usadas triplicatas de cada amdstmoducéo de etileno foi avaliada
guantitativamente por cromatografia gasosa e aeotracdes das amostras foram calculadas
considerando-se os valores da curva padrao deetdeaplicando-se a equacao geral dos
gases: n= PV/RT.

Para quantificacbes especificas de ARA, medidas fpml.UFC.K!, foram feitas
determinacdes do numero de bactérias viaveis digrasi Para tanto, foram realizadas
contagens de Unidades Formadoras de Colbnias (UWE{)ando-se o método da gota
(Barbosa et al., 1995).

4.7 Deteccédo do gene nifH

As bactérias foram submetidas a técnica de PCRsgavarificar a presenca ou néo de
genesnifH. As reacdes de amplificacdo foram realizadas adparente, utilizando-se os
iniciadores [PPf e PPr] e [Pol-f e Pol-r] (quadjo 5

Quadro 5 - Iniciadores para amplificacdo do gafté

“Primer” Sequencia (5’ — 3) Gene alvo Tamanho Rexfiera

pol-F TGCGAYCCSAARGCBGACTC Amplificagcdo parcial 360 pb Poly et al., 2001
pol-R ATSGCCATCATYTCRCCGGA do gene nifH Poly et al., 2001
pp-F GCAAGTCCACCACCTCC Amplificagdo total do 705 pb Liba et al., 2006
pp-R TCGCGTGGACCTTGTTG gene nifH Liba et al., 2006

Os protocolos de temperatura para a amplificagdaydnesifH foram os seguintes:
Para o iniciador Pol — 95 °C por 2 m, seguido 3riclos de 94 °C por 1 m para a
desnaturacao, 55 °C por 1 m para anelamentd®€ par 2 m para extensdo do DNA, e 5 m

de extensdo a 72 °C no ultimo ciclo.
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Para o iniciadoPP — 94 °C por 2 m, seguido por 30 ciclos de 948C1 m para a
desnaturacao, 55 °C por 1 m para o anelament®@€ @@r 3 m para extensdo do DNA e 10 m

de extensdo a 72 °C no ultimo ciclo.

4.8 Producéao de Etileno

As cepas foram inoculadas em frascos tipo pengcidi® 60 ml tampados com rolhas de
borracha e lacre de metal contendo 24 ml de meidS\rescido de metionina, em seguida,
foram incubadas a 30 °C, por 144 e 220 h. A firmeédir a producgéo de etileno, 1 ml da fase
aérea foi retirado do frasco e analisado por crognafia gasosa (Thuler et al., 2003). As
analises foram feitas em triplicata e as concebémcdas amostras foram calculadas

utilizando-se as areas dos padrbes com concensragdibecidas.

4.9 Teste de sensibilidade (Difusdo em Disco e @unacdo Minima Inibitoria)

Os isolados foram submetidos a determinacdo dal perdlitativo de resisténcia a
antibioticos por meio do método de difusdo em digChSI, 2005). Os antibioticos
selecionados para realizagdo dos testes foram: dgidosideos (Gentamicina,
Estreptomicina),-lactamicos (Cefalotina, Cefotaxima, Ceftiofur, dnem), Quinolonas
(Acido Nalidixico, Enrofloxacina, Ciprofloxacina)Sulfa (Cotrinoxazol), Tetraciclina
(Tetraciclina) e Nitrofurano (Nitrofurantoina).

O teste de disco difuséo foi realizado de acordo as orientacdes do CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2009). De dadkdo foi preparada uma suspenséao
bacteriana com turvacdo ajustada ao padrdo 0,5aff@fdnd por comparacéo visual. Cada
suspensao foi semeada, maneira uniforme, sobrpeafiie de uma placa de Petri contendo
0 meio Agar Mueller-Hinton. Apds este procedimeritmam adicionados os discos com 0s
antibidticos. As placas foram incubadas, duranté,2ztemperatura de 30 °C. O tamanho do
halo foi medido em milimetros (mm) e categorizadma: sensivel (S), intermediario (I) ou
resistente (R), conforme padronizado pelo CLSI. ldizado como controle, amostra de
referénciaescherichia col(ATCC 25922).

As bactérias que apresentaram um perfil considerasigtente ou intermediério aos
antibioticos testados foram submetidas a deterrdmata Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM), pelo método de diluicdo em agar e medianteso de fitas E-Test (CLSI, 2005). O

sistema do E-test consiste em uma fita plasticdereendo porosa de 50 mm de comprimento



38

e 5 mm de largura, que contém uma escala numéarieangica o gradiente de concentracao
de antibidtico. A fita do E-test pode detectar acemtracdo inibitéria minima (CIM) que
varia entre 0,016 a 256)/ml dependendo do antimicrobiano utilizado (Bohmst, 1993).

4.10 Transformagdo das bactérias e teste de egtatl# dos plasmidios

Apbs o ensaio de sensibilidade a antibioticos, nfiorselecionadas duas linhagens
ambientais sensiveis a todos antibioticos e dmsdiens clinicas resistentes a maioria dos
antibioticos. ODNA plasmidial das linhagens clinicas foi extraatcavés do KIT MiniPrep
para plasmideo #APMNP50, Axygerag linhagens ambientais sensiveis foram submedidas
eletrocompeténcia.

Para tornar as linhagens ambientais competentesepcdo dos plasmideos, 25 ml de
culturas em meio LB liquido, crescidas overnigh87a°C sob agitacdo, foram diluidas para
uma densidade optica (DO) de 0,1 em um volume @entiGde meio LB. Foram incubadas
até que a DO atinjisse entre 0,4 e 0,6. A culteianfantida em gelo por 15 m, depois
centrifugada a 4.800 rpm durante 25 m a 4 °C. Adasforam suspensas em 5 ml de 4gua
deionizada esterilizada e gelada. Foram adiciond@iasl de glicerol a 10% gelada, seguido
de centrifugacao por 10 m a 9.000 g. O sedimenteessuspendido em 500 pl de glicerol a
10% gelado. As aliquotas foram mantidas a 20 °C.

Para a transformacao bacteriana, 40 ul das céaolapetentes foram depositadas em
uma cubeta de eletroporacéo, previamente resfei@daescidas de 1 pl de solugcéo plasmidial
logo acima das células. A eletroporacao foi prasano equipamento Gene Pulser (Bio-
Rad) com voltagem de 2,5 kV, corrente de 25 mAaca@ncia de 2uF e resisténcia de
200Q2. Apos o pulso, 1 ml de meio LB liquido foi adicémo a suspenséo e entdo mantido sob
agitacdo (150 rpm) por 1 h a 3Z. As bactérias transformadas foram submetidassie tle

sensibilidade a antibioticos.

4.11 Solubilizagao de Fosfato

Os testes de solubilizacdo de fosfato foram raddéiz pela aplicacdo de uma gota de
cultura de cada isolado sobre 0 meio contendotfogfigolivel. A incubacéo foi a 30 °C por
48 h. A formagao de um halo transparente ao redarescimento bacteriano foi indicadora
da solubilizagc&o dea;(P0O,),. (Verma et al., 2001).
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4.12 Atividade da endoglicanase e pectinase

As atividades de endoglicanase e pectinase foetarmdinadas pela aplicacdo de uma
gota de cultura de cada isolado a um meio soOlidovakgnte para cada ensaio, sendo MP para
atividade pectinolitica e CMC para atividade daoghacanase. A incubacéo foi a 30 °C por
96 h. Para detectar o halo formado por acdo danpset ou pela carboximetilcelulase, as
culturas foram cobertas com solugcdo de Lugol ouwdanmelho Congo, respectivamente
(Hankin et al., 1971; Teather, Wood, 1982). O hadoolor ao redor do crescimento

bacteriano foi tomado como indicacdo de atividadzneatica.
4.13 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi avaliada pela presedgaum halo transparente ao redor das
colonias bacterianas ap0s incubacéo overnight &C37io0 meio agar sangue (Difco) com

eritrocitos de carneiro 5% (Beutin, 1991).
4.14 Producéo de AlA (4cido indol-3-acético)

Foram cultivadas triplicatas de cada amostra bao@rem meio MS sem nitrogénio
combinado acrescido de 0,5%yde triptofano por 7 dias. Apés o crescimento, rfofétradas
em filtros Sartorius 0,2um. Para determinar o rendimento da amostra foraicioaddos
100 ul de [HJAIA em 5 ml do sobrenadante como padrdo. As arasdtiram particionadas
com éter etilico, a fase organica foi seca em ‘tpee" e suspensa em 300 pl de metanol
100%. A producdo de AIA foi adaptada para dosagemcalturas de microrganismos
(Kojima, 1996). A quantificacdo de AIA foi realizagm HPLC de fase reversa, com coluna
C18 (Shimadzu Shim-pack CLC ODS) e detector derdsmencia. Quarenta microlitros da
amostra foram injetados na coluna. As perdas fomaraliadas por cintilacdo, por

determinagao da radioatividade em Cintilador BeakmliaS6500.
4.15 Analise dos resultados

A andlise estatistica foi realizada ap06s o térnii@@ada experimento, os dados foram
analisados por ANOVAK < 0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Identificagao dos isolados

5.1.1 Identificacdo dos isolados por MALDI TOF-MS

A precisao dos resultados obtidos através destacéé medida através de um valor de
“score” fornecido pelo software. Os valores de fst@btidos (variando entre 1.600 e 3.p00
fornecem um grau de confian¢a na identificacdoé@ep ou espécie. Os resultados obtidos
confirmaram a identificacdo no nivel de género caraga com os dados do sequenciamento
de genesousekeepingm todas amostras de origem clinica. Entretamsi@ as amostras de
origem ambiental houve diferencas na identificagés géneros, 75% das amostras foram
identificadas corretamente. As amostras ICB117R®1IB foram identificadas pelo MALDI
TOF-MS como pertencentes ao géngtebsiellae na identificagdo por sequenciamento e
analise filogenética com&nterobacter sp.o mesmo pode ser obervado nas amostras:
ICB565 (MALDI TOF-MS = Enterobacter sp— Analise Filogenética ¥osakonia sp,
ICB567 (MALDI TOF-MS = Klebsiella sp.— Andlise Filogenética ¥Kosakonia sp. e
ICBR199 (MALDI TOF-MS =Enterobacter sp— Andlise Filogenética Klebsiella sp).. Os

resultados individuais obtidos neste experimentieposer encontrados no quadro 7.

5.1.2 Amplificacdo dos genes 16S rRNA, rpoB e gemdnstrucao das arvores filogenéticas

Os genesl6SRNA ribosomal,rpoB (subunidade beta da enzima RNA polimerase) e
gapA(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) dos 3%dms foram amplificados pela técnica
de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Foramdosbamplicons destes genes com
aproximadamente 1500 pb, 600 pb e 500 pb respewtivie. As sequéncias dos isolados
editadas pelo programa “Chromas Pro” e de linhadgms de algumas espécies obtidas
através do NCBI/BLAST foram entdo exportadas parpragramaMEGA “Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, v. 6.0.5” para astoucao das arvores filogenéticas.

Foi construida uma arvore filogenética para o geerRNA (figura 1), uma para o
generpoB (figura 2) e uma concatenada dos gel&SrRNA erpoB (figura 3).

Pode-se verificar, a partir da analise da arvdogdnética baseada na amplificacédo e
sequenciamento do gerd&S rRNA, seis grupos distintos de enterobactériagridneiro
formado pelas linhagens delebsiella sp. — C23, C26, C183, C42, C4900, C381150,
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KPC732, KPC-RJ, ICB365, ICB477, ICB369, ICB375, B44CB572, ICBR174, ICBR183
e ICBR199; o segundo é formado pelas linhagen&mterobactersp. CEA4, CEA39,
ICB484, ICBR63, ICBR188, ICB481, C301903, CEC1 e RM20; o terceiro € formado pelo
isolado ICBR210 que se mostrou proximo as linhagenBnterobactey mas nédo agrupou
com nenhuma linhagem tipo utilizada; o quarto émbmo pelas linhagens que se
aproximaram do isoladénterobacter sacchatiCB101, ICB105, ICB115, ICB117 e ICB118;
0 quinto grupo € formado pelas linhagens Kiesakoniasp. ICB561, ICB565, ICB573,
ICBR79, ICB22 e ICB567; o sexto é formado pela digem dePluralibacter gergoviae
CEG2. Os isolados de origem ambiental mostraramistentos filogeneticamente dos de
origem clinica, apenas o isolado C44K (origem ctinieterinaria) mostrou-se mais proximo

das linhagens ambientais.

Também foi amplificado e sequenciado o gdmmusekeepingrpoB e a arvore
filogenética construida a partir destes resultgame ser encontrada na figura 2. O resultado
da analise filogenética deste gene foi similar alise do genel6S com excessao dos
isolados: C26, ICBR188 e ICB115 que estavam agagath outros géneros. O isolado C26
possui 0 gend6Ssimilar ao gruplebsiellae o genapoB ndo se aproximou de nenhum
grupo ou linhagem tipo utilizadas neste trabalhasdlado ICBR188 possui b6Ssimilar ao
grupo Enterobactere o geneapoB préximo ao grupdosakonia O isolado ICB115 possui 0

16Spréximo ao grupdenterobacter sacchae orpoB proximo ao grupdiebsiella.

A amplificacdo do gengapA ndo esta mostrada neste trabalho pois ndo haviam
sequéncias das linhagens tipo disponiveis. Pordas e®quéncias serdo depositadas no
GenBank a partir da identificacado obtida com osasudlois genes utilizados.

A partir dos resultados obtidos no sequenciameatgathel6Se rpoB foi construida

uma arvore filogenética concatenada destes doesgéigura 3).



42

Figura 1 — Arvore filogenética inferida a partir @inhamento das sequéncias do geB®rRNA

®c23
® c26
® cis3
@ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883T (Y11487.1)
@ Kilebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae DSM 30104T (X87276.1)
® c42
@ Kilebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ATCC 13884T (Y17657.1)
@ Kilebsiella pneumoniae KCTC 2242T (CP002910.1)
@ c4900
@ C381150
® KPC732
@® KPC-RJ
ICB365
ICB477
ICB369
ICB375
@ ca4K
ICB572
@ Kilebsiella variicola F2RIT (AJ783916.1)
ICBR174
ICBR183
@ Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ATCC 11296T (AF130982.1)
ICBR199

77 @ CEA4
99| | @ Enterobacter aerogenes ATCC 13048T (KC429778.1)
47 @ CEA39

42
@ Raoultella planticola ATCC 33531T (AF129443.1)
59 495E @ Raoultella ornithinolytica ATCC 31898T (AF129441.1)
49 @ Raoultella ornithinolytica B6T (NR 102983.1)
@ Klebsiella terrigena ATCC 33257T (Y17658.1)
@ Klebsiella michiganensis DSM 25444T (JQ070300.1)

67{ @ Kiebsiella oxytoca ATCC 13182T (NR 041749.1)
@ Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 13047T (NR 102794.1)
@ Leclercia adecarboxylata LMG 2803T (GQ856082.1)
_se 31 ICB484

ICBR63

ICBR188

ICB481
@ C301903
@® CEC1
@ Enterobacter cancerogenus LMG 2693T (NR 044977.1)
@® MARCO
@ Enterobacter asburiae DSM 17506 (AB004744.1)

ICBR210

ICB101

23

48

49| ® ICB105
ICB115
ICB117
- @ ICB118
L @ Enterobacter sacchari SP1 (JQ001784.1)
55 —— @ Kosakonia radicincitans DSM 16656 T (AY563134.1)
@ Kosakonia oryzae LMG 24251T (EF488759.1)

99

65_{ ICB561
97 ICB565

ICB573
ICBR79
57 ICB22
ICB567
| ® CEG2
99 | @ Pluralibacter gergoviae LMG 5739T (AB004748.1)
@ Pantoea agglomerans LMG 1286T (FJ611839.1)

4 4 4 y

0015 0.010 0.005 0.000

Arvore filogenética baseada na sequéncia parciajefee 16S rRNA. Foram utilizadas 39 linhagens biacies, sendo
algumas isoladas de cana-de-acgluedrolu isolados clinicose]) também foram utilizadas sequencias de linhag@osdée
algumas espécies de enterobactérias com os regsectimeros de acesso ao GenBank A histdria evolutiva foi inferida
através do método UPGMA (Sneath et al., 1973). iPmd»aos ramos € mostrada a porcentagem do tedtlogknia por
bootstrap(1.000 repeti¢cdes) (Felsenstein, 1985). As dist@nevolutivas foram calculadas através do métodmadama
verossimilhanca (Tamura et al., 2004). As analisemm realizadas através do programa MEGA “Molecteolutionary
Genetics Analysis, v. 6.0.5" (Tamura et al., 2013).
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Figura 2 - Arvore filogenética inferida a partir dlinhamento das sequéncias do gpes

® c23
@ C4900
® KPC 732
® ca2
ICBR199
@ Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis ATCC 13884T (AF129446.1)
® ci83
9| | @ C381150
@ KPC-RJ
@ Klebsiella pneumoniae KCTC 2242T (CP002910.1)
@ Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ATCC 11296T (AF129445.1)
53| @ Klebsiella pneumoniae ATCC 13883T (DQ673324.1)
63 70 | @ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae DSM 30104T (JX425351.1)
ICB115
ICBR183
ICB375
ICB369
@ ca4aK
929 ICB572
ICBR174
@ Klebsiella variicola F2R9T (AY367356.2)
ICB365
ICB477
@ Klebsiella terrigena ATCC 33257T (AF129448.1)
ICBR210
® CEA4
® CEA39
@ Enterobacter aerogenes ATCC 13048T (DQ836222.1)
@ Klebsiella oxytoca ATCC 13182T (AY367363.2)
@ Raoultella ornithinolytica ATCC 31898T (AF129447.1)
@ Raoultella ornithinolytica B6T (CP004142.1)
@ Raoultella planticola ATCC 33531T (AY367361.2)
ICB484
ICBR63
® MARCO
@ Enterobacter asburiae DSM 17506T (JX425248.1)
@ Enterobacter cancerogenus LMG 2693T (JX425239.1)
@ Klebsiella michiganensis DSM 25444T (JQ269337.1)
@ Leclercia adecarboxylata LMG 2803T (GQ856083.1)
@ Enterobacter cloacae strain ATCC 13047T (EU643264.1)
ICB481
@ C301903
® CEC1
® Cc26
99— @ Pluralibacter gergoviae LMG 5739T (JX425263.1)
L _®cec
ICB105
0| ® ICB117
44 ICB101
ICB118
@ Enterobacter sacchari SP1 (JQ001786.1)
99 ICBR188
@ Kosakonia oryzae LMG 24251T (JX425272.1)
ICB561
% ICB22
o1 ICBR79
@ Kosakonia radicincitans DSM 16656T (JX425273.1)
52 ICB567
ICB565
ICB573
@ Pantoea agglomerans LMG 1286T (KF482728.1)

76
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4 4 4 4 y

0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Arvore filogenética baseada na sequéncia do geoR (subunidadg da RNA polimerase bacteriana). Foram utilizadas 39
linhagens bacterianas, sendo algumas isoladas rdedeaacucare( ou isolados clinicose) também foram utilizadas
sequencias de linhagens tipo de algumas espécEse®bactérias com os respectivos nimeros decaesGenBanks)).

A histéria evolutiva foi inferida através do métodd®GMA (Sneath et al., 1973). Préximo aos ramos ostrada a
porcentagem do teste de filogenia pmotstrap (1.000 repeticdes) (Felsenstein, 1985). As distgneivolutivas foram
calculadas através do método da méxima verossingithéTamura et al., 2004). As andlises foram rad#ig através do
programa MEGA “Molecular Evolutionary Genetics Aysik, v. 6.0.5” (Tamura et al., 2013).
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Figura 3 - Arvore filogenética inferida a partir diinhamento das sequéncias concatenadas doski$emoB

24

60

46

65

62

@® c23
@® ci83
@® ca2
@ Klebsiella pneumoniae ssp. rhinoscleromatis ATCC 13884T
@ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae DSM 30104T
@ Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 13883T
@ Klebsiella pneumoniae KCTC 2242T
@ C4900
@® KPC-RJ
@ C381150
@® KPC732
ICBR199
@ Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ATCC 11296T
ICBR183
@ ca4K
@ Klebsiella variicola F2R9T
ICB572
ICBR174
ICB369
ICB365
ICB375
ICB477
® c26
ICB115
ICBR188
96 ICB484
43 ICBR6E3
a7 @® MARCO
@ Enterobacter asburiae DSM 17506 T
ICB481
51 @ Enterobacter cancerogenus LMG 2693T
@ C301903
@® CEC1
@ Leclercia adecarboxylata LMG 2803T
@ Klebsiella michiganensis DSM 25444T
@ Klebsiella oxytoca strain ATCC 13182T
@ Klebsiella terrigena ATCC 33257T
@® CEA4
@ Enterobacter aerogenes ATCC 13048T
@ CEA39

- ICBR210

60

78 @ Kosakonia oryzae LMG 24251T
@ Kosakonia radicincitans DSM 16656 T

ICB561
IcCB22

ICBR79
ICB565
ICB567
ICB573

@ Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 13047T
ICB101
ICB117
ICB105
ICB118

@ Raoultella planticola strain ATCC 33531T
99 & @ Raoultella ornithinolytica B6T
88 L @ Raoultella ornithinolytica ATCC 31898T
69
95
100
@ Enterobacter sacchari SP1
100
51
5
89
53
64

— ® CEG2

100 L— @ Pluralibacter gergoviae LMG 5739T
@ Pantoea agglomerans LMG 1286T

4

0.03 0.02 0.01

0.00

Arvore filogenética baseada nas sequéncias corauendos genes6S rRNA e rpoB. Foram utilizadas 39 linhagens
bacterianas, sendo algumas isoladas de cana-dardgliou isolados clinicose) também foram utilizadas sequencias de
linhagens tipo de algumas espécies de enterokmtgoim os respectivos nimeros de acesso ao GenBank listoria
evolutiva foi inferida através do método UPGMA (8theet al., 1973). Proximo aos ramos é mostradareeptagem do
teste de filogenia pdsootstrap(1.000 repeticdes) (Felsenstein, 1985). As dis#&nevolutivas foram calculadas através do
método da maxima verossimilhanca (Tamura et al04R0As andlises foram realizadas através do pnugriEGA
“Molecular Evolutionary Genetics Analysis, v. 6.0(%amura et al., 2013).
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Como resultado, obteve-se a identificacdo dosdsslam quatro géneradslebsiella,
Enterobacter Kosakoniae Pluralibacter. A identificagcdo de cada isolado, comparada com o
resultado obtido no MALDI TOF-MS podem ser encoaidisano quadro 7.

Pode-se confirmar, a partir da analise da arvwgdnética concatenada, a formacao de
seis grupos distintos de enterobactérias. O prom&iformado pelas linhagens Kiebsiella
sp. — C23, C26, C183, C42, C4900, C381150, KPCKRBZ-RJ, ICB115, ICB365, ICB477,
ICB369, ICB375, C44K, ICB572, ICBR174, ICBR183 eBR199; o segundo, pelas
linhagens deEnterobactersp. CEA4, CEA39, ICB484, ICBR63, ICBR188, 1CB481,
C301903, CEC1 e MARCO; o terceiro, formado peldado ICBR210 que se mostrou
préximo as linhagens d&nterobacter mas ndo agrupou com nenhuma linhagem tipo
utilizada; o quarto € formado pelas linhagens quamoximaram do isoladénterobacter
saccharilCB101, ICB105, ICB117 e ICB118; o quinto grupdoémado pelas linhagens de
Kosakoniasp. ICB561, ICB565, ICB573, ICBR79, ICB22 e ICB560 sexto, pela linhagem
de Pluralibacter gergoviaedCEG2. Os isolados de origem ambiental ou clinicatracam-se
distintos filogeneticamente em todos os gruposhapeo isolado C44K (origem clinica

veterinaria) mostrou-se mais proximo das linhagenbientais.

5.1.3 MLST Multilocus seqguence typihgas amostras identificadas coilebsiellasp.

Apos a analise da arvore filogenética concateresiinhagens que se aproximaram do
grupo Klebsiella sp.tiveram mais cinco genesousekeepingamplificados:infB (fator de
iniciacdo da traducdo)ndh (malato desidrogenasepgi (fosfoglicose isomerasephoE
(fosfoporina E) €onB (transdutor energético periplasmatico) para ifieado em nivel de
espécie. Esta técnica consiste na amplificacdo rdgmentos internos de sete genes
housekeepingcaracteristicos para o génekdebsiells onde as alteragcdes nucleotidicas
fornecem um perfil alélico para cada isolado. Odigpsdo comparados com uma base de
dados que permite, entdo, identificar os diferefgequence types” (ST) por homologia com
os perfis ja descritos na base de dados do IrsstitutPasteur
(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/i{jstleumoniae.html). E como resultado,

obteve-se os seguintes perfis alélicos mostradagiadro 6.
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Quadro 6: Perfil alélico obtido para os isoladoKtbsiellasp.

Cepa Origem gapA | infB mdh poi phoE | rpoB | tonB ST
C23 Clinica 4 1 2 ~52 1 1 7 NE
C26 Clinica 4 1 2 ~52 1 NE 7 NE
C42 Clinica 4 1 2 52 1 1 7 307

C183 Clinica 4 1 2 ~52 1 1 7 NE

C4900 Clinica 3 3 1 80 1 1 31 IN
C381150 Clinica 3 3 1 1 1 1 31 43y
KPC-RJ Clinica 3 3 1 80 1 1 31 IN
KPC-732 Clinica 3 NE 1 ~1 NE 1 NE| NE

C44K Clinica 16 62 21 ~27 55 ~22 31 NE
ICB115 Ambiental 16 24 45 40 53 ~21 7 NE
ICB365 Ambiental 16 24 45 40 53 ~21 NEH NE
ICB369 Ambiental 16 24 45 40 53 ~21 7 NE
ICB375 Ambiental 16 24 45 40 53 ~21 67 NE
ICB477 Ambiental 16 24 45 40 53 ~21 NEH NE
ICB572 Ambiental 16 24 21 27 54 ~21 4 NE

ICBR174 Ambiental ~16 24 ~21 NE 54 ~22 NE NE
ICBR183 Ambiental 16 24 NE 41 ~42 NE NE NE
ICBR199 Ambiental 3 3 NE 1 1 1 31 NE

~: Perfil aproximado; NE: ST ou alelo ndo encorntrad base de dados; IN: Perfil inexistente.

Apoés a combinacdo dos sete alelos, foram identifisajuatro “sequence typing”. Para
os isolados C42 e C381150, os perfis encontradesigiam na base de dados, enquanto para
os isolados C4900 e KPC-RJ as ST's identificadasfo@m descritas previamente na base
de dados utilizada, sendo a mais proxima a ST4§d@s cequéncias nucleotidicas dos genes
estudados diferem do isolado C381150 apenas nopggne

Pode-se observar também que ha similaridade emiezfib da cepa ICBR199, isolada

da rizosfera de cana-de-agucar, com os perfis aestaas clinicas, diferindo apenas no gene
mdh

A cepa de origem clinica veterinaria C44K, possyierfil mais diferenciado, sendo
mais préxima da amostra de origem ambiental ICB&p2Zgsentando o mesmo perfil alélico
nos genesgapA mdh pgi (aproxim.) erpoB. A partir destes resultados, o quadro 7 mostra a
comparacao entre as duas técnicas de identificgg&adas neste trabalho.
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Quadro 7 -— Comparacéo entre resultados obtidos peétodos MALDI TOF-MS e analise filogenética

Linh Origem Score MALDI TOF- Andlise filogenética
ICB 22 Ambiental 2.170 Kosakonia radicincitans Kosakonia radicincitans
ICB 101 Ambiental 1.899 Enterobacter cowanii Enterobacter sacchari
ICB 105 Ambiental 1.789 Enterobacter cowanii Enterobacter sacchari
ICB 115 Ambiental 2.231 Klebsiella pneumoniae Klebsiella sp.
ICB 117 Ambiental 2.087 Klebsiella pneumoniae Enterobacter sacchari
ICB 118 Ambiental 2.124 Klebsiella pneumoniae Enterobacter sacchari
ICB 365 Ambiental 1.778 Klebsiella pneumoniae Klebsiella sp.
ICB 369 Ambiental 2.201 Klebsiella pneumoniae Klebsiella sp.
ICB 375 Ambiental 2.079 Klebsiella pneumoniae Klebsiella sp.
ICB 477 Ambiental 1.855 Klebsiella pneumoniae Klebsiella sp.
ICB 481 Ambiental 1.768 Enterobacter cloacae Enterobacter sp.
ICB 484 Ambiental 1.756 Enterobacter cloacae Enterobacter sp.
ICB 561 Ambiental 1.868 Kosakonia radicincitans Kosakonia radicincitans
ICB 565 Ambiental 2.206 Enterobacter asburiae Kosakonia radicincitans
ICB 567 Ambiental 1.865 Klebsiella pneumoniae Kosakonia radicincitans
ICB 572 Ambiental 2.030 Klebsiella variicola Klebsiella variicola
ICB 573 Ambiental 2.209 Klebsiella pneumoniae Kosakonia radicincitans
ICBR 63 Ambiental 2.189 Enterobacter asburiae Enterobacter sp.
ICBR 79 Ambiental 2.369 Kosakonia radicincitans Kosakonia radicincitans
ICBR 174 Ambiental 2.061 Klebsiella pneumoniae Klebsiella variicola
ICBR 183 Ambiental 2.098 Klebsiella pneumoniae Klebsiella variicola
ICBR 188 Ambiental 2.075 Enterobacter asburiae Enterobacter sp.
ICBR 199 Ambiental 2.263 Enterobacter asburiae Klebsiella sp.
ICBR 210 Ambiental 1.808 Enterobacter cloacae Enterobacter sp.
C23 Clinica 2.337 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
C26 Clinica 2.119 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniee
C183 Clinica 2.121 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
C42 Clinica 2.227 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
C4900 Clinica 2.497 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
KPC732 Clinica 2.360 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
MARCO Clinica 2.146 Enterobacter asburiae Enterobacter sp.
KPC-RJ Clinica 2.172 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
C301903 Clinica 2.257 Enterobacter cloacae Enterobacter sp.
CEG2 Clinica 2.015 Pluralibacter gergoviae Pluralibacter gergoviae
CEA39 Clinica 2.306 Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes
CEA4 Clinica 2.343 Enterobacter aerogenes Enterobacter aerogenes
CEC1 Clinica 2.080 Enterobacter cancerogenu Enterobacter sp.
C381150 Clinica 2.380 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
C44K Clinica 1.856 Klebsiella variicola Klebsiella variicola

Legenda de score para MALDI TOF-MS

2.000 — 3.000: Altamente provavel a identificacé&a@nero e espécie

1.800 — 1.999: Seguro para a identificacdo do géa@rovavel espécie

1.600 — 1.799: Provavel identificag&o de género
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5.2 ERIC-PCR

O tamanho das bandas geradas ap6s a eletroforespratiutos de ERIC-PCR foi
determinado por comparacao direta com um marcaglonassa molecular de 1 kb (Axygen,
Catalogo #M-DNA-1kb / Lot#MD02100601). O gel foi aisado por inspecao visual,
considerando todas as bandas visiveis independerftemato e da intensidade. O perfil de
bandas visiveis, foi convertido para uma matrizaba e foram atribuidos os seguintes
valores: auséncia=0 e presenca=1. O grau de Suofaitkr foi determinado pelo coeficiente de
Dice com tolerancia de 2% e os respectivos dendnogg foram gerados por UPGMA

através do programa Biomerics versao 7 (Appliedhsat

Figura 4 - ERIC-PCR - Dendrograma demonstrando Figura 5 - ERIC-PCR - Dendrograma demonstrando grau

grau de similaridade entre amostraKékbsiellasp. gleurzllint;g?:;frz(l?gc?\zg:e Ecr:;%slfcr)?‘?asgmterobacter SP-;

= g = = = &8 Sy B B B Bl Bownf
' ' ' [1cB101
— |
T | 1cB118
— [ice1os]
P
[ =
KPC732 (iceR188
- _|: |—|CBR?E|
= i )
—l o
| | [icess7
| [icas3
T - [iceses
ICB115
_I—E MARCO
]
{
CEG2
Calculado pelo método UPGMA e coeficiente de Calculado pelo método UPGMA e coeficiente de
Dice com tolerancia de 2%. Dice com tolerancia de 2%.
[] Amostras clinicas B Amostras ambientais [] Amostras clinicas B Amostras ambientais

Apoés a construcdo das arvores filogenéticas podabservar na figura 4, entre as
amostras d&lebsiellasp., a formagédo de quatro grandes grupos. O ponéeiormado pelas
sete amostras clinicas e uma amostra ambiental 1688 KPC-RJ, C26, C42, C183, C4900,
KPC732, ICBR199. O segundo grupo € formado por am@stra clinica (C23) e uma
ambiental (ICBR174). O terceiro é formado somenbe @mostras ambientais: ICB369,
ICB375, ICB477, ICB115, ICB365 e ICBR183. E o ulingrupo é formado por duas
amostras ambientais: ICB572 e ICBR210 e por umastmolinica: C44K.



49

A arvore filogenética da figura 5 é formada por atras identificadas como:
Enterobactersp.; Kosakoniasp. ePluralibacter. E pode-se observar que as amostras de

origem clinica se agrupam entre si, ficando distalais amostras de origem ambiental.

5.3 Ensaio de reducao de Acetileno

A atividade da enzima nitrogenase foi analisada pgttodo de reducdo de acetileno
(ARA) (Pariona-Llanos, et al., 2010) e contagemcétulas viaveis por UFC (Unidades
formadoras de col6nias). Os valores de area obtttasés de cromatografia gasosa, UFC e
curva padréo de etileno foram colocados em equeagéarz de calcular a Atividade Especifica
da Enzima Nitrogenase. Os valores obtidos podemrsemtrados na figura 6.

Através deste experimento, pode-se observar quér@genase estava ativa nas
bactérias de origem ambiental, porém, também figictieda em alguns isolados clinicos. Das
24 cepas ambientais testadas, 21 (87,5%) apreseati@idade da enzima nitrogenase,
enguanto, das 15 linhagens clinicas estudadas?d) (@@monstraram atividade desta enzima.
Todas as linhagens clinicas que possiam a capacidadreduzir acetileno a etileno
pertenciam ao génerdlebsiella Sendo a cepa C44K (clinica — origem veterinacian
maior valor encontrado entre elas. A linhagem anthleque apresentou o maior valor
(ICB484) pertence ao génefmterobacter

A andlise estatistica (Figura 7) comprova que \adatile especifica da Nitrogenase é

maior nos isolados ambientais.
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Figura 6 — Ensaio de Reduc¢édo de Acetileno

ICB 484 | i | | 95,17
ICB 365 45,84
IcB 481 | ' ' 20,40
ICB 118 | : 16,82
ICB 572 16,22
ICB 477 | ' 15,97
ICBR 183 | : 14,33
ICB 565 12,33
ICB 567 | ' 12,01
IcB22 | 9,28
ICB 105 | 8,68
IcB 573 | 8,52
ICB 117 | 6,66
ICB 561 | 6,49
IcB 375 | 6,09
ca4K | 5,36
ICBR 174 E 5,12
c23 4,24
ICBR0O79 Jm= 2,29
ICB101 |= 1,90
ICB369 | 0,86
g ICBR63 | 0,23
g c42 ) 0,23
& icBr210 | 0,09
£ 381150 | 0,00
CEC1 | 0,00
CEA4 | 0,00
CEA39 | 0,00
CEG2 | 0,00
€301903 | 0,00
KPc-RI | 0,00
MARCO | 0,00
kpc732 | 0,00
04900 | 0,00
c183 | 0,00
c26 | 0,00
ICBR199 | 0,00
ICBR188 | 0,00
IcB 115 | 0,00
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00 100,00
Atividade especifica da Nitrogenase (fmol. UFIE!)
m Isolados clinicom Isolados Ambientais
Figura 7 - Andlise Estatistica - Ensaio de redugacetileno
20 - Ensaio de redugio de Acetileno Média — Ambiental = 12,72 / Clinica = 0,70
_ Mediana — Ambiental = 7,59 / Clinica = 0,00
Z Desvio Padrao— Ambiental = 20,20 / Clinica = 1,75
o Erro padrdo — Ambiental = 4,12 / Clinica = 0,47
3 10 ANOVA = 3,366%
% Resultado= Houve diferenca estatistica entre isolados
g ambientais e clinicos
0 I
Ambiental Clinica
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5.4 Deteccao do gene nifH

Todas as linhagens foram submetidas a técnica @& d@@ o iniciador Pol-r / Pol-f
para verificar a presenca do gemiH. Das 24 amostras ambientais, 22 revelaram a grasen
do genenifH. E das 15 amostras clinicas analisadas, 5 possuigenenmifH. As linhagens
gue apresentaram resultado negativo foram subrsedidécnica de PCR com os iniciadores
PP-r / PP-f. Igualmente com estes iniciadores, asi@stras ambientais, ndo amplificaram o
genenifH e das 10 amostras clinicas, uma amplificou (CEC1).r&3slltados podem ser

encontrados no quadro 8.
Quadro 8 — Detecc¢édo do gemiéH

Linhag Génerc Origem Polr e PF-r e PI-
ICB 22 Kosakonia radicincitar Ambienta +
ICB 101 Enterobacter sacche Ambienta +
ICB 105 Enterobacter sacche Ambienta +
ICB 115 Klebsiella sg Ambienta +
ICB 117 Enterobacter sacche Ambienta +
ICB 118 Enterobacter sacche Ambienta +
ICB 365 Klebsiella sg Ambienta +
ICB 369 Klebsiella sg Ambienta +
ICB 375 Klebsiella sg Ambienta +
ICB 477 Klebsiella sg Ambienta +
ICB 481 Enterobacter sj Ambienta - -
ICB 484 Enterobacter sj Ambienta - -
ICB 561 Kosakonia radicincitar Ambienta +
ICB 565 Kosakonia radicincitar Ambienta +
ICB 567 Kosakonia radicincitar Ambienta +
ICB 572 Klebsiella variicol: Ambienta +
ICB 573 Kosakonia radicincitar Ambienta +
ICBR 63 Enterobacter sj Ambienta +
ICBR 79 Kosakonia radicincitar Ambienta +
ICBR 174 Klebsiella variicol: Ambienta +
ICBR 183 Klebsiella variicole Ambienta +
ICBR 188 Enterobacter sj Ambienta +
ICBR 199 Klebsiella sg Ambienta +
ICBR 210 Enterobacter sj Ambienta +
Cc23 Klebsiella pneumoni Clinice +
C26 Klebsiella pneumonit Clinice - -
C183 Klebsiella pneumoni Clinice - -
C42 Klebsiella pneumoni Clinice +
C4900 Klebsiella pneumoni: Clinice - -
KPC732 Klebsiella pneumoni Clinice - -
MARCO Enterobacter sj Clinice +
KPC-RJ Klebsiellapneumonia Clinice +
C301903 Enterobacter sj Clinice - -
CEG2 Pluralibacter gergovia Clinice - -
CEA39 Enterobacter aerogen Clinice - -
CEA4 Enterobacter aerogen Clinice - -
CEC1 Enterobacter sj Clinice - +
C381150 Klebsiella pneumoni Clinice - -
C44K Klebsiella variicole Clinice +




52

5.5 Producgéo de Etileno

A producao de etileno foi detectada em cerca de 88%das as amostras. A maioria
apresentou aumento da quantidade do fitormonie d#4 e 220h. A figura 8 mostra que as
maiores quantidades de etileno foram liberadasspal@ostras ambientais. A analise
estatistica ndo revelou diferencas significativageeamostras ambientais e clinicas na
producdo de etileno (figura 9). A linhagem ambikqize produziu mais etileno (ICB101)
pertence ao génetosakonia enquanto a linhagem clinica que mais produzilKRC732,

que pertence ao géndftebsiella

Figura 8 - Producéao de etileno
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Figura 9 - Analise Estatistica - Producédo de Etilen
60 - Anélise Estatistica - Producdo de Etileno Média — Ambiental = 33,83 / Clinica = 26,60
£ Mediana — Ambiental = 32,24 / Clinica = 18,85
2 40 - Desvio Padrdo — Ambiental = 23,10 / Clinica = 24,60
- E I Erro padrdo — Ambiental = 4,72 / Clinica = 6,35
. I ANOVA = 35,933%
w & 7 ~ . s
S Resultado = Ndo houve diferenca estatistica entre
T
2 0 isolados ambientais e clinicos
Ambiental Clinica
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5.6 Sensibilidade a antibiéticos por difusdo entais Concentracédo Inibitéria Minima

Apbs incubacao das amostras com 0s respectivossdesmn os antibidticos testados,
pode-se verificar a formacao de halos de inibiigaras 10 e 11). Os halos foram medidos e,
de acordo com os dados de uma tabela padrédo, pasatibidticos testados, a cepa foi
considerada sensivel (S), intermediaria (I) ousteste (R). Os valores de referéncia podem
ser encontrados no quadro 9. Os dados da deted@wimagperfil qualitativo de resisténcia a
antibioticos, por meio do método de difusdo emajisnostram a proporcdo de linhagens
ambientais ou clinicas que apresentaram resisté@nsiantibiéticos (figura 12). Os resultados
individuais para cada antibi6tico podem ser enemiuis nos quadros 10 a 13.

Figura 10 - Teste de difusdo em disco Figura 11 - Teste de difusdo em disco
Amostra de origem ambiental ICB369 Amostra de origem clinica C183

As amostras ambientais mostraram-se mais sengueisnze, dos doze antibioticos
testados. Apenas quando expostas ao antibidticoftdiantoina, foram equivalentes (figura
14). Oitenta e sete por cento das amostras clirfimasn resistentes aos antibiéticos:
Cefalotina, Cefotaxima e Acido Nalidixico; o isatadlinico CEG2 ¢é resistente a todos os
antibidticos testados. Os isolados ambientais: KEB1CB117, ICB365, ICB375 e ICB477
foram sensiveis a todos antibidticos.

Todas as amostras ambientais se mostraram senabgiantibioticos: Gentamicina,
Estreptomicina, Cefotaxima, Enrofloxacina, Cotrimapal, Ciprofloxacina e Ceftiofur.
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Figura 10 - Proporgéo de amostras resistenteotiel@s ambientais e clinicos

quando expostos a diferentes antibiéticos

Antibiograma
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Figura 11 - Analise estatistica dos resultadosdisténcia a diferentes antibioticos

10 1 Resisténcia a antibicticos Média — Ambiental = 1,25 / Clinica = 7,60
g I Mediana — Ambiental = 1,00 / Clinica = 8,00
§ Desvio Padrdo — Ambiental = 1,15 / Clinica = 3,33
§ 5 Erro padrdo — Ambiental = 0,24 / Clinica = 0,86
2 ANOVA = 0,00%
2 I Resultado = Houve diferenca estatistica entre
g o . 1 | isolados ambientais e clinicos

Ambiental Clinica
Figura 12 - Analise estatistica. CIM — Nitrofuraintm
30 - CIM - Nitrofurantoina Média — Ambiental = 33,83 / Clinica = 26,60

Mediana — Ambiental = 32,24 / Clinica = 18,85
20 - I Desvio Padrdo — Ambiental = 23,10 / Clinica = 24,60
1 Erro padrdo — Ambiental = 4,72 / Clinica = 6,35
ANOVA =35,933%
Resultado = Ndo houve diferencga estatistica entre
isolados ambientais e clinicos

Concentragdo inibitéria minima
em pg/ml

Ambiental Clinica

resistente (R), de acordo com as orienta¢fes do, €b&io, foram submetidas a avaliagdo da
concentracdo minima inibitéria (CIM) através ddizacdo de fitas E-TEST. (Bolmstrom,
1993). As concentracdes inibitérias minimas paraam®stras de origem clinica foram

maiores que as amostras ambientais. Somente pamtibidtico Nitrofurantoina a CIM foi
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similar as amostras clinicas. Os resultados indaigl do teste de difusdo em disco e
concentracdo inibitéria minima obtidos para cad@bitico podem ser encontrados nos

quadros 10 a 13.

Quadro 9 - Valores de referéncia para o testefdeat em disco.

Antibidtico Sensivel (S) Intermediario (1) Resistente (R)
Gentamicina <12mm 13-14mm > 15mm
Nitrofurantoina <14mm 15-16mm >17mm
Estreptomicina <11mm 12-14mm > 15mm
Tetraciclina <14mm 15-18mm >19mm
Cefalotina <14mm 15-17mm >18mm
Cefotaxima <14mm 15-22mm >23mm
Ertapenem <19mm 20-22mm > 23mm
Acido Nalidixico <13mm 14-18mm >19mm
Enrofloxacina <16mm 17-22mm >23mm
Cotrinoxazol <10mm 11-15mm >16mm
Ciprofloxacina <15mm 16-20mm > 21mm
Ceftiofur <17mm 18-20mm >21mm

*Valores de referéncia obtidos através das norrnasLdé|
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ICB 22 ICB 101 ICB 105 ICB 115 ICB 117 ICB 118 ICB 365 ICB 369 ICB 375 ICB 477 ICB 481 ICB 484
Kosakonia | Enterobacter | Enterobacter| Klebsiella Enterobacter | Enterobacter| Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Enterobacter | Enterobacter
Gentamicina | DD 20mm(S) | DD 20mm(S) DD 20mm(S) DD 20mm(§) DD 20(@n| DD 18mm(S) 20mm (S) 20mm (S) 21mm (S 19mm ($) 18mm (S) 20mm (S)
Nitrofurantoina Dglzﬂm;;’g?) DDcflargfg 0 Dglll\in:;;w’gR) DD 20mm(S)| DD 13mm(S Dgﬁ\in:;%m 22mm (S) Dgi’L'\(A)rgzgR) 21mm(s) | 23mm () Dglﬁ’g“znf‘o(') 21mm (S)
Estreptomicina | DD 19mm(S) | DD 18mm(S DD 18mm(S) DD 15mm(f) DD 18 mn| DD 18mm(S) 18mm (S) 18mm (S) 17mm (S 18mm ($) 18mm (S) 17mm (S)
Tetraciclina DD 25mm(S)| DD 25mm(S) DD 27mm(S) DD 25mm(§) DD 30(8n| DD 30mm(S) 27mm (S) 26mm (S) 25mm (S 23mm ($) 25mm (S) 22mm (S)
Cefalotina | DD 30mm(S)| DD 30mm(S) DD 30mm(S) DD 27mm() DD 30@n| DD 30omm(S)| 20mm(S)| 28mm(S)|  29mm (S 27mm ()20 1 T;;é%) D%lufﬂmlg(m
Cefotaxima DD 40mm(S) | DD 40mm(S DD 40mm(S) DD 35mm(f) DD 40{@n| DD 40mm(S) 38mm (S) 35mm (S) 36mm (S 35mm ($) 35mm (S) 33mm (S)
Ertapenem DD 40mm(S) | DD 40mm(S DD 40mm(S) DD 35mm(f) DD 35 n| DD 39mm(S) 33mm (S) 36mm (S) 31mm (S 35mm ($) 30mm (S) 33mm (S)
N Qﬂ?x?co DD 25mm(S)| DD 28mm(S) DD 30mm(S) DD 25mm(5) DD 24@n| DD 28mm(S)|  25mm (S) 26mm(S)|  25mm (S 26mm (s;)DDCﬁ\‘/‘er’rg O 20mm(s)
Enrofloxacina | DD 40mm(S)| DD 42mm(S) DD 41mm(S) DD 30mm(§) DD 45(8mn| DD 40mm(S) 30mm (S) 40mm (S) 31mm (S 28mm ($) 25mm (S) 32mm (S)
Cotrinoxazol DD 30mm(S) | DD 28mm(S DD 25mm(S) DD 28mm(f) DD 30{@n| DD 25mm(S) 30mm (S) 31mm (S) 31mm (S 30mm ($) 29mm (S) 28mm (S)
Ciprofloxacina | DD 45mm(S) | DD 40mm(S) DD 43mm(S) DD 30mm(5) DD 40@jn| DD 40mm(S) 30mm (S) 35mm (S) 32mm (S 29mm ($) 25mm (S) 32mm (S)
Ceftiofur DD 32mm(S)| DD 34mm(S) DD 33mm(S) DD 27mm(§) DD 388jn| DD 33mm(S) 30mm (S) 30mm (S) 31mm (S 28mm ($) 28mm (S) 27mm (S)

Legenda - DD: Difusédo em Disco e CIM: Concentragataitoria Minima




Quadro 11 - Resultados individuais para sensililbdaantibiéticos em amostras de origem ambigptta)
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ICB 561 ICB 565 ICB 567 ICB 572 ICB 573 ICBR 63 ICBR 79 ICBR 174 ICBR 183 ICBR 188 ICBR 199 ICBR 210
Kosakonia Kosakonia Kosakonia Klebsiella Kosakonia Enterobacter | Kosakonia Klebsiella Klebsiella Enterobacter Klebsiella Enterobacter
Gentamicina 23mm (S) 21mm (S) 21mm (S) 18mm (S) 21mm (S 198)m ( 20mm (S) 20mm (S) 18mm (S) 16mm (S 20mm (S ags)
Nitrofurantoina DD 7mm (R) | DD 8mm (R) | DD 10mm(R) | DD 15mm(l) | DD 8mm (R) | DD 12mm(R) | DD 8mm(R) | DD 8mm (R) | DD 15mm () | DD 10mm(R) | DD 12mm(R) | DD 10mm(R)
CIM 48,0 CIM 64,0 CIM 24,0 CIM 6,0 CIM 32,0 CIM 16,0 CIM 8,0 CIM 2,0 CIM 8,0 CIM 32,0 CIM 16,0 CIM 32,0
Estreptomicina| 19mm (S) 19mm (S) 19mm (S) 17mm (S) 19mm (§ 158)n ( 35mm (S) 15mm (S) 16mm (S) 15mm (S 15mm (S rgs)
Tetraciclina | 31mm (S) 28mm (S) 27mm (S) 23mm (S) 26mm (S 208m (| 25mm (S) 27mm (S) 23mm (S) Dljcﬁa’g’rg M 1C5|r,\‘;|”2‘g) 20mm (S)
Cefalotina | 35mm (S) 27mm (S) 30mm (S) 23mm (S), 20mm (S %EI’MBTgé%) 27mm (S) 28mm (S) 25mm (S) %EI’MBTgé%) %?MGTZ“;é%) 30mm (S)
Cefotaxima 41mm (S) 35mm (S) 38mm (S) 35mm (S) 35mm (S 308 ( 35mm (S) 35mm (S) 35mm (S) 27mm (S 30mm (9 M{s)
Ertapenem | 43mm (S) 40mm (S) 40mm (S) 30mm (S), 40mm (S 308)m ( Dg”\ljg‘(‘)‘g(f) 35mm (S) 35mm (S) 30mm (S) 30mm (S) 40mm (S
\ eﬁg&?co 31mm (S) 29mm (S) 26mm (S) 20mm (S) 30mm (S D%f,\‘}lrgfg(') 25mm (S) 25mm (S) 22mm (S) Dljcﬁa”;’rg(') DDC},\%%(R) 27mm (S)
Enrofloxacina 31mm (S) 40mm (S) 40mm (S) 30mm (S) 40mm (S 308m (| 40mm (S) 40mm (S) 28mm (S) 30mm (S 30mm (9 B%8)
Cotrinoxazol 35mm (S) 34mm (S) 30mm (S) 30mm (S) 38mm (S 228 ( 30mm (S) 30mm (S) 25mm (S) 23mm (S 23mm (9 B186)
Ciprofloxacina | 45mm (S) 38mm (S) 42mm (S) 30mm (S) 40mm (S 23®m (| 40mm (S) 43mm (S) 30mm (S) 33mm (S 30mm (9 BYB)
Ceftiofur 39mm (S) 29mm (S) 33mm (S) 28mm (S) 30mm (S 23®m (| 30mm (S) 30mm (S) 25mm (S) 25mm (S 25mm (9 B386)

Legenda - DD: Difusédo em Disco e CIM: Concentragataitoria Minima



Quadro 12 - Resultados individuais para sensililédaantibidticos em amostrasklebsiellade origem clinica

c23 c26 c183 c42 C4900 KPC732 KPC-RJ C381150 C44K
Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella Klebsiella
Gentamicina | 19mm (S) 19mm (S) 19mm (S) 20mm (S), 19mm (g) PLEMM (R) | DD 14mm (1) | 500, () 20mm (S)
CIM 1,0 CIM 1,0
. p DD 7mm (R) DD 8mm (R) | DD 9mm (R)
Nitrofurantoina| 18mm (S) 19mm (S) 21mm (S) 17mm (S), CIM 48,0 25mm (S) CIM 64,0 CIM 32,0 DD 17mm (S)
- DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 6mm (R) DD 6mm (R) DD 9mm (R)
Estreptomicina CIM 1280 15mm (S) CIM 96,0 CIM 64.0 15mm (S) CIM 16,0 DD 15mm (S) CIM 12,0 DD 16mm (S)
g DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 11mm (R)
Tetraciclina 23mm (S) 22mm (S) 24mm (S) 25mm (S), CIM >256.0 26mm (S) CIM >256.0 CIM >256,0 DD 23mm (S)
. DD 6mm (R) DD 6mm(R) | DD6mm (R) | DD6mm (R) | DD 7mm (R) | DD 6mm (R) | DD 10mm (R)
Cefalotina | '~ \\ysos60 | 25MMES) | CiM>256,0 | CIM>256.0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256.0 | CIM>256,0 | PP 27mm (S)
. DD 11mm(R) DD 12mm(R) | DD9mm (R) | DD émm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R)
Cefotaxima | "\ Sosg0 | 34MM(S) | CiM>256.0 | CIM>256.0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | PP 35mm(S)
DD 13mm(R) | DD 13mm(R) DD 11mm DD 14mm (R)
Ertapenem 28mm (S) 33mm (S) 30mm (S) 29mm (S) CIM 2,0 CIM 8.0 (R) CIM 4,0 CIM 3.0 DD 35mm (S)
Acido DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) DD 20mm (S)
Nalidixico CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM>256,0 | CIM >256,0
- DD 8mm (R) | DD 18mm (l) | DD 12mm(R) | DD 6mm (R) | DD 12mm(R) | DD 8mm (R) | DD 6mm (R) | DD 8mm (R)
Enrofloxacina | ~c\1'15 0 CIM 8,0 CIM 32,0 CIM 32,0 CIM 32,0 CIM 32,0 CIM 32,0 ciM32,0 | PD30mm(S)
. DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 6mm (R)
Cotrinoxazol | “c\1'564.0 28mm(S) | "CiM>640 | CIM>640 | CIM>640 30mm(S) | “cimM>640 | CiM>640 | PP 27mm(S)
. . DD 11mm DD 14mm(R) DD 13mm DD 7mm(R) | DD 7mm (R) | DD 7mm (R) | DD 10mm (R)
Ciprofioxacina | - pycimzo | 21MM(S) CIM160 | (R)CIM320| CIM320 | CIM>2560 | CIM32,0 ciM32,0 | PP 30mm(S)
. DD 6mm (R) DD 12mm(R) | DD9mm (R) | DD 7mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm(R)
Ceftiofur cM>640 | 27MM(S) | "CiM>640 | CIM>640 | CIM>640 | CIM>640 | CIM>640 | CIM>640 | PP 28mm(S)

Legenda - DD: Difusédo em Disco e CIM: Concentragataitoria Minima
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Quadro 13 - Resultados individuais para sensiloikdaantibidticos em amostrasktgerobacter Pluralibacterde origem clinica.

MARCO C301903 CEG2 CEA39 CEA4 CEC1
Enterobacter | Enterobacter | Pluralibacter | Enterobacter | Enterobacter | Enterobacter
. DD 8mm (R) DD 6mm(R) a
Gentamicina CIM 0,50 DD 20mm (S) CIM 16.0 DD 18mm (S)| DD 18mm (S) DD 15mm (S
. P DD 6mm (R) | DD 15mm (1) | DD 8mm (R) | DD 6mm (R) | DD 7mm (R)
Nitrofurantoina| ¢\ g CIM 24,0 CIM 16,0 CIM 32,0 cim32,0 | PP20mm(S)
- DD 13mm (1) DD 6mm(R) a
Estreptomicina CIM 6.0 DD 18mm (S) CIM 128.0 DD 15mm (S)| DD 15mm (S DD 15mm (§
- DD 11mm DD 13mm DD 8mm (R) DD 13mm
Tetraciclina (R)CIM2.0 | (R) CIM 16,0 CIM 16,0 (R) CIM 8,0 DD 20mm (S)| DD 20mm (S
Cefalotina | 2P 6mm(R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R)
CIM >256,0 CIM >256,0 CIM >256,0 CIM >256,0 CIM >256,0 CIM >256,0
. DD6mm (R) | DD 7mm (R) | DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 6mm (R)
Cefotaxima | ~\'So560 | cM1280 | ciM>256,0 | PP 31MM )| cim>256,0 | CIM >256,0
DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R) DD 12mm
Ertapenem cmoso | PPMM ) “oimazo CIM 0,50 CIM32,0 | (R)CIM8,0
Acido DD 15mm DD 15mm (l) | DD 6mm (R) | DD 18mm (l) | DD 6mm (R) | DD 6mm (R)
Nalidixico (R)CIM 2,0 CIM 16,0 CIM >256,0 CiM 8,0 CIM >256,0 CIM >256,0
h DD 6mm (R) DD 6mm (R)
Enrofloxacina | DD 30mm (S)| DD 25mm (S CIM 32,0 DD 28mm (S) CIM 32,0 DD 23mm (S)
. DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 6mm (R)
Cotrinoxazol | DD 20mm (S)| DD 24mm (S CIM >64.,0 DD 22mm (S) CIM >64.0 CIM >64.0
. . DD 7mm (R) DD 6mm (R)
Ciprofloxacina | DD 23mm (S)| DD 28mm (S CIM 32,0 DD 30mm (S) CIM 32,0 DD 30mm (S)
DD 11mm
. DD 6mm (R) DD 6mm (R) DD 6mm (R) | DD 6mm (R)
Ceftiofur cim>ea0 | (RS ciM>64,0 | PP2MM )| “civ>e40 | CIM>64,0

Legenda - DD: Difusédo em Disco e CIM: Concentragataitoria Minima
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5.7 Transformacdo e teste de estabilidade de pliiemi

Os resultados obtidos para o teste de difusdo ego dias duas linhagens ambientais

selvagens e transformadas, podem ser encontradpsadoo 14.

Quadro 14 - Transformacao e teste de estabilidasi@kdsmidios

. Linhagem de . Linhagem de
Linhagem de Linhagem de )
L Enterobacter . Klebsiella
Antibidtico Enterobacter Klebsiellaselvagem
selvagem ICB117 transformada ICB 375 fransformada
g ICB117+Plasmidio ICB375+Plasmidio
Gentamicina
(Aminoglicosideo 20mm (S) 20mm () 21mm (S) 20mm (S)
Cefalotina
(B-Lactamico 12g.) 30mm (S) 25mm (S) 29mm (S) 30mm (S)
Nitrofurantoina
(Nitrofurano) 13mm () 13mm (S) 21mm (S) 19mm (S)
Acido Nalidixico
(Quinolona) 29mm (S) 29mm (S) 25mm (S) 25mm (S)
Ciprofloxacina
(Quinolona) 40mm (S) 40mm (S) 32mm (S) 32mm (S)
Tetraciclina
(Tetraciclina 30mm (S) 28mm (S) 25mm (S) 25mm (S)
Enrofloxacina
(Quinolona) 45mm (S) 40mm (S) 31mm (S) 31mm (S)
Ceftiofur
(B-Lactamico 32g.) 38mm (S) 35mm (S) 31mm (S) 29mm (S)
Ertapenem
(Carbapémico) 35mm (S) 35mm (S) 31mm (S) 34mm (S)
Cotrinoxazol
(Sulfa) 30mm (S) 25mm (S) 31mm (S) 30mm (S)
Estreptomicina
(Aminoglicosideo) 18mm (S) 18mm (S) 17mm (S) 17mm (S)
Cefotaxima
((B-Lactamico 3%g.) 40mm (S) 40mm (S) 36mm (S) 37mm (S)

Legenda: (S) Sensivel

Tanto para a linhagem denterobacterou Klebsiellan&o houve alteragbes significativas
no perfil de resisténcia. Para todos os antibiéttestados, as linhagens permaneceram sensiveis.

Porém, pode-se observar que ha uma diminuichomantao do halo de inibicdo para os
antibiéticos Gentamicina, Cefalotina, Nitrofuram@j Tetraciclina, Enrofloxacina, Ceftiofur e

Cotrimoxazol.
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5.8 Solubilizacdo de Fosfato inorganico

Todas as linhagens foram avaliadas quanto a sialaffio de fosfato inorganico em meio
sélido Ca(PQy),. A formacdo de um halo incolor em torno das darfoi tomada como
resultado positivo (figura 15).

Oitenta por cento de todas as amostras foram capkzeolubilizar fosfatos inorgéanicos.
Nao houve diferenca na solubilizacdo quanto a origembiental ou clinica) neste aspecto.
Porém, em relacdo aos géneros estudados, todamhageins do géner&nterobactere
Pluralibacterproduziram acidos orgéanicos capazes de solubiifasfato inorganico.

Os resultados de cada amostra podem ser verificamgaadro 15.

Figura 13 - Solubilizacéo de fostato inorganiconeoatra de origem clinica CEG2

5.9 Determinacéo da atividade de endoglicanasectinsese.

Todas as linhagens foram avaliadas quanto a prodde&endoglicanase e pectinase. A
formacdo de um halo amarelo em torno das coldniasriada como resultado positivo (figuras
16-19).

Um isolado ambiental ICBR 21Klebsiellg e um clinico CEG2Rluralibacter) foram
capazes de produzir endoglicanase. Trinta e trésgmio das amostras ambientais e 46% das
amostras clinicas produziram pectinase. Os residtadlividuais obtidos nestes experimentos
podem ser encontrados no quadro 15.
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Figura 16 - Atividade pectinolitica - Figura 17 - Atividade pectinolitica -
Controle: Amostra:

1 - Controle positivo; 2, 3 - vazio; 1-ICB477 (+); 2-1CB481 (-);

4 - Controle negativo 3 -1CB484 (-); 4 — 1ICB561 (-).

Figura 18 - Atividade CMC - Figura 19 - Atividade CMC -
Controle: Amostra:

1 - Controle positivo; 2, 3 - vazio; 1-CEG2 (+); 2 - CEC1 (-);
4 - Controle negativo 3 — CEA4 (-); 4 — C381150 ().

Como controle positivo dos dois experimentos fdizaida a cepaXanthomonas citre
como controle negativo uma amostra utilizada etmatheos anteriores (ICB117) e ja conhecida

como ndo produtora de pectinase e CMC.
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5.10 Atividade hemolitica

Todas as linhagens foram submetidas a uma avalidgdatividade hemolitica. As
amostras que formaram um halo em torno da col@manf classificadas como “Produtoras de
hemolisina tipoa” ou “Produtoras de hemolisina tig8#, conforme exemplo mostrado nas
figuras 20 e 21.

Figura 20 — Controle hemdlise Figura 21 — Control@ hemdlise Figura 22 - Amostra Clinica C23

O controleStreptococcus salivariuapresentou o perfil de hemdlise tipo(Figura ). O
controle Streptococcus pyogenapresentou perfil de hemolise tipgFigura ).
Todas as amostras (Clinicas e Ambientais) foramssifleadas como “Produtoras de

hemolisina tipax” (figura 22).

5.11 Producéo de AIA

A figura 23 mostra a quantidade de AIA liberadovitro. Oitenta e trés por cento das
amostras ambientais foram capazes de produzireeafibeste fitormonio, enquanto todas as
amostras clinicas o fizeram.

As amostras ambientais que tiveram resultado negafio da espéci&nterobacter

sacchari Em relacdo aos géneros estudados, a Edpalibacter gergoviaefoi a melhor
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produtora, enquanto as cepas clinicas do géheterobacteiproduziram uma menor quantidade

deste fitormonio.

Figura 14 - Producédo de AlIA
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Apébs analise estatistica (figura 24) , pode-sdiearique nao ha diferenca significativa na

producéo de AIA em isolados ambientais ou clinicos.

Figura 15 - Andlise estatistica - Producao de AIA

30 - Producdo de AIA Média — Ambiental = 19,30 / Clinica = 24,33
:[ Mediana — Ambiental = 18,35 / Clinica = 28,03
— 20 - I Desvio Padrdo — Ambiental = 12,32 / Clinica = 16,58
£ Erro padrdo — Ambiental = 1,90 / Clinica = 3,03
E ANOVA = 14,380%
:_t? 10 1 Resultado = N3o houve diferenca estatistica entre
= 0 isolados ambientais e clinicos
Ambiental Clinica

Os valores individuais para cada isolado paractitcomparacao podem ser encontrados

no quadro 15.




Quadro 15 - Determinagédo da atividade enzimatica
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Solubilizagéo

Pectinase

Linhagem Género Origem de Fosfato II_Endo- pH | pH | Hemolisina [A/IA]I.l
inorgénico glicanase 50| 7,0 Hgim
ICB 22 Kosakonia | Ambiental + - - - tipa 14.173
ICB 101 | Enterobacter| Ambiental + - - - tipoa 0
ICB 105 | Enterobacter| Ambiental + - - - tipoa 0
ICB 115 Klebsiella | Ambiental + - + + tipoa, 39.139
ICB 117 | Enterobacter| Ambiental + - - - tipoa 0
ICB 118 | Enterobacter| Ambiental + - - - tipoa 0
ICB 365 Klebsiella | Ambiental + - + + tipoa, 36.432
ICB 369 Klebsiella | Ambiental + - + - tipoa 21.114
ICB 375 Klebsiella | Ambiental + - + + tipoa 30.764
ICB 477 Klebsiella | Ambiental + - + + tipoa, 24.122
ICB 481 | Enterobacter| Ambiental + - - - tipoa 1.482
ICB 484 | Enterobacter| Ambiental + - - - tipoa 24.289
ICB 561 Kosakonia | Ambiental - - - - tipoa 2.471
ICB 565 Kosakonia | Ambiental + - - - tipoa 14.956
ICB 567 Kosakonia | Ambiental + - - tipoa 8.893
ICB 572 Klebsiella | Ambiental - - + + tipoa 36.629
ICB 573 Kosakonia | Ambiental + - - - tipoa 21.046
ICBR 63 Klebsiella | Ambiental - - - - tipoa 36.356
ICBR 79 Kosakonia | Ambiental + - - - tipoa 6.318
ICBR 174 Klebsiella | Ambiental - - + - tipoa 24.292
ICBR 183 Klebsiella | Ambiental - - + + tipoa 18.095
ICBR 188 Klebsiella | Ambiental + - - - tipoa 5.934
ICBR 199 Klebsiella | Ambiental + - - - tipoa 27.766
ICBR 210 Klebsiella | Ambiental + + - - tipoa 14.441
C23 Klebsiella Clinica + - + + tipoa 35.069
C26 Klebsiella Clinica - - + + tipoa 33.177
C183 Klebsiella Clinica + - + + tipoa 31.227
C42 Klebsiella Clinica + - + + tipoa 31.193
C4900 Klebsiella Clinica - - + + tipoa 21.813
KPC732 Klebsiella Clinica + - + + tipoa 26.098
MARCO | Enterobacter| Clinica + - - - tipoa 6.032
KPC-RJ Klebsiella Clinica + - + + tipoa 43.775
C301903 | Enterobacter| Clinica + - - - tipoa 11.327
CEG2 Pluralibacter | Clinica + + - - tipoa 58.005
CEA39 Enterobacter| Clinica + - - - tipoa 2.982
CEA4 Enterobacter| Clinica + - - - tipoa 2.892
CEC1 Enterobacter| Clinica + - - - tipoa 4.220
C381150 Klebsiella Clinica - - - - tipoa 21.384
C44K Klebsiella Clinica + - - - tipoa 35.746
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6 DISCUSSAO

6.1 ldentificacdo bacteriana

Intervencdes clinicas dependem diretamente daifidagéo rapida e precisa de patdégenos
bacterianos, tornando esse, um objetivo fundamaatalicrobiologia clinica (Tang et al., 1998).
A identificacdo de agentes patdgenos diretamenteulfieras de sangue por MALDI TOF-MS
pode ser uma ferramenta valiosa para melhorar tantemto de pacientes que sofrem de
septicemia e bacteremia (Jung et al., 2014).

A melhor precisédo da identificacdo de amostrasebactas através deste metodo, depende
principalmente da variedade de perfis contidos aocb de dados. Neste trabalho, todas as
amostras de origem clinica, identificadas por MAOF-MS apresentaram resultados iguais
aos obtidos por analise filogenética (100% coréegcindicando que ha um grande potencial
nesta metodologia para casos de interesse clifNooentanto, tal método ndo apresentou
resultados similares para as amostras ambientdsn@o 75% de correlagdo com os resultados
obtidos por analise filogenética. Este fato estdacienado diretamente com o banco de dados
deste equipamento, pois a maior parte dos peffigagios para identificacdo sdo provenientes de
amostras de origem clinica. O fato de apenas peggas amostras terem sido identificadas pelo
MALDI TOF-MS, sugere que outros métodos devem siBrados quando houver a necessidade
de uma identificacdo bacteriana mais precisa.

O sequenciamento do gerl6S que compde parte da subunidade 30S do RNA
ribossémico, € um método amplamente utilizado jpdeatificar géneros bacterianos isolados
dos mais diversos ambientes. Este gene se martegergado durante a evolucdo sendo, por
isso, utilizado para identificacdo taxondmica (Zhanal., 2008). No entanto, a classificagdo em
funcdo de um Unico marcador filogenético, em paldic 0 gene dd6SrRNA, ndo € muito
confidvel para espécies da familia Enterobacteamcem particular, no géneEnterobacter
pois 0 género em si, ainda ndo esta totalmentaidefi portanto, com o objetivo de se obter
maior precisdo, foi realizado o sequenciamento dés rdois genes, obtendo-se, assim, uma
identificacdo mais confiavel (Mollet et al., 199Bara tanto, foram utilizados dois genes
“housekeeping’rpoB e gapAOs genes “housekeeping” controlam processos essempera a
manutencdo da célula (Foss et al., 1998; Schmitigakrajsek, 2000). O genpoB codifica a
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sub-unidade beta da RNA polimerase e a utilizaghsedjuencias deste geéoedescrita para a
identificacdo de membros da familia Enterobactedac(Mollet et al., 19970 genegapA
codifica a subunidade A da enzima gliceraldeidosfdto desidrogenase, que cataliza a
transformacdo do gliceraldeido-3-fosfato a 1,3dsi&iglicerato e é essencial para as vias de
degradacao de acucares ou sintese de glicose @eyadl, 2008).

As sequéncias dos trés genes obtidas, mostramasgohaidles com sequéncias ja
depositadas, confirmando o alinhamento obtido masrés filogenéticas quando comparadas
com linhagens tipo. Os percentuais de similaridedearam de 98 a 100% e as analises
permitiram a classificacdo das bactérias estudaesie trabalho em quatro génerdkebsiella
EnterobacterKosakoniae Pluralibacter.

O génercKlebsiellaé o grupo com maior niumero de isolados, sendo@igem clinica e
8 de origem ambiental. Em contraste com muitasasuiactérias patogénic&s, pneumoniae
onipresente na natureza e varios estudos descralesde a década de 70, que isolados de
origem ambiental sdo quase idénticos aos clinioague diz respeito a propriedades fenotipicas
(Matsen et al., 1974; Podschun, 1990; Podschuny SE#91; Podschun, Ullmann, 1996; Seidler
et al., 1975).

O géneroEnterobacteré o segundo maior grupo, com 9 isolados ambiestéissolados
clinicos. A identificacdo fenotipica dEnterobacter especialmente dos que pertencem ao
"complexoE. cloaca€", € dificil e, geralmente incerta (Kampfer et 2008).

Seis amostras ambientais foram classificadas coenternrentes ao génekKosakonia
Brady et al. (2013) cita que espécies deste gémeaem ser encontradas a partir de amostras
clinicas e ambientais, incluindo solo e arvoregnAlisso, algumas espécies podem promover o
crescimento vegetal através da fixacéo biologicaitlegénio.

Um isolado de origem clinica foi classificado coPlaralibacter gergoviaeEste género
foi recentemente reclassificado, pois, anterioregydrtencia ao géneienterobacter porém,
devido a caracteristicas fenotipicas e moleculémésgalocado em um novo grupo (Brady et al.,
2013).

Aparentemente, 0os quatro géneros se caracterizansy#o versatilidade, podendo se
adaptar e adquirir caracteristicas que permitemrestlbelecimento em ambientes variados. Esta
capacidade de adaptacdo é dependentes da aquisig@nes novos, 0 que permite entender

porque a caracterizacao fenotipica ndo é confiavel.
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Em relagéo as técnicas utilizadfssgerprinting por ERIC-PCR é uma técnica que permite
detectar rearranjos cromossomais causados pormiesmaoveis, enquanto o MLST analisa sete
geneshousekeepingsendo assim mais apropriado para estabelecgefilas e epidemiologias
em larga escala. Perfis gendmicos detectados pt€-PRR podem ter diferentes “sequence
typing” por MLST (Vimont et al., 2008). Um exemplilsso esta na linhagem KPC-RJ, que, no
teste de clonalidade pelo método ERIC-PCR, foi idenada clone da cepa C381150, porém sua
analise pelo método MLST néo confirmou essa infgdnamas, demonstrou que esta amostra é

mais préxima da cepa C4900.

6.2 Fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN)

Quanto a caracterizacdo das bactérias em relagéanmcao de crescimento vegetal, foi
avaliado o potencial para fixacdo de &dmosférico inicialmente pela capacidade de amestio
dos microrganismos em meio de cultura livre deogé&nio combinado (Kuss et al., 2007) e,
posteriormente, pela atividade de reducéo de anet{Pariona-Llanos et al., 2010). O ensaio de
reducdo de acetileno (ARA) é um método amplametilteado por causa de sua simplicidade e
baixo custo. Sua grande limitagdo se da ao fatotiiear o acetileno como substrato, e ndo o
substrato natural (i além disso n&o revela se esse nitrogénio pades@porado pela planta
(Boddey, 1987; Boddey, 1995). Sabe-se que existgatra tipos de nitrogenases: a classica
Molibdo-nitrogenase (Mo-Nase), a Vanadio-nitrogen@éNase) a Ferro-nitrogenase (Fe-Nase)
e a ainda pouco estudada nitrogenase super-OxEndente (sdn) (Dilworth, 2004; Gadkari,
2004). A Fe-Nase e a Va-Nase tém menor afinidatteguetileno (Hales et al., 2004) enquanto
a sdn nao reduz esse substrato.

O genenifH codifica a sub-unidade Fe-proteina que faz pasteaimplexo nitrogenase
(Teixeira, 1997). Este gene, presente na maior&a ldectérias diazotréficas, apresenta uma
sequéncia de bases bastante conservada, que psuaitdilizacdo nos estudos de diversidade
destas bactérias (Poly et al., 2001). Wang e®81 3) transferiram os geneg de Azotobacter
para uma linhagem d& coli e concluiram que, dos 20 gemgs somente 9 sdo necessarios para
sintetizar uma nitrogenase ativa.

Neste trabalho, todos os isolados Kiesakonia radicincitansapresentaram atividade da

enzima nitrogenase e amplificaram o gaiikl, confirmando que ha interacdo de bactérias deste
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grupo com plantas promovendo a promocdo de crestimesgetal, conforme descrito por
(Kampfer et al., 2005).

Todos os isolados do génekdebsiella que tiveram atividade da nitrogenase também
amplificaram o genenifH com os “primers” utilizados, entretanto, duas digéns de
Enterobacterforam consideradas positivas para a atividadatdagenase mas nao amplificaram
o genenifH com nenhum dos dois pares de “primers”. Estetadnlindica que ha a necessidade
de buscar “primers” especificos para o género agtudOs “primers” utilizados neste trabalho
foram originalmente descritos por Poly et al. (Q0baseados nas sequénciasAdetobacter
vinelandii Por exemplo, enkKlebsiella oxytocaos vinte genesif estdo localizados proximos
uns dos outros, em uniusterde aproximadamente 24 kb, enquantoAsrotobacter vinelandii
os genesiif estdo distribuidos em daitustersno genoma (Arnold et al., 1988; Setubal et al.,
2009). Esta alteracdo da posicdo do gemieao genoma pode confirmar a necessidade de se
obter “primers” especificos para o género estudado.

Um resultado ndo esperado neste trabalho foi a&eeidcdo da atividade da nitrogenase e
a presenca do gendfH em amostras de origem clinica. Na literatura, ndioeficontrado
nenhum outro trabalho que estudasse a fixacao tog@nio em bactérias de origem clinica.
Entretanto, a hipotese de que estas linhagengwigeaum mesmo ancestral comum e que ainda

possuem 0s genes necessarios para a expressaora pitrogenase, pode ser considerada.

6.3 Producéo de Etileno

O etileno foi produzido por 36 das 39 bactériasudzdas (92%). As concentracdes
variaram entre 6,77 e 97,6§mol.mI*. Os génerosEnterobactere Klebsiella de origem
ambiental foram previamente descritos como proéstde etileno (Ferrara, 2010; Fukuda et al.,
1993).

O fitormobnio etileno possui varias funcbes nos taigee a presenca de bactérias
produtoras poderia contribuir de diversas formapeddendo de sua localizacdo e estagio de
desenvolvimento da planta. Em determinadas plast@®o a cana-de-agucar, os efeitos do
etileno sdo importantes por causarem diminuicd@aldogamento celular e crescimento lateral
das células que promovem aumento do conteudo dmr@sl Em cana-de-acucar o elevado

acumulo de sacarose valoriza sua cultura. A preselas bactérias que produzem etileno
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endofiticamente também poderia contribuir paragulegdo do crescimento vegetal e aumento
da concentracdo de acucar num processo que atualéngmuzido por produtos industrializados
chamado maturagéo (Li, Solomon, 2003). O etilefionéional na planta em concentracdes de
até 4,4ng.I'", menores que as encontradas neste trabalho. &ntreaqui, devido as condicdes
experimentais, o etileno acumulou-se no frasco weaie, produzido por uma populacdo
possivelmente diferente daquela que ha na plaéterailetindo o que ocoria vivo. Na planta,
caso este fosse produzido, seria dispersado Eeioos.

Por outro lado, néo foi possivel saber quais asosfgue traria o etileno para humanos ou
animais. Nao foram encontrados na literatura deslise a relacdo entre o etileno e a

patogenicidade.

6.4 Sensibilidade a antibidticos e Concentracgabitaria Minima (CIM)

No inicio da era da antibioticoterapia, embora texri®, a resisténcia a antibidticos em
bactérias causadoras de infeccbes humanas era paapeente. A expansdo do problema
coincidiu com a introducdo e ampla utilizagdo d@meros antimicrobianos novos, a partir da
década de 1960 (Tavares, 1996).

Sabe-se que para prescrever um antimicrobianaligpensavel determinar, a principio, se
a bactéria isolada é sensivel ou resistente. Alskaagde dos microrganismos a acédo das drogas
antimicrobianas pode ser determinadaitro.

Através da pressao seletiva, as bactérias criar@mios mecanismos bioquimicos de
resisténcia, tais como: inativacdo da droga poinea alteracdo da permeabilidade bacteriana a
droga; alteracdo de sistema de transporte na pédticada ativa da droga do meio intracelular;
alteracdo do receptor da droga; modificacdo dersstmetabdlico ativo para a droga e sintese
de vias metabdlicas alternativas (Murray et al999

Neste trabalho, foi verificado que as amostra®rigem clinica diferem das amostras
ambientais em relacéo a resisténcia a um grandenolde antibidticos de classes diferentes,
assim como na concentragao inibitéria minima (Ci®)mo exemplo, pode-se observar que o0s
valores obtidos para CIM do antibiotico Cefalots@ significantemente maiores nas amostras

de origem clinicas, sugerindo que a aquisicdo dengdios de resisténcia a este antibiotico é
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rapida e eficaz. As amostras ambientais isoladagiztsfera de cana-de-agucar também
apresentaram valores altos de resisténcia a dgtétoo.

A Amostra clinicaPluralibacter gergoviadoi resistente a todos antibioticos testados. Na
literatura; Stock e Wiedemann (2002) ja haviam rggglo que esta espécie apresenta resisténcia
natural ao antibidtico Cefoxitima, e que expressabaixos niveis um@-lactamase mais ou
menos especifica para este antimicrobiano. Tambénegortada a atividade em baixo nivel de
uma AmpCp-Lactamase em trés linhagens desta espécie (Ritaut 1997).

Em relagdo as amostras ambientais, houve resiatéraito dos doze antibiéticos testados,
enguanto nas amostras de origem clinica, houveté&asia a todos os antibiéticos, porém,
somente para a Nitrofurantoina, houve resultadowa&gntes entre cepas de ambas origens.

Os nitrofuranos foram muito utilizados em bovinsginos e aves como componentes do
tratamento de infeccbes gastrointestinais, causaplelss enterobacteriagscherichia
coli e Salmonella Estas substancias também eram utilizadas coomgores de crescimento
destes animais podendo ser utilizada por admig&brantravenosa e também adicionada
diretamente na racdo (Wang et al., 2006). Em 18%omissédo Européia proibiu a utilizacdo de
nitrofuranos em animais, tendo reforcado e resttimginda mais em 2003 (Vastal., 2008).
Este resultado demonstra a importancia no congroéstricdo da utilizagdo deste antibiético em
campo, tendo em vista que, atualmente, é utilizzZichumanos para tratamento de infeccbes
urinarias (Comissao de controle de infeccdo hdspita CCIH). Este trabalho sugere que os
resultados aqui obtidos estdo relacionados comtibi@itoterapia passada e que 0S genes
capazes de conferir resisténcia permanecem e g#essrs N0Ss microrganismos, demonstrando

gue sdo necessarias as devidas precaucdes no astibititicos.

6.5 Transformacdao e estabilidade dos plasmidios

Com a finalidade de verificar se os isolados anthisnem contato com isolados clinicos
seriam capazes de receber plasmidios de resisi@&raitimicrobianos, foi realizado o teste de
estabilidade dos plasmidios através da transformm&garesultado obtido, apos o teste de
susceptibilidade a antimicrobianos, ndo eviden@otransferéncia e expressao de genes de

resisténcia para as linhagens selvagens, entretpade-se observar uma diminuicdo no halo de
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inibicdo para alguns antibioticos. Para trabalhasirbs, a repeticdo deste experimento por
conjugacao, pode ser relevante.

6.6 Solubilizacao de fosfato inorgéanico

O fosforo € um elemento essencial para todos a=s sgvos. Na natureza, grandes
porcdes de fosfato inorganico ficam livres no so@s ndo podem ser prontamente utilizados.
(Nautiyai, 1999). Os microrganismos desempenhanpajmel central no ciclo natural do fésforo,
liberando acidos orgéanicos, responsaveis pela diehgiio mineral de fosfatos (Rodriguez,
Fraga, 1999).

Neste trabalho, 76% dos isolados ambientais e @¥¥4e origem clinica foram capazes
de solubilizar fosfatos, sugerindo que esta caratitsa seja comum a estes géneros bacterianos.
A solubilizacdo de fosfato inorgéanico deve-se adpgdo de acidos organicos e inorganicos
pelas bactérias. Algumas espécies dos gémhia®bium, Pseudomonas e Bacilestdo entre
0s microrganismos mais eficientes em solubilizafdtos (Rodriguez, Fraga, 1999).

Ferramentas moleculares tém sido utilizadas pareerdender a base genética da
solubilizacdo de fosfato, caracteristica fenotigioaferida pelo geneps (mineral phosphate
solubilization). Bactérias gram-negativas que possuem a capacidadsolubilizar fosfato de
calcio ou rocha apresentam este fenotipgpy. Recentemente, mostrou-se que este gene,
expresso poErwinia herbicolae Pseudomonas cepacesstd associado com a producdo de
acidos organicos, como por exemplo, o acido gladngue é responsavel pela dissolu¢do do
fosfato de célcio (Babu-Khan et al., 1995). No stdando se pode esperar que a solubilizagéo
de fosfato seja expressa por um Unico gene e tamsef@acomum a todos 0s microrganismos
solubilizadores (Narloch, 2002). Os dados aquisgrados mostram que ha uma equivaléncia
entre as amostras clinicas e ambientais na liberdgdacidos. E interessante que, sendo
enterobactérias, todos os isolados aqui estud@dofesnentadores (fermentacdo acido mista) e
nem todos solubilizaram fosfatos o que indica diee $8o os produtos acidos da fermentacéo os
responsaveis pela dissolucdo de fosfato.
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6.7 Pectinase e carboximetilcelulase

As enzimas sdo compostos bioativos que regulammelgualteracdes quimicas em
organismos vivos. Celulases e pectinases sdo reppeEin pela hidrélise de polimeros
componentes dos vegetais. A parede das plantasteopsncipalmente de celulose, enquanto
gue a lamela média é formada por pectina. A enzecinase pode degradar substancias
pécticas e é sintetizada por microrganismos e gdasuiperiores (Fogarty et al., 1990). Baseado
no pH 6timo para a atividade enzimatica, as pestpmalem ser classificadas em enzimas acidas
ou alcalinas. Pectinas alcalinas, sdo predominaadierproduzidas por bactérias, e ja foram
encontradas enBacillus spp.,Erwinia spp.,Klebsiellaspp.Yersiniaspp. ePseudomonaspp.
(Yuan et al., 2011). Neste trabalho, 33% das am®stmbientais e 16% das amostras clinicas
produziram pectinase, entretanto, em relacao ateyge estudados, somente amostras do género
Klebsiellaproduziram pectinase.

Celulose é o polissacarideo mais abundante da deorgrincipal constituinte da parede
celular das plantas (Recouvreux et al., 2005). Epatimero linear de unidades de glicose,
unidas entre si por ligagBes glicosidicgsl,4. A celulose é insoluvel e, portanto, seu
aproveitamento depende de sua degradacdo em ma®nelulose tem uma estrutura
compacta e sua hidrélise exige um sistema complexenzimas celuloliticas, que podem ser
nomeadas de endoglicanases (carboximetilcelulasade-1,48-glicanase) ou exoglicanases
(exo-1,48-glicanase @ —glicosidase) (Arantes, Saddler, 2010; Wood, 19898)endoglicanases
sao responsaveis pela rapida solubilizacao do pabiceluldsico, devido a sua fragmentacdo em
oligossacarideos (Lynd et al., 2002). Neste trahadlbbmente um isolado ambiental do género
Klebsiellae um isolado clinico do géneduralibacter produziram endoglicanase.

Este resultado indica que a producdo de celulaspscgnases ndo € exclusiva para
isolados ambientais, e também néo caracterizaaciciule de invasdo no hospedeiro vegetal. A
producdo de pectinases e celulases por organinmBsasicos ou fitopatogénicos ja havia sido
descrita anteriormente, entretanto, estudos daup&mddestas enzimas em cepas de origem
clinica ndo foram encontrados.
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6.8 Atividade hemolitica

No presente estudo, o teste de hemdlise de saegeagmnkiran vitro foi empregado para a
avaliacdo da atividade hemolitiem todas as linhagens de origem ambiental e clinica

Todas as amostras apresentaram o mesmo perfilndelisma, sendo classificadas como
produtoras de hemolisina do tipoO termoa-hemolisina foi introduzido por Smith (1963) para
hemolisinas que podem ser obtidas livres da cdalderiana em culturas liquidas filtradas.
Outra hemolisina, denominaflehemolisina ndo pode ser separada de células iaaaer(Short,
Kurtz, 1971; Smith, 1963). Cepas bacterianas podemdescritas como-hemoliticas, 3-
hemoliticas ou ambas (Smith, 1963).

Albesa et al(1985) relataram espécies Héebsiellacomo produtoras de hemolisinas, o
gue reforca os resultados obtidos. O primeiro oette cepas d&nterobacterprodutoras de
hemolisina foi descrito por Prada e Beutin (19%1producdo dei-hemolisina enk. coli (Su et
al., 2013) também foi descrita, 0 que sugere aatie material genético entre bactérias da
familia Enterobacteriaceae.

Em relacdo as bactérias de origem clinica, pornsepatdgenos oportunistas, é
particularmente dificil identificar fatores de J#&ocia nesses microrganismos (Kéthe et al.,
2003; Rahme et al., 1995). Neste trabalho, osteetad demonstram que a atividade hemolitica
ndo é um fator determinante de patogenicidadep thatctérias ambientais quanto clinicas
causaram um tipo de lesdo ao sangue. No entatda;a@acteristica é absolutamente dispensavel
para os microrganismos ambientais. Outro dadoretipeito aos dados obtidos para o tipo de
hemolise: todas, clinicas e ambientais apresenthmmdlise do tipa, que ndo caracteriza as
bactérias como indicadoras de patogenicidade. Eanbaja sugestbes de que bactérias
hemoliticas possam ser tOxicas para as celulasodpelleiro, as infeccdes extra-intestinais

podem ocorrer também por microrganismos nao heouadi{Cavalieri et al1984).

6.9 Producéo de acido-indol-3-acético (AlA)

Este fitormbnio € essencial para os vegetais, e dstar presente em todas as plantas, sem

excecdo (Taiz, Zieger, 2002). Acredita-se que estacteristica, quando presente em bactérias,

tenha sido adquirida ao longo do tempo, a partsudes associacdes com plantas, provavelmente
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por transferéncia de genes do vegetal para o mgamsmo. Em bactérias, foram encontradas
duas vias de sintese principais presentes na graad®gia dos isolados, a da indol-acetamida
(IAM) e a do acido indol-piravico (IPA); ambas pass o triptofano como precursor.

A via de producéo do AIA pode ser importante pateninar o efeito de uma bactéria
na planta. Manulis et al. (1991) verificaram qupasefitopatogénicas e n&o-fitopatogénicas de
Erwinia herbicolasintetizam AIA através da via do acido indol picov No entanto, apenas a
estirpe patogénica, que induz a formacdo de noderodocais ferida enGypsophilag pode
produzir AlA via indoleacetamida. Se esta Ultima @iinactivada, entdo a viruléncia é reduzida.
Para trabalhos futuros, o estudo da via de proddg&slA, pode ser realizado para a elaboracéo
da hipdtese do efeito do AIA em hospedeiros animais

Neste trabalho, tanto linhagens de origem ambientanto de origem clinica foram
capazes de produzir e liberar AlA vitro. Dentre os géneros estudadB#jralibacter foi o
melhor produtor, com 58.005 pg/fiseguido deKlebsiella com a média de valores, 28.000
pg/mft, Kosakoniacom a média 11.000 ug/thk Enterobactercom a média de valores, 4.800
pg/mr,

N&o foi encontrada na literatura o efeito do AIA patogenicidade em humanos ou
animais, entretanto, este estudo foi realizadotro, e seu resultado pode néo refletir a atividade

destes microrganimos quando preseimasvo.

7 CONCLUSOES
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v O sequenciamento dos genes “housekeepir@fS e rpoB confirmou a identificacéo
obtida através do MALDI TOF-MS somente para asdgéns de origem clinica;

v andlise de perfis alélicos e ST's por MLST #iebsiellademonstraram a formacéo de
dois grupos distintos. E além disso, mostrou alaiidade de um isolado clinico (C44K) com os
ambientais, assim como a similaridade de um iscdadloiental (ICBR199) com os clinicos;

v o teste de clonalidade por ERIC-PCR também formmpas distintos e confirmou a
similaridade obtida através do MLST nos dois isotacitados acima;

v os isolados ambientais sdo mais sensiveis aosiditis testados em relacdo aos
isolados clinicos, exceto para o antibiotico Nitrahtoina;

v isolados ambientais apresentaram maiores valorefxdgdo de N em relacdo aos
isolados clinicos;

v ensaios de producado de etileno, AlA, solubilizagéofosfato inorganico, producéo de
pectinase, celulase e hemolisina ndo foram digtiatipara isolados de origem ambiental ou

clinica.
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