UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
MESTRADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Chromobacterium violaceum: CARACTERIZACAO
CULTURAL, BIOQUIMICA, MOLECULAR E DETECGAO DA
PRODUGCAO DE POLIHIDROXIALCANOATO - PHA

ADRIANA ALMEIDA ANTUNES

RECIFE
2006



ADRIANA ALMEIDA ANTUNES

Chromobacterium violaceum: CARACTERIZACAO
CULTURAL, BIOQUIMICA, MOLECULAR E DETECGAO DA
PRODUGCAO DE POLIHIDROXIALCANOATO - PHA

Dissertacao apresentada ao Programa
de Pos-graduagdo em  Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de
Pernambuco, nivel Mestrado, como
parte dos requisitos, para obtencao do
titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas.

Area: Microbiologia Aplicada

ORIENTADORA: Profa. Dra. GALBA MARIA DE CAMPOS TAKAKI

RECIFE
FEVEREIRO/2006



Antunes, Adriana Almeida
Chromobacterium violaceum : caracterizacao
cultural, bioquimica, molecular e detecgio da
producao de polihidroxialcanoato-PHA / Adriana
Almeida Antunes. — Recife : O Autor, 2006.
78 folhas : il., fig., tab.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de
Pernambuco. CCB. Ciéncias Biolégicas, 2006.

Inclui bibliografia e anexos.

1. Ciéncias biolégicas — Microbiologia aplicada. 2.
Chromobacterium violaceum - Identificacdo e
caracterizagdo cultural - Testes bioquimicos e
moleculares . 3. Produgdo de polihidroxialcanoato-
PHA - Polimero biodegradavel — Detecg3o. I. Titulo.

579.6 CDU (2.ed.) UFPE
579.3 CDD (22.ed.) BC2006-136



Chromobacterium violaceum: CARACTERIZAGAO CULTURAL,
BIOQUIMICA, MOLECULAR E DETECGAO DA PRODUGAO DE
POLIHIDROXIALCANOATO - PHA

Adriana Almeida Antunes

Orientador:

:'-:';jIE"cT({«‘_ La{e’i;, P ’_'(r:-d.:é(n—;? {—g':.f'-_-'-‘/‘ £
Prof®. Dr* Galba Maria de Campos Takaki
Universidade Catodlica de Pernambuco (UNICAP), Recife, PE

Examinadores:
— i [ .-

Prof®. Dr* Rosa Valéria da Silva Amorim
Universidade Federal da Paraiba (UFPB)

f).l |.»: "'L.L - |' (.. g o |_]{ "‘ -~ [ Ik: A ,.I:—-\L
Prof®. Dr* Maria Aparecida de Resende

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG

Suplentes: e E
ouchadt—
|
Prof®. Dr? Vania de éouza Andrade
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), Maceio, AL

NI ot

Prof®. Dr* Maria Auxiliadora de Queiroz Cavalcanti

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, PE

RECIFE
2006



Aos meus pais, Marcelo e Maria
Thereza Antunes pelo amor,
compreenséo incentivo e por todas as
oportunidades que contribuiram para o
meu crescimento pessoal e

profissional.



Aos meus avos Levy e Engracia (in
memorian) pela compreensao, apoio e
amor incondicional aos netos, pela
simplicidade, alegria de viver e dogura

no modo de tratar.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a Deus, que me deu forcas e me fez cumprir mais
uma etapa da minha vida académica.

A coordenadora e vice-coordenadora do Programa de Pés-Graduagéo
em Ciéncias Biologicas, Profa. Dra. Suely Lins Galdino e Profa. Dra. Maria
Tereza Correia, aos professores do curso e funcionarios em especial, Adenilda
Eugénia de Lima e Liane Salomé de Lima Santos pelo carinho.

Aos meus irmaos, Tathyana e Guilherme Antunes e a todos os meus
familiares, pela compreensao e carinho.

A minha orientadora Profa. Dra. Galba Maria de Campos Takaki, pelo
profissionalismo, apoio, paciéncia e carinho dedicados.

Ao Pe. Theodoro Paulo Severino Peters, Reitor da Universidade Catdlica
de Pernambuco (UNICAP), pela utilizagdo de toda a infra-estrutura do Nucleo
de Pesquisas em Ciéncias Ambientais para a realizagao deste trabalho.

Aos amigos Maria Luiza Bastos da Silva, Dr. Ricardo Keniji Shiosaki,
MSc. Stella Maris Castro Gimenez, Marta Cristina, Raquel Rufino, Thaiza
Stamford, Juliana Luna, Norma Evangelista, Patricia Mendes, Petrusk Homero,
Marcos Moraes, Marcos Lima, Vladimir Vidal, Maria do Carmo Catanho,
Adriana Xavier e a todos os estagiarios pelo carinho e amizade.

A secretaria do NPCIAMB Sénia Maria de Souza e aos técnicos de
laboratorio Severino Humberto de Almeida e Salatiel Joaquim dos Santos pela
colaboracéo.

Aos meus amigos, que sempre estiveram comigo e me apoiaram.

Um agradecimento especial a Denis Carvalho de Sousa, as familias
Carvalho e Sousa, aos meus alunos, e a minha grande amiga Danielle de
Oliveira, pelos momentos de dedicagao.

Ao CNPq, a FACEPE e FINEP, pelo suporte financeiro para a realizagao

deste trabalho.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

1.0 INTRODUCAO

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Chromobacterium violaceum: historico

2.2 Caracteristicas de Chromobacterium violaceum

2.3 Producgéo de pigmento por Chromobacterium violaceum

2.4 Chromobacterium violaceum: patogenicidade

2.5 Producgéo de polihidroxialcanoato (PHA)

2.5.1 Polihidroxialcanoatos: histoérico

2.5.2 Polihidroxialcanoatos: consideragdes gerais

2.5.3 Polihidroxialcanoatos: classificagdo e constituigado quimica
2.5.4 Sintese de polihidroxialcanoatos

2.5.5 Perspectivas futuras para utilizacao de polihidroxialcanoatos
3.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

4.0 OBJETIVOS

4.1 Geral

4.2 Especificos

5.0 ARTIGO

5.1 Aspectos fenotipicos e moleculares de linhagens de
Chromobacterium violaceum e detecgdo da producdao de
polihidroxialcanoato - PHA

5.2 RESUMO

5.3 ABSTRACT

5.4 INTRODUCAO

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Procedimentos Experimentais

Vii

Xi
Xii
13
14
14
15
16
19
20
20
21
23
25
27
29
40
40
40
41

42

43
44
45
47
52



5.5.2 Microrganismos

5.5.3 Caracterizagdo morfoldgica e bioquimica
5.5.4 Caracterizagdo molecular

5.5.4.1 Extracdo do DNA

5.5.4.2 Reacbes de amplificacao

5.5.4.3 Analise Filogenética

5.5.4.4 Grau de similaridade

5.5.5 Producéao de polihidroxialcanoato

5.5.5.1 Selecao das linhagens produtoras de PHA
5.5.5.2 Caracterizacado da produgao de PHA
6.0 REFERENCIAS

7.0 CONCLUSOES

8.0 ANEXOS

52
53
54
54
54
95
95
56
56
56
57
74
75



Antunes, A.A. Chromobacterium violaceum: caracterizagao cultural, bioquimica, molecular.....

LISTA DE FIGURAS

Chromobacterium violaceum: Caracterizagao cultural, bioquimica, molecular

e deteccao de polihidroxialcanoato-PHA

Figura 1 a e b — Aspectos do crescimento e micrografia 16

eletronica de Chromobacterium violaceum

Figura 2 — Estrutura quimica da violaceina 17
Figura 3 — Lesbes (perna/mao) causadas por Chromobacterium 19
violaceum

Figura 4 — Formula geral dos poliésteres de acidos 24

hidroxialcanodicos

Figura 5 — Rotas metabdlicas para a produgédo de PHA 26

Artigo

Aspectos fenotipicos e moleculares de linhagens de Chromobacterium
violaceum e detec¢ao da producao de polihidroxialcanoato - PHA

Figura 1 — Dendograma construido pelo coeficiente de Jaccard 65
representando o grau de similaridade entre isolados de
Chromobacterium violaceum, baseado nas respostas dos testes
bioquimicos realizados

Figura 2 — Dendograma construido pelo coeficiente de Jaccard 67
representando o grau de similaridade pela susceptibilidade das

treze linhagens de Chromobacterium violaceum frente aos
antimicrobianos

Figura 3 — Polimorfismo de RAPD detectados em treze isolados 69

vii



Antunes, A.A. Chromobacterium violaceum: caracterizagao cultural, bioquimica, molecular.....

de Chromobacterium violaceum amplificados com o primer
OPAA-06

Figura 4 — Polimorfismo de RAPD detectados em treze isolados 70
de Chromobacterium violaceum amplificados com o primer OPT-

13

Figura 5 — Dendograma construido pelo coeficiente de Jaccard 71
representando o grau de similaridade entre isolados de
Chromobacterium violaceum baseado em DNA amplificado por

APD e no padrao de bandas amplificadas

Figura 6 — Produgdo de polihidroxialcanoato em diferentes 72
concentragdes de Nilo blue por linhagens de Chromobacterium
violaceum

Figura 7 - Produgdo de polihidroxialcanoato em diferentes 73
concentragbes de verde malaquita por linhagens de

Chromobacterium violaceum

viii



Antunes, A.A. Chromobacterium violaceum: caracterizagao cultural, bioquimica, molecular.....

LISTA DE TABELAS

Chromobacterium violaceum: Caracterizagao cultural, bioquimica, molecular

e deteccao de polihidroxialcanoato-PHA

Tabela 1 - Efeito do custo do substrato sobre a produgdo e o

rendimento do PHB 22

Tabela 2 - Microrganismos, Substratos e Co-polimeros na

producao de Polihidroxialcanoato-PHA. 23
Artigo

Aspectos fenotipicos e moleculares de linhagens de Chromobacterium

violaceum e deteccgao da producao de polihidroxialcanoato - PHA

Tabela 1 — Isolados de Chromobacterium violaceum depositados na
colecdo de culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias 62
Ambientais da UNICAP/PE

Tabela 2 — Crescimento das treze linhagens de Chromobacterium
violaceum em diferentes meios de cultura 63
Tabela 3 — Resultado dos testes bioquimicos realizados em treze
linhagens de Chromobacterium violaceum 64
Tabela 4 — Resultado do antibiograma realizado para treze
linhagens de Chromobacterium violaceum 66
Tabela 5 — Iniciadores aleatorios selecionados para amplificagao de

DNA de Chromobacterium violaceum através da reacdo em cadeia 68
da polimerase (RAPD/PCR)

X



Antunes, A.A. Chromobacterium violaceum: caracterizagéo cultural, bioquimica, molecular

LISTA DE ABREVIATURAS

MCT — Ministério da Ciéncia e Tecnologia
CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
C. violaceum — Chromobacterium violaceum
PHAs — Polihidroxialcanoatos

PHB — Polihidroxibutirato

PMHB - Polihidroximetilbutirato

PHV — Polihidroxivalerato

PMHYV - Polihidroximetilvalerato

HHx — Hidroxihexandico

HHp — Hidroxiheptandico

HASCL — Short Chain Length

HAMCL — Medium Chain Length

HALCL — Long Chain Length

A. eutrophus — Alcaligenes eutrophus

COA — Coenzima A

PET — Tereftalato de etileno

LB — Luria Bertani

MH — Mueller Hinton

MC — Mac Conkey

BHI — Brain Heart Infusion

TSI — Trypic sugar iron

TSB — Trypic soy broth

UPGMA — Unweighted Pair Group with Arithmetic Mean

NTSYS — pc — Numerical Taxonomy and Multivariate System, versao 2.0

UFC — Unidades Formadoras de Colbnia



Antunes, A.A. Chromobacterium violaceum: caracterizagao cultural, bioquimica, molecular.....

RESUMO

Estudos foram realizados com treze linhagens de Chromobacterium violaceum
avaliando as caracteristicas bioquimicas, a variabilidade genética e a produgao de
polihidroxialcanoato. Os isolados demonstraram maior crescimento no meio Luria
Bertani, suplementado com glicose. Todos os isolados foram negativos para os
testes de uréia, manitol, lactose e indol, e positivos para frutose, lisina, sacarose,
glicose, catalase, gelatinase, motilidade e oxidase. Todas as linhagens
demonstraram resisténcia aos antimicrobianos ampicilina e cefalotina. Observou-
se ainda, resisténcia para gentamicina e amicacina (UCP 1035-Ceara) e para
imipenen, cloranfenicol e amicacina (UCP 1489-Pernambuco), evidenciando
caracteristicas fenotipicas distintas entre as treze linhagens. A variabilidade
genética das linhagens de C. violaceum foi avaliada pelo indice de similaridade de
Jaccard, utilizando-se o método UPGMA nas analises de agrupamento. Os
indices de similaridade variaram de 0,17 a 0,35 para onze isolados, enquanto
que, os isolados UCP 1462 e UCP 1463 apresentaram 100% de similaridade. O
perfil de RAPD foi caracteristico para cada linhagem, permitindo a formagéo de
dois grupos indicando a variabilidade genética dos isolados analisados. A
deteccao da producdo de polihidroxialcanoato foi realizada utilizando os corantes
Nilo blue e verde malaquita, destacando-se a linhagem de C. violaceum UCP

1467, como maior produtora do biopolimero.

Palavras chave: Chromobacterium violaceum, caracterizagdo bioquimica, RAPD,

producao de polihidroxialcanoato, similaridade.

xi



Antunes, A.A. Chromobacterium violaceum: caracterizagao cultural, bioquimica, molecular.....

Abstract

Studies were carried out with thirteen strains of Chromobacterium violaceum
evaluating the biochemical characteristics, the genetic variability and the
polyhydroxyalkanoate production. The isolates had demonstrated to greater
growth on the Luria Bertani medium, supplemented with glucose. All the isolates
had been negative for the urea tests, manitol, lactose and indol, and positive for
fructose, lysine, sucrose, glucose, catalase, gelatinase, motility and oxidase. All
the strains were demonstrated resistance to ampicillin and cephalotin. It was still
observed, resistance for gentamicin and amicacin (UCP 1035-Ceara), and for
imipenen, chloramphenicol and amicacin (UCP 1489-Pernambuco), evidencing
phenotypic characteristics between the thirteen strains. The genetic variability of
C. violaceum strains was evaluated by the index of Jaccard similarity, using
UPGMA method in the grouping analyses. The similarity indices had varied of 0.17
the 0.35 for eleven isolated ones, while that, isolated the UCP 1462 and UCP
1463 had presented 100% of similarity. The RAPD profile was characteristic for
each strain, allowing to the formation of two analyzed groups indicating the genetic
variability of the isolates. The detention of the polyhydroxyalkanoate production
was carried out using the Nile blue and green malachite dyes, being distinguished

strain of C. violaceum UCP 1467, as higher biopolymer producer.

Key words: Chromobacterium violaceum; biochemical characterization; RAPD;

similarity; Polyhydroxyalkanoate production.
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1. INTRODUCAO

Chromobacterium violaceum, descrita pela primeira vez por Boisbaudran
em, 1882, € um importante microrganismo do ambiente, escolhido pelo Ministério
da Ciéncia e Tecnologia (MCT) e Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPQq), como modelo para ser o primeiro microrganismo
a ter seu genoma completamente sequenciado, através de consércio de
laboratérios de ambito nacional (VASCONCELOS et al., 2003).

Segundo Yu et al., (1999), C. violaceum foi provavelmente isolado no
passado, mas ndo foi reconhecido como patogénico (SCHATTENBERG &
HARRIS, 1941; SNEATH et al., 1953).

De acordo com as pesquisas realizadas por Creczynski-Pasa & Antdnio
(2004), C. violaceum nao é considerada uma bactéria exigente. Em condi¢ao
aerobia, € capaz de crescer em meios com carboidratos simples, como a glicose,
frutose, galactose e ribose, utilizando as vias de Embden-Meyerhoff, ciclos de
Krebs e do glioxilato. Em condigdes de anaerobiose, a bactéria metaboliza
glicose, produzindo acidos acético e férmico, mas ndo produz acido latico ou
etanol. C. violaceum é capaz, ainda, de utilizar aminoacidos e lipidios como
suplementos energéticos (CRECZYNSKI-PASA & ANTONIO, 2004).

A literatura considera C. violaceum como uma bactéria com caracteristicas
raras entre os microrganismos ja descritos. Apresenta a expressdo da enzima
elastase (ZINN et al., 2001), como também grande potencial na produgdo de
polihidroxialcanoatos (PHAs), polimeros organicos com caracteristicas fisico-
quimicas muito semelhantes aos plasticos derivados da industria petroquimica -
propileno e polietileno, representando uma excelente alternativa como substitutos
destes plasticos (RAMOS-COMERZANA, MONTEOLITA-SANCHEZ, 2000).

Neste sentido, estudos foram realizados caracterizando treze linhagens de
C. violaceum, isoladas de diferentes localidades, através de técnicas bioquimicas,
moleculares, estabelecendo o grau de similaridade entre as linhagens, além da

detecgdo da produgédo de polihidroxialcanoato (PHA).

13
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Chromobacterium violaceum : histoérico

Chromobacterium violaceum foi descrita pela primeira vez no século XIX
por Boisbaudran em 1882, evidenciando a formacdo de uma coloragdo violeta
sobre um preparado a base de arroz, que o autor atribuiu a um “pequeno
organismo” (BOISBAUDRAN, 1882). Esta observagao foi realizada em 1867, 15
anos antes do artigo ser publicado. Mais tarde, De Moss definiu o “pequeno
organismo” e o pigmento descrito por Boisbaudran, como sendo provavelmente
Chromobacterium violaceum e a violaceina, respectivamente, devido ao espectro
de absorgao de luz visivel registrado pelo préprio Boisbaudran (DEMOSS, 1967).
De forma independente, em 1880, Bergonzini fez uma descoberta acidental,
enquanto trabalhava com solugdes de ovoalbumina na Universidade Modena na
Italia. Ele havia preparado, em margco de 1880, muitas solugcbes de albumina de
ovo para estudar o mecanismo de retardamento da putrefacdo, e neste
experimento, ele esqueceu de descartar uma das solugcbes que servia de
controle, sendo esquecido em laboratério, com posterior aparecimento de um
filme fantastico. O pesquisador italiano reduziu o volume por evaporagao e obteve
uma solugcao de um fino filme muito denso de cor violeta. No inicio, se pensava
ser a Cromococcus violaceus, que era a unica bactéria conhecida que
apresentava coloragao violeta, mas, percebeu que se tratava de outra bactéria.
Apds alguns experimentos, Bergonzini a denominou de Cromobacterium
violaceum, e publicou sua descoberta “sobre uma nova bactéria colorida”
(BERGONZINI, 1881). Em seguida, Zimmerman corrigiu a ortografia de
Cromobacterium dado por Bergonzini para Chromobacterium violaceum,
adicionando o h ao nome (BUCHANAN, 1918; ZIMMERMAN, 1881; BALOWS et
al., 1991). Entretanto, por um longo periodo a Chromobacterium violaceum era
chamada de Baccilus violaceus (TOBIE, 1934). Hoje, o género, descrito por
Sneath, € encontrado no Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey’'s (HOLT
& FRIEG, 1984).

14
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No Brasil, a Chromobacterium violaceum so6 foi relatada quase um século
depois. Em abril de 1976, na frente da estagédo de tratamento de agua da cidade
de Manaus (Amazonas) foi recolhida uma amostra de agua proveniente de uma
profundidade de 30 metros. O objetivo era realizar uma analise bacterioldgica, e
os resultados indicaram a existéncia de apenas dois tipos diferentes de colénias
bacterianas: colbnias brancas e violetas. As violetas foram identificadas pelo
Professor Wilson Chagas de Araujo, do Instituto de Microbiologia da UFRJ, como
sendo a C. violaceum, sendo esta a primeira vez que se isolou e se estudou esse
microrganismo no Brasil (CALDAS, 1977; CALDAS et al., 1978). A violaceina foi
considerada como um pigmento protetor da irradiagdo solar para a bactéria, por
sugestado do Professor Caldas, do Instituto de Biofisica, UFRJ, originando assim,
uma série de estudos, que evidenciaram o potencial fototerapéutico dessa
substancia (DURAN & FALJONI-ALARIO, 1980; CALDAS, 1990; DURAN, 1990).

Em 2000, a bactéria Chromobacterium violaceum, foi escolhida pelo
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) para ser o primeiro microrganismo a ter
0 seu genoma completamente sequenciado, devido ao seu potencial
biotecnoldgico. A sequéncia completa do seu genoma foi finalizada e publicada
em 2002 (BRAZILIAN GENOMA PROJECT CONSORTIUM, 2003)

2.2 Caracteristicas de Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é um microrganismo de vida livre que se
apresenta sob a forma de bastonete ou coco-bacilo pequeno (0,6-9,0um x 1,5-
3,0um), Gram-negativo, mével (com um unico flagelo polar e a média de 1 a 4
flagelos de posicéo lateral ou subpolar), ndo esporulado, aerébio ou anaerobio
facultativo, que pertence a familia Neisseriaceae. As colbnias sdo de cor violeta,
convexas, planas (embora variantes possam ser irregulares e ndo-pigmentadas) e

nao gelatinosas (Figura 1).

15



Figura 1 a Figura1b

Figura 1 a - Aspectos do crescimento de Chromobacterum violaceum (GASTON,
2004) e figura 1 b — Micrografia eletrébnica de Chromobacterium violaceum

www.unb.br/acsweb/imagens/bactérial.jpg

Em caldo nutriente forma um anel violeta com uma delicada pelicula na superficie
(KONEMAN et al., 1994, 2001; JAWETZ et al., 1998; TRABULSI et al., 1999).

2.3 Producgao de pigmento por Chromobacterium violaceum

A violaceina € o principal pigmento produzido por esta bactéria, C.
violaceum. As linhagens podem ser pigmentadas e n&do-pigmentadas, ainda que
as nao pigmentadas sejam raras. Contudo, os primeiros casos de infecgéo por C.
violaceum reportados na Korea registraram o contato de individuos com linhagens
nao pigmentadas (TRABULSI et al., 1999; LEE et al., 1999).

O pigmento, violaceina, é insoluvel em &agua (YU et al, 1999), e é
constituido por trés unidades estruturais: 5-hidroxiindol, 2-pirrolidona e 2-oxoindol
(BROMBERG & DURAN, 2001) (Figura 2).

16
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Figura 2. Estrutura quimica da violaceina (DURAN et al., 2001)

Suspeitas sobre a acao antibiética da violaceina foram levantadas a partir
da observagao da microfauna do Rio Negro, na Amazénia, onde a C. violaceum
esta presente em grande quantidade. Boa parte dos pequenos animais em suas
aguas, sao dizimados em virtude do poder antibiético da violaceina. Diante da
baixa disponibilidade de alimentos, os cardumes desaparecem e tornam inviaveis
as atividades pesqueiras da populacao ribeirinha. Nao é por outra razdo que o rio
ficou conhecido internacionalmente como "hungry river" (rio da fome)
(http://inventabrasilnet.t5.com.br/chagas.htm).

A biomassa do Rio Negro chega a ser 200 vezes menor que a do Rio
Amazonas. A C. violaceum nao é encontrada exclusivamente na regidao do Rio
Negro, como é costume imaginar. Ela se difunde amplamente por todo o mundo
tropical e ndo apenas em ambientes aquaticos (algumas amostras ja foram
isoladas em solo). Além de violaceina, a C. violaceum produz também um
peptideo substancia formada pela unido de dois ou mais aminoacidos, como as
proteinas e certos hormoénios, que revelou expressiva atividade antitumoral em
testes feitos com camundongos (SHIRATA et al., 2000).

Segundo Caldas (1990), o pigmento tem sido introduzido como composto
terapéutico para fins dermatologicos. A violaceina também apresenta atividade
antimicrobiana contra importantes patégenos tropicais, como Mycobacterium
tuberculosis (SOUZA & DURAN, 1999), Trypanosoma cruzi (KONEMAN, 1994;
DURAN, 1994; RETTORI, 2000; DESSAUX et al., 2004) e Leishmania sp. (LEON
et al., 2001), possuindo ainda outras atividades como bactericida (LICHSTEIN et
al., 1945; DURAN, 1983, DURAN, 1990) antiviral (DE AZEVEDO et al., 2000 e
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DURAN et al., 2001) e anticancerigena (UEDA et al., 1994; MELO & DURAN,
2000; DIAS JR. et al., 2002).

A violaceina (contendo 10% de desoxiviviolaceina) apresentou atividade
antiviral, protegendo células Hela de infec¢gdes do virus Herpes simples e Pdélio
(RETTORI, 2000). Mais recentemente, modificagbes da violaceina (por inclusdo
com beta-ciclodextrinas) aumentaram a solubilidade desta, que resultaram em
atividades antiulcerogénica e antioxidante desses derivados (DE AZEVEDO et al.,
2000).

A producdo desse pigmento é induzida especificamente pela N-hexanoil
homoserina lactona (HHLs) (BLOSSER & GRAY, 2000), que tem sido descrita
como regulador genético em varias bactérias Gram-negativas, em um sistema
que se denomina quorum sensing. Estudos com mutantes que ndo produzem
violaceina provaram que o “quorum sensing” € um mecanismo regulatorio génico
comum na maioria das bactérias gram-negativas (DURAN et al., 2001). Pesquisas
recentes confirmam a importancia de varios outros metabdlitos. Alguns deles sao
de grande interesse bioldgico e médico, como os potenciadores de antibidticos
beta-lactamicos glicopeptideos, o SQ28,504 e SQ28,546, antibidticos como o
aerocianidin, aerocavin e o 3,6-diidroxiindoxazeno (também chamado y-TO678H,
ou 6-hidroxi-3-oxo-1,2-benzisoxazol), monobactama SB-26.180, um antitumoral
depsipeptideo, FR901228, o antibidtico antitumoral WB968, e o inibidor de
carboxipeptidase, o arfamenine B. De acordo com Sandor et al.,, 2000, o
FR901228 é um novo inibidor da deacetilase de histona com estrutura diferente
de outros mais conhecidos, como tricostatina e trapoxina. Este composto mostra-
se com grande potencial terapéutico quando comparado a tricostatina, um inibidor
especifico de acetilagao de histonas, tendo sido descrito como um agente seletivo
contra leucemia crénica das células linfociticas em ensaios clinicos (DURAN et
al., 2001).

C. violaceum produz outros metabdlitos secundarios como algumas
enzimas de grande interesse biotecnolégico, como é o caso da enzima que
catalisa a sintese de gama-ciano-alfa-aminobutirico e tiocianato, triptofano
hidroxilase, beta-lactamase serina hidroximetil transferase, glicina liase, beta-
ciano-alanina sintetase, L-triptofano-2’, 3’-oxidase, indol oxigenase, quitinase e
citosina deaminase (DURAN et al., 2001).
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2.4 Chromobacterium violaceum: patogenicidade

O potencial patogénico desta bactéria foi descrito pela primeira vez em
1905 por Wooley, quando a mesma foi identificada como responsavel pela morte
de bufalos por septicemia, nas Filipinas (WOOLEY, 1905). Posteriormente,
verificou-se que C. violaceum poderia causar infec¢gdes em outros animais, como
porcos, macacos, ovelhas e caes (Tl et al., 1993; CHONG & LAM, 1997; DURAN
et al.,, 2001; CHATTOPADHYAY et al., 2002).

Ocasionalmente, Chromobacterium violaceum pode atuar como um
patdgeno oportunista em homens e animais e causar septicemia fatal de lesdes
na pele com abscessos no figado e no pulméo (MARTINEZ et al., 2000) (Figura
3). Outros relatos também associados a C. violaceum sdo a granulomatose
cronica, a adenite, como complicagdo de granulomatose crbnica, a osteomielite, a
celulite periorbital e a infecgdo ocular. Todos os casos citados até agora foram
produzidos por bactérias pigmentadas, mas ha também casos de infecgbes
originados por formas nao pigmentadas (MILLER et al., 1988), sugerindo que a
patogenicidade associada a essa bactéria parece ser independente da presenca

de violaceina.

Figura 3. Lesbes (perna/ mao) causadas por Chromobacterium violaceum

www.med.cmu.ac.th/.../ sensitivity plate.jpg

Segundo Trabulsi et al., (1999), casos descritos ocorreram em regides

tropicais e subtropicais, em geral relacionados ao contato recreacional em lagos e
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rios. Apos o ferimento, onde ocorre a penetragado do agente, ha um longo periodo
de laténcia, até que manifestagcdes do tipo septicemia ou abscesso hepatico se
manifestem.

A maioria dos pacientes com a infeccdo causada por C. violaceum, tem a
pele como porta de entrada, para organismos encontrados em agua e solos
contaminados, contudo, & possivel ser infectado também por via oral (PONTE,
1992).

Infeccdo causada diretamente por C. violaceum nao é comum; quando isso
ocorre, usualmente ha relato de uma clara histéria de exposicdo a agua,
principalmente, exposi¢cdes a pogas formadas por agua de chuva (BLACK, 1938),
picadas de insetos (KAUFMAN et al.,, 1986; PETRILLO et al., 1984), em
mergulhos em aguas contaminadas (MACHER et al., 1982).

Um grande alerta deve ser criado sobre esta infec¢do, principalmente entre
os pediatras e cirurgides-pediatras, uma vez que as criangas se infectam com
mais freqUéncia que os adultos, necessitando de uma terapia agressiva para
salvar estes pacientes (CHATTOPADHYAY, 2002).

2.5 Producao de Polihidroxialcanoatos (PHA)

2.5.1 Polihidroxialcanoatos : historico

O primeiro PHA descoberto foi o poli (3-D-hidroxibutirato) (PHB), um
homopolimero que foi detectado em Bacillus megaterium no ano de 1925.
Posteriormente, foram encontradas inclusdes de PHA em uma grande variedade
de espécies bacterianas (DOI, 1990; STEINBUCHEL, 1991; DAWES, 1993;
SUDESH, 2000).

Mesmo apoOs algumas décadas de sua descoberta o PHB representava
apenas uma curiosidade académica. Apenas em 1962 foram publicadas as
primeiras patentes sobre producdo de PHB, e nelas foi citado pela primeira vez
que este polimero possui propriedades termoplasticas (BAPTIST, 1962).

Durante algumas décadas o acido 3-hidroxibutirico (3HB) permaneceu
como o unico constituinte de PHAs conhecido. Em 1972, a partir de analises da

composicao do lodo ativado, identificou-se a presenca de um material soluvel em
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alcool a quente, que continha o 3HB, mas que possuia uma estrutura diferente do
PHB. Esse material possuia ponto de fusdo entre 100 e 105°C, enquanto o PHB
fundia a 169-170°C (WALLEN, 1972). Posteriormente, verificou-se que esse
material era composto, além das unidades 3HB, pelo acido 3-hidroxivalérico
(3HV) e por pequenas quantidades dos acidos 3-hidroxihexandico (3HHx) e 3-
hidroxiheptanoico (3HHp) (WALLEN, 1974).

2.5.2 Polihidroxialcanoatos: consideracoes gerais

Os biomateriais sdo produtos sintetizados e catabolisados por diferentes
microrganismos e utilizados em diversas aplicagdes biotecnoldgicas
(STEINBUCHEL et al., 1998; ANGELOVA & HUNKELER, 1999; ZINN et al., 2001;
WILIAMS et al., 2002).

Os plasticos biodegradaveis tém recebido muita atencdo devido aos
problemas ambientais causados pela acumulagado de dejetos ndo degradaveis.
Polihidroxialcanoatos (PHAs) apresentam-se como granulos acumulados
intracelularmente por varios microrganismos, como polimeros de armazenamento,
e podem chegar a representar mais de 80% do seu peso seco celular ((KIM et
al.,1994), funcionando como fonte de carbono e energia, considerados fortes
candidatos substituintes dos plasticos derivados do petroleo (ANDERSON &
DAWES et al.,, 1990; DOI et al.,, 1990; POIRIER et al., 1995; LEE, 1996;
STEINBUCHEL &VALENTIN, 1999). O nuimero de granulos por célula depende
de cada espécie e segundo Byrom (1994) é observado em torno de 8 a 13
granulos por célula em Alcaligenes eutrophus. Os microrganismos que acumulam
PHA sao facilmente identificados por coloragdo com Sudan black ou Nilo blue
(OSTLE & HOLT, 1982)

Os plasticos biodegradaveis s&o polimeros lineares de (R) - 3-hidroxiacidos
nos quais um grupo carboxila de um monémero forma grupo tipo éster com o
grupo hidroxila do monémero seguinte e que se degradam completamente por
ataque microbiano em curto espago de tempo, sob condi¢gdes apropriadas do
meio ambiente. Dentre os biopolimeros em desenvolvimento estdo os poli-
hidroxialcanoatos (PHAs). Além da vantagem em serem biodegradaveis, ainda

apresentam outras importantes caracteristicas como serem biocompativeis,
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serem produzidos a partir agucares e acidos graxos e por apresentar
propriedades termoplasticas, fisicas e mecanicas semelhantes as do
polipropileno, polimero derivado do petréleo (MADISON & HUISMAN, 1999;
SUDESH & DOI, 2000). Muitos produtos derivados dos plasticos de origem
petroquimica podem ser produzidos e de baixo custo. De acordo com a literatura,
0 maior custo com a produgdao de PHA é o do substrato (YAMANE, 1992;
YAMANE, 1993). Consequentemente, o preco do substrato tem uma grande
influéncia no custo da producédo de PHA. O resultado dos custos dos substratos
estdo resumidos na tabela 1) (LEE, 1996b; MADISON & HUISMAN, 1999). O
substrato mais barato custa $ 0,22 kg ' de PHA comparado ao custo do
polipropileno de 0,185 kg ' (KOTHUIS & SCHELLEMAN, 1998).

Tabela 1. Efeito do custo do substrato sobre a produgao e o rendimento do PHB

Custo do
1 Producao (g
Substrato Preco (US $ kg™') substrato (US kg-
PHB/g substrato)

1 PHB)
Glicose 0,493 0,38 1,35
Sacarose 0,295 0,40 0,72
Metanol 0,180 0,43 0,42
Acido acético 0,595 0,38 1,56
Etanol 0,502 0,50 1,00
Melacgo da cana 0,220 0,42 0,52
Soro de queijo 0,071 0,33 0,22
Amido de milho
hidrolisado 0,220 0185 0.8
Hemicelulose
0,069 0,20 0,34

hidrolisada

Foram identificados mais de 100 mon6meros diferentes como constituintes

destes compostos em varias bactérias. Contudo, o polihidroxibutirato (PHB) é
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constituido por mondémeros de 3-hidroxibutirato, representando o PHA mais bem
caracterizado e acumulado com maior frequéncia por bactérias. Outros PHAs
frequentemente acumulados por bactérias, sdo o polihidroxivalerato (PHV),
polihidroximetilvalerato (PMHV) e o polihidroximetilbutirato (PMHB). A sua
presenca e proporcao relativa dependem do tipo de substrato usado pelo
microrganismo (MADIGAN et al., 2000) (Tabela 2).

Tabela 2. Microrganismos, Substratos e Co-polimeros na produgdo de
Polihidroxialcanoato-PHA.

Bactérias Substrato Co-Polimeros

Ralstonia eutropha Acido propiénico (R)-3HB
Acido pentanoico (R)-3HV

Aeromonas caviae Oleo vegetal (R)-3HB
Acidos graxos (R)-3HHx

Pseudomonas sp. Carboidrato (R)-3HB
Ralstonia eutropha 4-Acido hidroxibutirico (R)-3HA
Alcaligenes latus v- Butirolactona (R)-3HB

Comamonas acidvorans 1,4-Butanodiol 4HB

1,6- Hexanodiol

2.5.3 Polihidroxialcanoatos : classificagao e constituicdao quimica

A estrutura geral dos polihidroxialcanoatos esta apresentada na figura 4,
segundo Lee (1996), podendo apresentar entre 100 e 30.000 mondmeros,
demonstrando a variagéo das posigdes do grupo hidroxila (n) e do radical R nas
unidades monoméricas e o0 grau de polimerizagao, influem nas propriedades
fisicas do polimero (STEINBUCHEL & SCHLEGEI, 1991).
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Figura 4 - Formula geral dos poliésteres de acidos hidroxialcanéicos (PHASs)
(Lee, 1996)

Steinblchel e Valentin (1995), propdem que as unidades constituintes de
PHAs sejam divididas em trés grandes grupos, com base no comprimento da
cadeia de carbono lateral. Assim, de acordo com a cadeia lateral os
hidroxialcanoatos podem ser: com cadeia de comprimento curto (HAsc. — do
inglés Short Chain Length), contendo de 3 a 5 atomos de carbono na cadeia
lateral, e hidroxialcanoatos com cadeia de comprimento médio (HAucL — do inglés
Medium Chain Length), contendo de 6 a 16 atomos de carbono na cadeia lateral.
O hidroxialcanoatos de cadeia de comprimento longo (HA_cL - do inglés Long
Chain Length) refere-se a mondmeros contendo 17 ou mais atomos de carbono
na cadeia lateral, entretanto; em nenhum PHA produzido por bactérias foi
identificado monémero com mais de 16 atomos de carbono na cadeia lateral.

Uma classificacdo preliminar permite separar as bactérias, com relagdo ao
acumulo de PHAs, em dois grandes grupos. No primeiro grupo sao colocadas
bactérias que incorporam em seus PHAs apenas HAsc,, ou mais raramente
HAmcL contendo 6 carbonos na cadeia lateral; sendo a principal representante
deste grupo; por exemplo, Alcaligenes eutrophus. Contudo, outras bactérias
representantes de diversos grupos taxondmicos também sao incluidas. No
segundo grupo sao incluidas bactérias que incorporam apenas HAycL, ou mais
raramente HAsc. contendo 5 carbonos na cadeia lateral; neste grupo todas as
representantes sdo Pseudomonas fluorescentes. Essas diferengcas parecem ser
determinadas essencialmente pela enzima PHA sintase presente nessas
bactérias, uma vez que a clonagem em Pseudomonas oleovorans dos genes

responsaveis pela sintese de PHB em A. eutrophus determinou, apds cultivo em
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diferentes acidos orgéanicos, a sintese de dois PHAs distintos, um contendo
apenas 3HB e outro contendo monémeros HAyc. (LIEBERGESELL, 1993).

2.5.4 Sintese de Polihidroxialcanoatos

A sintese de PHAs depende da capacidade metabdlica da célula
bacteriana em sintetizar hidroxiacil-CoA a partir do substrato, bem como da
presenca de uma PHA sintase que permita a incorporagdo do mondémero ao
poliéster (LIMA et al., 2001).

A via metabdlica mais estudada de producao de PHB é aquela encontrada
em A. eutrophus, e € muito semelhante a via metabdlica que leva a sintese de
PHB em diversas bactérias (LIMA et al., 2001).

Na sintese de PHB a partir da acetil-CoA estdo envolvidas trés enzimas. -
cetotiolase catalisa a condensacado de duas moléculas de acetil-CoA, formando
uma molécula de acetoacetil-CoA; esta, por sua vez, € reduzida a D(-)-3-
hidroxibutiril-CoA numa reacao estereoespecifica catalisada pela enzima 3-
cetoacil-CoA redutase NADPH dependente. O ultimo passo compreende a
polimerizagao da unidade D(-)-3-hidroxibutiril-CoA a um polimero em crescimento,
numa reagao catalisada pela enzima PHA sintase. A enzima-chave para
regulacdo dessa via metabdlica € a B- cetotiolase (TSUGE, 2002). Em condigbes
balanceadas de crescimento, onde todos os nutrientes necessarios a
multiplicacao celular estao disponiveis, espera-se que os
niveis de Coenzima A (CoA) livre sejam altos, devido a grande demanda por
grupos acetil pelo ciclo de Krebs para formacado de esqueletos carbdnicos e a
geracéo de energia. Segundo alguns autores; como Oeding & Schleger, 1973 e
Sénior & Dawes (1973), CoA livre tem efeito inibitorio sobre a enzima f-
cetotiolase, impedindo deste modo a sintese de PHB. Quando algum nutriente se
torna limitante a multiplicagado da bactéria, a demanda por acetil diminui, e com
isso os niveis de Coa livre se tornam reduzidos, diminuindo a inibicado sobre -

cetotiolase e desencadeando a sintese de PHB (Figura 5).
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Figura 5 — Rotas metabdlicas para a produgédo de PHA (TSUGE, 2002)
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2.5.5 Perspectivas futuras para utilizacao de Polihidroxialcanoatos

Um dos requisitos mais importantes, para que PHB ou P3HB-co-3HV
possam substituir os plasticos convencionais em larga escala, é o pregco com que
estes produtos poderdo ser comercializados (HANGGI, 1995). Desse modo, 0
desenvolvimento desse processo depende: 1. da obtengcdo de linhagens
altamente eficientes na conversdo dos substratos no produto desejado, 2. do
desenvolvimento de processos fermentativos que permitam explorar ao maximo o
potencial destas linhagens 3. e do desenvolvimento de processos de extrag&o-
purificacdo, de forma a tornar os custos de recuperacdo do produto os menores
possiveis.

O isolamento de novas linhagens ainda deve exercer impacto nos custos
de producdo do copolimero P3HB-co-3HV (GOMEZ, 1994). A definicdo de
substratos que possam ser utilizados como precursores para a sintese de
unidades 3HV por essas linhagens isoladas também pode permitir redu¢cées nos
custos de producdo (RODRIGUES, 1995). Além desses, outro fator de grande
importancia é a determinagao da melhor forma de suprimento dos substratos para
a bactéria, que pode permitir maior eficiéncia de conversdo do substrato em
produto, bem como, o processo de produgao (PEREIRA, 1996).

Devido as caracteristicas que possuem os polihidroxialcanoatos, estes
polimeros vém sendo usados na manufatura de garrafas, filmes e fibras para
embalagens biodegradaveis, bem como, sacos de protegdo para plantas
(STEINBUCHEL & FUCHTENBUSCH, 1998).

C. violaceum é um dos raros microrganismos ja estudados que sintetizam
polihidroxialcanoatos (PHAs) — polimeros organicos com caracteristicas fisico-
quimicas muito semelhantes as do polipropileno e do polietileno, onde os mais
utilizados séo o polihidroxibutirato (PHB) e o polihidroxivalerato (PHV). Os PHAs
demonstram ser uma excelente alternativa aos plasticos derivados da industria
petroquimica. No entanto, a participacdo no mercado internacional € minima,
devido ao seu alto custo de produgdo. A vantagem dos plasticos biodegradaveis
esta relacionada com o seu tempo de degradagdo. Enquanto o plastico comum
necessita de 60 a 200 anos para se degradar (no caso do polimero PET —

tereftalato de etileno), os plasticos biodegradaveis necessitam apenas de 6 a 12
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meses. Essa redugdo de tempo representa uma grande redugdo econdmica,

contribuindo com a saude e o meio ambiente.
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4.0 Objetivos

4.1 Geral

Caracterizagdo bioquimica e molecular de 13 linhagens de Chromobacterium
violaceum e avaliacdo da producgao de polihidroxialcanoato.

4.2 Especificos

e Avaliar o crescimento de treze linhagens de C. violaceum em diferentes
meios de cultura;

e Obter a caracterizagao bioquimica dos treze isolados de C. violaceum;

e Estabelecer o perfil de susceptibilidade das linhagens de C. violaceum
frente aos antimicrobianos;

e (Caracterizar as linhagens de C. violaceum através de técnicas
moleculares;

e Estabelecer o grau de similaridade através dos testes bioquimicos e
moleculares das linhagens de C. violaceum;

e Selecionar as linhagens de C. violaceum melhor produtoras de

polihidroxialcanoato-PHA.
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Resumo

Estudos foram realizados com treze linhagens de Chromobacterium violaceum
confirmando a identificagdo, as caracteristicas fenotipicas, a variabilidade
genética e a detecgdo e producdo de polihidroxilacanoato. Os isolados
demonstraram maior crescimento no meio Luria Bertani, suplementado com
glicose. Todos os isolados foram negativos para os testes de uréia, manitol,
lactose e indol, e positivos para frutose, lisina, sacarose, glicose, catalase,
gelatinase, motilidade e oxidase, identificando novas linhagens de C. violaceum
(UCP 1035 e UCP 1489), respectivamente. Todas as linhagens demonstraram
resisténcia aos antimicrobianos ampicilina e cefalotina. A variabilidade genética
das linhagens de C. violaceum foi avaliada pelo indice de similaridade de
Jaccard, utilizando-se o método UPGMA nas analises de agrupamento. Os
indices de similaridade variaram de 0,17 a 0,35 para onze isolados, enquanto
que, os isolados UCP 1462 e UCP 1463 apresentaram 100% de similaridade.
O perfil de RAPD foi caracteristico para cada linhagem, permitindo a formacéo
de dois grupos indicando a variabilidade genética dos isolados analisados. A
deteccdo da produgdo de polihidroxialcanoato foi realizada utilizando os
corantes Nilo blue e verde malaquita, destacando-se a linhagem de C.

violaceum UCP 1467, como maior produtora do biopolimero.

Running Title: Aspectos fenotipicos e moleculares de linhagens de C.

violaceum e deteccao da producao de PHA.

Palavras chave: Chromobacterium violaceum; aspectos fenotipicos; RAPD;

similaridade; produgao de polihidroxialcanoato.
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Abstract

Studies had been carried through with thirteen strains of Chromobacterium
violaceum evaluating the biochemistry characteristic, the genetic variability and
the polyhydroxyalkanoate production. The isolates had demonstrated to greater
growth in the Luria Bertani medium, supplemented with glucose. All the isolates
had been negative for the urea tests, manitol, lactose and indol, and positive for
fructose, lysina, sucrose, glucose, catalase, gelatinase, motility and oxidase. All
the strains were demonstrated resistance to ampicillin and cephalotin. It was
still observed, resistance for gentamicin and amicacin (UCP 1035-Ceara) and
for imipenen, chloranphenicol and amicacin (UCP 1489- Pernambuco),
evidencing distinct degrees of similarity between the thirteen strains. The
genetic variability of C. violaceum strains was evaluated by the index of Jaccard
similarity, using UPGMA method in the grouping analyses. The similarity indices
had varied of 0,17 the 0,35 for eleven isolated ones, while that, isolated the
UCP 1462 and UCP 1463 had presented 100% of similarity. The RAPD profile
was characteristic for each strain, allowing to the formation of two analyzed
groups indicating the genetic variability of the isolates. The detention of the
polyhydroxyalkanoate production was carried through using the Nile blue and
green malachite dyes, being distinguished strain of C. violaceum UCP 1467, as

bigger biopolymer producer.

Running Title: Phenotipics and molecular characterization of C. violaceum

strains and the bioplastic production.

Key words: Chromobacterium violaceum; phenotipics characterization; RAPD; ,

similarity; Polyhydroxyalkanoate production.
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Introducgao

Chromobacterium violaceum €& classificada como uma Beta-
proteobactéria, familia Neisseriacea [Boone e Castenholz, 2001], Gram-
negativa, anaerdbia facultativa e com formato de bastonete. Locomove-se por
meio de um flagelo polar e possui de 1 a 4 flagelos laterais, cuja fungdo nessa
especie é a locomocdo, mas em respostas quimiostaticas, em que a C.
violaceum responde eficientemente a mudangas quimicas, existindo um
talentoso sinal de transmissao entre complexos receptores e motores flagelares
[Pereira et al., 2004].

A bactéria vem sendo encontrada em amostras de agua e solo em
regides tropicais e subtropicais de diversos continentes, de patogenicidade
discutida pela literatura e o pigmento por ela produzido, denominado
violaceina, sendo alvo de estudos biotecnoldgicos e moleculares nas ultimas
trés décadas [Caldas, 1990]. As caracteristicas fenotipicas dos
microrganismos, como padrdes de sensibilidade a drogas tém sido amplamente
estudadas, como marcadores importantes na caracterizacdo de linhagens
[Mulligan; Arbeit, 1991; Kreiswirth; Kornblum; Arbeit, 1993]. Contudo, hoje com
o advento da biotecnologia, os métodos moleculares como fingerprints de DNA
genbmico, vem demonstrando maior utilidade, principalmente, no
estabelecimento do grau de similaridade, como também na diferenciacéo de
microrganismos [Kaltwasser et al., 1995; Kreiswirth; Lutwick; Chapnick, 1995;
Fluckiger; Wolz; Cheung, 1998].

Nos ultimos anos tém sido utilizadas técnicas moleculares para detectar

a variabilidade genética entre grupos gendmicos de bactérias. O RAPD é uma
45
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técnica que permite identificar polimorfismos genéticos [Caetano-Anolles et al.,
1991]. Este tipo especial de PCR, no qual um unico "primer" é empregado,
podendo hibridizar-se aleatoriamente em diferentes regides do DNA, produz
segmentos de DNA de diferentes tamanhos. Os perfis obtidos apds a
separacao eletroforética dos produtos amplificados sdo caracteristicos para
uma dada linhagem, permitindo a avaliagdo da variabilidade genotipica de
bactérias isoladas de diferentes ambientes [Welsh e McClelland, 1990].

Os polixidroxialcanoatos (PHAs) atuam como reservas de carbono e
energia, e provavelmente, possuem outras fungdes em um grande numero de
bactérias [Muller e Seebach, 1993; Lenz e Marchessault, 2005]. Apresentam-se
como granulos acumulados intracelularmente por varios microrganismos, como
polimeros de armazenamento, funcionando como fonte de carbono e energia,
considerados como fortes candidatos substituintes dos plasticos derivados do
petréleo [Georghiou et al., 1989; Poirier et al., 1995; Steinbuchel e Valentin,
1999; Madigan et al., 2000; Duran et al., 2001].

Até o momento, mais de 140 diferentes acidos hidroxialcandicos foram
encontrados em PHAs. Grande esforgo tem sido atribuido ao metabolismo de
bactérias e plantas para produzir uma grande variedade de PHAs a partir de
fontes renovaveis ou dioxido de carbono [Steinbuchel, 2001].

Outros PHAs podem ser frequentemente acumulados por bactérias,
incluindo o] polihidroxibutirato (PHB), polihidroxivalerato (PHV),
polihidroximetilvalerato (PMHV) e o polihidroximetilbutirato (PMHB). A sintese e
producédo relativa dependem do tipo de substrato usado pelo microrganismo

[Madigan et al., 2000].
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Neste trabalho foi realizada a caracterizagao bioquimica e molecular,
com a finalidade de estabelecer o grau de similaridade entre as linhagens,
como também, selecionar a linhagem maior produtora de polihidroxialcanoato-

PHA a partir das de treze linhagens de C. violaceum.

Resultados e Discussao

A analise dos resultados obtidos mostrou que as treze linhagens de C.
violaceum cresceram nos meios comumente utilizados Luria Bertani (LB) sem
glicose e LB suplementado com glicose, Mieller Hinton, M9, MacConkey (MC),
BHI (Brain Heart Infusion) como também a introdu¢do de novos meios como:
Cled agar, King A e BTB Lactose. Observou-se ainda, que todas as linhagens
de C. violaceum cresceram nos meios de cultura utilizados, exceto o isolado
(UCP 1464) em meio King A, e quatro isolados (UCP 1462, UCP 1463, UCP
1465 e UCP 1466) em meio M9 (Tabela 2). Entre os meios testados, o meio LB
suplementado com glicose destacou-se como meio de maior crescimento por
todas as linhagens de C. violaceum. O meio de cultura King A, as linhagens
UCP 1461, UCP 1467 e UCP 1489 apresentaram colbnias brancas e violetas.
No meio M9, as linhagens UCP 1464, UCP 1467, UCP 1469 e UCP 1471
também apresentaram colbnias brancas e no meio BTB lactose, as linhagens
UCP 1467 e UCP 1489 apresentam também col6nias brancas e violetas
(Tabela 2). Segundo Trabulsi et al., (1999), as linhagens podem ser
pigmentadas e ndo-pigmentadas, ainda que as nao-pigmentadas sejam raras.
Creczynski-Pasa e Antbnio (2004), relatam que os resultados do bom

crescimento de C. violaceum nos distintos meios de cultura sdo apoiados pela
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literatura e consideram o microrganismo como uma bactéria ndo exigente. Os
autores confirmam ainda que, em condi¢cbes de aerobiose, C. violaceum é
capaz de crescer em meios contendo carboidratos simples, como glicose,
frutose, galactose e ribose. Assim, os resultados obtidos confirmam a facilidade
de cultivar C. violaceum no meio Luria Bertani suplementado com glicose
[Creczynski-Pasa e Antbnio, 2004].

Os testes bioquimicos realizados com os treze isolados de C. violaceum
sdo apresentados na tabela 3, cujos resultados foram estimados através do
grau de similaridade, utilizando-se o coeficiente de Jaccard. A andlise das
caracteristicas bioquimicas demonstrou a existéncia de dois grupos, através do
teste de lisina. O primeiro grupo compreendeu a lisina positiva, englobando trés
linhagens (UCP1462, UCP1463 e UCP 1466), as quais foram separadas pelos
testes de catalase e manose. O grupo dois com maior numero de linhagens,
caracterizado por ser lisina negativa, foi subdividido em outros subgrupos a
partir dos testes de fermentativos com glicose e sacarose (Tabela 3 e Figura 1).
As caracteristicas bioquimicas observadas nas treze linhagens de C. violaceum
sdo confirmadas pelas investigacdes realizadas [Bailey e Baron, 1994; Retori,
2000; Duran et al., 2001; Koneman et al., 2001].

O antibiograma realizado com treze isolados demonstrou que todos
apresentam resisténcia a ampicilina e cefalotina e sensibilidade a
ciprofloxacina, nitrofurantoina e tetraciclina (Tabela 4). Ressalta-se que os
maiores halos de sensibilidade foram observados para ciprofloxacina, com
didmetros superiores a 30 mm, para todas as linhagens testadas. A literatura
descreve que C. violaceum apresenta caracteristicas de resisténcia a

penicilina, amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, ampicilina, cefalotina,
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cefamandol e vancomicina [Sorenson et al, 1985; Kaufman et al, 1986; Suarez
et al, 1986; Georghiou et al, 1989; Ponte e Jenkins, 1992; Hassan et al., 1993].
Mais uma vez, os resultados obtidos sdo confirmados pela literatura, onde se
observa a resisténcia de C. violaceum para cefalotina e ampicilina (Tabela 4).

Contudo, Yu (1999), afirmou que C. violaceum demonstra ser
susceptivel ao cloranfenicol, tetraciclina e aos aminoglicosideos, corroborando
com os resultados obtidos para 12 das linhagens estudadas, exceto para a
linhagem UCP 1489, isolada em Pernambuco, que mostrou-se resistente
(Tabela 4).

Ressalta-se ainda, o comportamento da linhagem UCP 1464, que
apresentou os maiores halos de sensibilidade frente a todos os antimicrobianos
testados, a UCP 1467 apresentou resisténcia a amicacina e aztreonam, a UCP
1468 e UCP 1470 ao aztreonam, a UCP 1035 a gentamicina e amicacina e a
UCP 1489 ao imipenem, cloranfenicol e amicacina. Os resultados obtidos
sugerem que o local de origem dos isolados e as condigbes ambientais
apresentam uma relagdo direta com a susceptibilidade aos antimicrobianos.
Essas informagdes sdo apoiadas, uma vez que a UCP 1464, UCP 1467, UCP
1468 e UCP 1470 sao provenientes do Amazonas, a UCP 1035 do Ceara e a
UCP 1489 de Pernambuco (Tabelas 1 e 4).

As caracteristicas fenotipicas das linhagens de C. violaceum utilizando a
sensibilidade aos antibiéticos como padréo apresentam dois grupos de acordo
com a resisténcia de acordo com o grau de similaridade. Observa-se a
formacao de varios subgrupos de acordo com a resisténcia aos antimicrobianos
utilizados, destacando-se que o menor grau de similaridade esta representado

pelas linhagens UCP 1489 (Pernambuco) e UCP 1035 (Ceara) (Figura 2).
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A utilizagao de técnicas moleculares para avaliar o grau de similaridade
demonstra ser uma técnica atrativa, simples e apropriada para fornecer uma
analise rapida e reproduzivel, confirmando as informacdes da literatura [Athena
et al., 1996; Clerc et al., 1998; Menon et al., 2003; Araujo et al., 2004 e Ozbey
et al., 2005].

A caracterizagao molecular com o marcador RAPD indica que a partir
dos oito iniciadores estudado foram amplificadas 102 regides de bandas das
quais 100% foram loci polimdérficos, com uma média de 12,75 loci por primer
(Tabela 5). O iniciador OPAA-06 originou o maior numero de loci polimorficos,
no total de 18 (Figura 3), enquanto o iniciador OPT-13 gerou apenas 9 loci
polimérficos (Figura 4).

A anadlise de agrupamento com base nas distancias genéticas (Figura 5)
mostrou a formagao de dois grupos. A variabilidade genética dentro de cada
grupo é relativamente alta. A divergéncia genética entre estes dois grupos (G1
e G2), segundo o coeficiente de Jaccard € de 83% (17% de similaridade).

O grupo G1 apresenta um pool génico, que agrupa 11 isolados, onde é
possivel distinguir dois subgrupos. O subgrupo (G1a), que compreende os
isolados UCP1461 e UCP 1489, apresenta as maiores distancias (79%). O
subgrupo (G1b) compreende os isolados UCP 1468 e UCP 1471 com 25% de
similaridade entre si, poréem com 30% de fragmentos em comum com o isolado
UCP 1469, encontrando-se distante do isolado UCP 1467 com 67% de
dissimilaridade. Os isolados UCP 1462 e UCP 1463 com 100% de similaridade,
poderiam talvez representar variantes de um mesmo isolado. Com relacdo aos
isolados UCP 1464 e UCP 1465 foi evidenciado uma similaridade em torno de

33% embora a UCP 1466 tenha se distanciado com 71%. Considerando a
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origem geografica dos isolados (Tabela 1) e o agrupamento gerado no
dendrograma (Figura 5) observa-se que o subgrupo G1b esta constituido pela
maioria dos isolados procedentes ao Estado do Amazonas (Manaus), sendo,
pois, estes isolados similares entre si e dissimilares em relacdo aos demais
isolados, procedentes do Estado de Pernambuco. No segundo grupo (G2), os
isolados UCP 1470 e UCP 1035 apresentaram 23% de fragmento em comum.

Portanto, o polimorfismo gerado com os marcadores de DNA
demonstraram que, os isolados de C. violaceum apresentaram variabilidade
genética relativamente alta. Contudo, os isolados mais divergentes foram UCP
1470 e UCP 1035 e os mais similares foram UCP 1462 e UCP 1463, pela
matriz de similaridade e, pelo dendrograma.

Os estudos realizados com a selecado de linhagens produtoras de
polihidroxialcanoato demonstraram que, das treze linhagens de C. violaceum
cultivadas no meio LB, na presenca de Nilo blue, na concentragcdo de 0,5
pg/mL, todas apresentaram crescimento, porém apenas as linhagens UCP
1467, UCP 1470, respectivamente, isoladas do Amazonas, e UCP 1035, do
Ceara, foram detectados fluorescéncia, confirmando a bioacumulagédo do
polihidroxialcanoato, no meio LB suplementado com glicose. Os crescimentos
foram similares nas culturas controles, sem a presenca de Nilo blue e na
presencga de dimetilsulfoxido (dados ndo apresentados).

Os experimentos realizados com altas concentragdes do corante Nilo
blue (0,5; 0,75; 1,0 e 1,5 ug/mL), com as linhagens selecionadas,
demonstraram habilidade de maior bioacumulagao do polihidroxialcanoato, pela

linhagem de C. violaceum UCP 1467 (Figura 6).
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Estudos sequenciais foram realizados com diferentes concentragcdes do
corante verde malaquita (0,5, 5 e 10 pg/mL), cujos resultados confirmaram a
habilidade de maior acumulagao de inclusdes lipofilicas pela linhagem UCP
1467 (Figura 7).

Os resultados obtidos com os corantes Nilo blue e verde malaquita na
deteccdo de polihidroxialcanoato confirmam a facilidade do método de
detecgéao, previamente descrito por Spiekermann et al., (1999).

Os resultados obtidos confirmaram a eficiéncia de C. violaceum UCP
1467, na conversao dos substratos, para a producido de polihidroxialcanoato,
sugerindo o desenvolvimento de processos fermentativos, que permitam
explorar a0 maximo o potencial desta linhagem, como também, o
desenvolvimento de processos de extragao-purificagdo, de forma a tornar os
custos de recuperagao do produto os menores possiveis [Salehizadeh e

Loosdrecht, 2004].

Procedimentos Experimentais

Microrganismos: Foram utilizados treze isolados de Chromobacterium
violaceum, nos quais onze foram cedidos pela Profa. Nara Suzy de Freitas
(UFRPE); um pelo Centro Federal de Educagéo Tecnologica — CEFET (Ceara)
e um pelo Prof. Carlos Alberto da Silva (UNICAP) (Tabela 1). Os isolados est&o
depositados no Banco de culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais da UNICAP/PE, Brasil. Todas as linhagens estdo sendo mantidas

no meio LB sdlido [Sambrook et al., 1989] a 5°C. Para realizagédo dos estudos
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com C. violaceum repiques mensais foram realizados para 0 mesmo meio,

incubados a 30°C, e posteriormente, mantidos a temperatura de 5°C.

Caracterizagdo morfolégica e bioquimica: os isolados foram transferidos para
placas de Petri contendo diferentes meios de cultura: Brain Heart Infusion
(BHI), Luria Bertani (LB), LB suplementado com glicose, Mueller Hinton, KingA,
MacConkey (MC), M9, Cled agar, BTB Lactose e incubadas por 48 horas a
30°C. Para caracterizagao dos isolados foram realizados testes de atividade
fermentativa (glicose, manose, frutose, sacarose, lactose e manitol), provas
bioquimicas de uréia, indol, lisina, catalase, gelatinase e oxidase (teste em
disco) CECON, e teste de motilidade [Blazevic et al., 1975; Bergey, 1984;

Balows et al., 1991].

O antibiograma foi realizado segundo metodologia de Kirby-Bauer. Inicialmente
os isolados foram crescidos em meio LB sdélido por 48 horas a 30°C. As
linhagens foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5mL do caldo
nutriente (TSB) e incubadas em estufa a 30°C por 2 horas. Apods este periodo
foram retiradas aliquotas do caldo nutriente, semeadas nas placas contendo
meio Mueller Hinton agar, com o auxilio de swab estéril. Em seguida, discos de
6 milimetros de didmetro dos antibiéticos (CECON) amicacina, ampiciclina,
aztreonam, cefalotina, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, imipenen,
nitrofurantoina, e tetraciclina, foram depositados na superficie do meio de modo
equidistante. As placas foram incubadas a temperatura de 30°C por 18 horas e
a leitura da medida dos halos formados em torno dos discos foi realizada com

auxilio de um halémetro.
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Caracterizagao molecular

Extracdo do DNA : Os treze isolados de Chromobacterium violaceum (Tabela
1), foram cultivados em meio Luria Bertani (LB) solido durante 48h a 30°C. As
colénias foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5mL de meio LB
liquido e incubadas durante 48hs, a temperatura de 30°C, mantidas sob
agitacado constante de 150 rpm e em seguida submetidas a extragcdo de DNA.
O DNA dos 13 isolados foi extraido conforme o método descrito por [Ferreira e
Grattapaglia, 1998]. O material obtido foi quantificado em gel de agarose a
1,0%, em tampao TBE [Sambrook et al., 1989] e corado com sybr Gold a 80
volts, pelo tempo de 30 min, e visualizado e fotodocumentado com o sistema

1D “Image Analysis Software Kodak Digital Science”, sob luz UV.

Reacdes de amplificagcdo: Para as analises de RAPD foram utilizados volumes
finais de 25 pL, que continham os seguintes componentes: DNA (2,5 ng/ uL™);
desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (0,1 mM); MgCI2 (2,0
mM); Tris-HCI (10 mM), pH 8,3; um oligonucleotideo iniciador (0,4 mM)
(Invitrogen) e uma unidade e meia de Taq polimerase [Williams et al., 1990].
Oito iniciadores (kit Operon) foram utilizados neste estudo (OPAA-06, OPAH-
15, OPAZ-16, OPAZ-14, OPN-09, OPG-09, OPV-06, OPT-13) conforme a
Tabela 2. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador
modelo PTC — 100™ (MJ Research, INC.,USA), utilizando-se um programa
composto por 36 ciclos de uma etapa de uma desnaturagao inicial de 95°C por
5 minutos e outra desnaturagao (95°C/1 minuto), anelamento (37°C/1 minuto) e

extensdo (72°C/1 minuto), com uma extenséo final de 72°C por 5 minutos. Os
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produtos das amplificacbes foram separados por eletroforese, a 100 volts por
1h, em gel de agarose 1,2%, em tampao de TBE [Sambrook et al., 1989],
sendo corado com sybr Gold. As bandas de DNA foram visualizadas e
fotografadas com o sistema 1D “Image Analysis Software Kodak Digital

Science”, sob luz UV. O marcador utilizado foi 1 Kb plus DNA Ladder.

Analise Filogenética: As bandas de DNA obtidas no processo de amplificagédo
foram analisadas de forma binaria pela presenga (1) ou auséncia (0),
construindo-se desta maneira uma matriz de dados. A estimativa da
similaridade genética entre os gendtipos foi feita pelo coeficiente de
similaridade, utilizando-se o coeficiente de Jaccard. A analise de agrupamento
dos materiais foi efetuada pelo método da média aritmética, ndo ponderada
UPGMA (Unweighted Pair Group With Arithmetic Mean), e o agrupamento
sequencial, aglomerativo, hierarquico e exclusivo (SAHN), segundo o programa
NTSYS -pc (Numerical Taxonomy and Multivariate System) versao 2.0

[Rohlf, 1993].

Grau de similaridade: O grau de similaridade das linhagens foi realizado a partir
das caracteristicas bioquimicas (Tabela 3) e dos resultados do antibiograma
(Tabela 4), através da média aritmética, ndo ponderada UPGMA (Unweighted
Pair Group With Arithmetic Mean), e o agrupamento sequencial, aglomerativo,
hierarquico e exclusivo (SAHN), segundo o programa NTSYS -pc (Numerical
Taxonomy and Multivariate System) versdo 2.0 [Rholf, 1993] (Figura 1,2,5 e

Tabela 2).
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Producao de polihidroxialcanoato

Selecédo das linhagens produtoras de PHA: a selec¢ao das linhagens produtoras
de polihidroxialcanoato foi realizada utilizando-se uma solug¢ao 0,25 mg/mL de
Nilo blue (Sigma, St. Louis, Mo. USA) em dimetilsulféxido, adicionada em
condigdes estéreis, ao meio LB (sélido), para uma concentragao final de 0,5 ug
de corante/mL. Em seguida, as placas de Petri foram inoculadas com as treze
linhagens de C. violaceum, incubadas a 30°.C, por 24 horas e observadas na

luz ultra violeta a no comprimento de onda de 312 nm [Spiekermann, 1999].

Caracterizacao da producao de PHA

Testes posteriores foram realizados com a linhagem selecionada para observar
o crescimento e produgao de polihidroxialcanoato com altas concentragcées de
Nilo blue (0,5, 0,75, 1,0 e 1,5 pg/mL), em dimetilsulfoxido.

Posteriormente, testes foram realizados com o corante verde malaquita (0,5,
5,0 e 10 yg/mL), em etanol, no meio LB agar, onde as Placas de Petri apos a
inoculacao foram incubadas por 24 horas, a 30°C, por 24 horas. A producio de
polihidroxialcanoato foi observada em luz ultra-violeta para detectar as
inclusdes lipofilicas. Foi realizado o cultivo das linhagens de C. violaceum na
auséncia de Nilo blue, na presenca de dimetilsulféxido, e utilizados como

controle Pseudomonas e Escherichia coli.
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Tabela 1. Isolados de Chromobacterium violaceum depositados na colecao de

culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da UNICAP/PE

Numero da o

Coleciio Procedéncia Substrato
UCP-1461 Amazonas Solo Inundado
UCP-1462 Amazonas Solo Inundado
UCP-1463 Amazonas Solo Inundado
UCP-1464 Amazonas Solo Inundado
UCP-1465 Amazonas Solo Inundado
UCP-1466 Amazonas Solo Inundado
UCP-1467 Amazonas Solo Inundado
UCP-1468 Amazonas Solo Inundado
UCP-1469 Amazonas Solo Inundado
UCP-1470 Amazonas Solo Inundado
UCP-1471 Amazonas Solo Inundado
UCP-1035 Ceara Lagoa das Almécegas
UCP-1489 Pernambuco Riacho em Paulista
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Tabela 2. Crescimento das 13 linhagens de Chromobacterium violaceum em

diferentes meios de cultura

Isolados King Cled LB LB M9 BTB Mac  Mueller BHI

no. glic. glic lactose Conkey Hinton

1461 + ++ ++ A+ ++ ++ ++ ++
1462 + ++ ++ - ++ ++ ++ ++
1463 + ++ ++ - ++ ++ ++ ++
1464 - ++ ++ ++ ++ ++ ++
1465 + ++ A - ++ ++ ++ ++
1466 + ++ ++ - ++ ++ ++ ++
1467 +* ++ 4 ++" ++ ++ ++
1468 + ++ A+ ++ ++ ++ ++
1469 + ++ =+ ++ ++ ++ ++
1470 + ++ A+ ++ ++ ++ ++
1471 + ++ =+ ++ ++ ++ ++
1035 + ++ ++ o+ ++ ++ ++ ++
1489 + ++ +H o+ + ++° ++ ++ ++

(-) Auséncia de crescimento

(+) 10 UFC/mL

(++) 70-100UFC/mL

(++++) >200 UFC/mL

* Colonias de cor violeta ¢ branca
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Tabela 3. Resultado dos testes bioquimicos realizados em 13 linhagens de Chromobacterium violaceum

UcP

Gelatinase

Glicose

Manose

Motilidade

Catalase

Lactose

Sacarose

Oxidase

Frutose

1461

+

+

+

+

+

1462

1463

1464

+ |+ |+

1465

+ |+ |+ |+

1466

1467

4|+ |+ ||+

1468

+ |+

+ 4|+ ||+ |+ +

1469

1470

+ |1

1471

1035

+ |+ |

+

1489

o o o R o R o I o o o

+ 4|+ ||+

o o o o o I o I o o o

o S R R S P A

o o o R o I ol I o o o

+

(-) negativo

(+) positivo
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Figura 1. Dendrograma construido pelo coeficiente de Jaccard representando
o grau de similaridade entre isolados de Chromobacterium violaceum, baseado

nas respostas dos testes bioquimicos realizados.
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Tabela 4. Resultado do antibiograma realizado para 13 linhagens de Chromobacterium violaceum

ucp
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1035
1489

a
@
4
(2]
r
—
—
>
=
z
—
O
o

AR R R =R PR PR PR =R R PR R e
Tlnn i ninlninn|ltnn|ltnn
nimmninnnn i n nn nn nn|ln
Tlnn i i ninlnlnn|ltrnn|ltnn
AR R A A A A PR Pl Pl R P
nNnnninlinlininin n nnnn i tnl wnn
| ||| |m v |n v |vn|wn
nNnnnininlininin n nn nn tnl wnn
w v n|@ n|B 70 nlnlnnlnB
nNnnnininininin n n nn tn wnn

Beta lactamicos (CF — Cefalotina; AP — Ampicilina ) ; Quinolona (CP — Ciprofloxacina); Aminoglicosideos (GN — Gentamicina; AM — Amicacina);

CL - Cloranfenicol; Sulfa (NT — Nitrofurantoina); TT — Tetraciclina; IP — Imipenem; Monobactamico (AT — Aztreonam)

R= Resistente

S= Sensivel
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G2a1sS

G2a1-1S

TCP-1461

TCP-1462

UCP-1463

TCP-1464

G2a S
AM-AT

G1a S
G2 G2a2R

AT

G2a1-2R

TCP-1471

CUP-1485

TCP-146%

TCP-1468
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IP-CL-AP AM
G2b R

G1 G1bR
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TCP-143%

050 043 0rs
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Figura 2. Dendrograma construido pelo coeficiente de Jaccard representando
linhagens de
Chromobacterium violaceum frente aos antimicrobianos. G1= resistente IP — CL
— AP; G1a= sensivel IP — CL — AP; G1b= resistente IP — CL — AP; G2a=
sensivel GN — AM; G2b= resistente GN — AM: G2a1= sensivel AM — AT; G2a2=
resistente AM — AT; G2a1-1= sensivel AT; G2a1-2= resistente AT.

0 grau de similaridade pela suscetibilidade das treze

IP — Imipenem; CL — Cloranfenicol; AP — Ampicilina; GN — Gentamicina; AM —

Amicacina; AT — Aztreonam;
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Tabela 5. Iniciadores aleatérios selecionados para amplificagdo de DNA de
Chromobacterium violaceum através da reagdao em cadeia da polimerase
(RAPD/PCR).

Iniciadores Seqiiéncia das bases Numero dg Numero de pares de
> 3 bandas por primer bases (pb) dos

produtos amplificados
OPAA -06 GGTCCCTGAC 18 200 - 5000
OPAH-15 AATGGCGCAG 12 850 - 4000
OPAZ-16 AGGCGAACTG 12 850 - 4000
OPAZ-14 CACGGCTTCC 12 850 - 4000
OPN-09 TGCCGGCTTG 10 650 - 4000
OPG-09 CTGACGTCAC 12 850 - 4000
OPV-06 ACGCCCAGGT 17 200 - 5000
OPT-13 AGGACTGCCA 09 850 - 4000
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M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 3: Polimorfismo de RAPD detectados em treze isolados de
Chromobacterium violaceum. M- marcador de massa molecular (1Kb
plus DNA Ladder) de acordo com a tabela 1, 1-13 produtos de
amplificagdo das amostras com primer OPAA-06
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Figura 4: Polimorfismo de RAPD detectados em treze isolados de
Chromobacterium violaceum M- marcador de massa molecular (1Kb
plus DNA Ladder) de acordo com a tabela 1, 1-13 produtos de
amplificagdo das amostras com primer OPT-13
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Figura 5. Dendrograma construido pelo coeficiente de Jaccard representando
o grau de similaridade entre isolados de Chromobacterium violaceum baseado
em DNA amplificado por RAPD, baseado no padrao de bandas amplificadas.
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0,5 0,75
pug/mL ug/mL

Figura 6. Producédo de polihidroxialcanoato em diferentes concentragcbes de

Nilo blue (0,5, 0,75, 1,0 e 1,5 pg/mL) por linhagens de Chromobacterium
violaceum UCP 1467, UCP1489, UCP1035 e UCP1470.
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Figura 7. Produgao de polihidroxialcanoato em diferentes concentragdes de
verde malaquita (0,5, 5 e 10 pg/mL) por linhagens de Chromobacterium
violaceum UCP 1467, UCP1489, UCP1035, UCP1470 e Escherichia coli e
Pseudomonas como controle.
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7.0 CONCLUSOES

e Os isolados de Chromobacterium violaceum estudados crescem de
forma exuberante no meio LB suplementado com glicose;

e As treze linhagens de C. violaceum confirmam as caracteristicas
bioquimicas do género e da espécie descritas pela literatura, contudo,
apresentam grau de similaridade distribuidos em dois grupos;

e Todos os isolados sdo sensiveis aos antimicrobianos ciprofloxacina,
nitrofurantoina, tetraciclina e resistentes a cefalotina e ampicilina;

e Apenas o isolado UCP 1467 é resistente a amicacina e aztreonam; e
os isolados UCP 1468 e 1470 s&o resistentes ao aztreonam e o isolado UCP
1489 (PE) é resistente ao imipenem, cloranfenicol e amicacina;

e O grau de similaridade entre as linhagens de C. violaceum frente a
susceptibilidade aos antimicrobianos apresenta dois grupos de acordo com a
resisténcia;

e O perfil de RAPD é caracteristico para cada linhagem, confirmando a
formacao de dois grupos, indicando a variabilidade genética dos isolados;

e Pela analise molecular, os isolados de C. violaceum (Amazonas e de
Pernambuco) participam do mesmo grupo de similaridade e o isolado originario
do estado do Ceara apresenta diversidade genética maior;

e Os estudos comprovam que C. violaceum possui habilidade para

acumular polihidroxialcanoato evidenciado por Nilo blue e verde malaquita.
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8.0 ANEXOS

Composicdo do Meio Luria Bertani Agar

Componentes Concentracgao (g/L™")
Triptona 10,0
Cloreto de sodio 50
Extrato de levedura 50
Agar 15,0

Composigao do Meio Luria Bertani Agar (suplementado com glicose)

Componentes Concentragéo (g/L™")
Triptona 10,0
Cloreto de sddio 50
Extrato de levedura 5,0
Glicose 50
Agar 15,0

Composigdo do Meio King A Agar

Componentes Concentracgao (g/L™")
Peptona 20,0
Cloreto de magnésio 1,4
Extrato de levedura 10,0
Agar 15,0
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Composicdo do Meio Mac Conkey Agar

Componentes Concentracgao (g/L™")
Peptona 19,0
Lactose 10,0
Sais biliares 1,0
Cloreto de sddio 50
Cristal violeta 0,001
Vermelho neutro 0,03
Agar 15,0

Composicdo do Meio CLED Agar

Componentes Concentracgao (g/L™")

Peptona 4,0
Extrato de carne 3,0
Triptona 4,0
Lactose 10,0

L-cistina 0,128

Azul de bromotimol 0,02
Agar 15,0

Composicdo do Meio BTB Lactose Agar

Componentes Concentracgao (g/L™")
Extrato de carne 50
Peptona 10,0
Lactose 10,0
Azul de bromotimol 0,008
Agar 15,0
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Composicdo do Meio BHI Agar

Componentes

Concentracio (g/L™)

Peptona de gelatina
Infuso de cérebro e coragao
Peptona de carne
Dextrose
Cloreto de sddio

Fosfato dibasico de sodio

10,5
6,0
11,0
2,0
5,0
2,5

Composicdo do Meio Miieller Hinton Agar

Componentes

Concentracio (g/L™)

Infusdo de carne
Caseina hidrolizada
Amido
Agar

2,0

17,5
1,5

15,0

Composicdo do Meio M9 Agar

Componentes Concentracgao (g/L™")
NH,CI 1,0
NayHPO,4 6,0
K2HPO4 3,0
NaCl 0,5
Glicerol ou Asparagina 5,0
Sulfato de Magnésio 1M 1 mL
Cloreto de calcio 0,01M 10 mL
Agar 15,0
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Matriz de Similaridade Genética dos Isolados de Chromobacterium violaceum

UCP1461 UCP 1462 UCP 1463 UCP 1464 UCP 1465 UCP 1466 UCP 1467 UCP 1468 UCP 1469 UCP 1470 UCP 1471 UCP 1035 UCP 1489

UCP1461

UCP 1462
UCP 1463
UCP 1464
UCP 1465
UCP 1466
UCP 1467
UCP 1468
UCP 1469
UCP 1470
UCP 1471
UCP 1035
UCP 1489

1.00
0.24
0.24
0.14
0.15
0.16
0.27
0.13
0.21
0.13
0.18
0.12
0.22

1.00
1.00
0.29
0.23
0.28
0.38
0.35
0.33
0.23
0.23
0.17
0.27

1.00
0.29
0.23
0.28
0.38
0.35
0.33
0.23
0.23
0.17
0.27

1.00
0.34
0.25
0.19
0.29
0.28
0.24
0.19
0.12
0.19

1.00
0.34
0.23
0.13
0.19
0.22
0.28
0.11
0.12

1.00
0.22
0.24
0.22
0.23
0.24
0.24
0.21

1.00
0.24
0.35
0.11
0.21
0.14
0.21

1.00
0.30
0.23
0.32
0.16
0.16

1.00
0.21
0.19
0.17
0.18

1.00
0.22
0.22
0.10

1.00
0.18
0.19

1.00
0.13

1.00
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