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INTRODUCAO

Chromobacterium violaceum é uma bactéria saprofitica encontrada em solo e agua de
areas tropicais(Koburger et al, 1982). Trata-se de bastonete gram negativo anaerébio
facultativo, que cresce nos meios usuais formando colénias que normalmente produzem
um pigmento violaceo néo difusivel (Sivedra et al, 1977). Casos esporadicos de infeccao
em humanos tém sido descritos, principalmente em criancas e individuos imuno-
comprometidos(Bradley et al, 2000). Em 2004, na cidade de Ilhéus, BA, ocorreram trés
casos de infecgao por C. violaceum. Os pacientes, irmaos com 9, 12 e 14 anos, foram
infectados apo6s se banharem em um lago, formado por aguas pluviais durante o verao, do
lado sul da cidade, entre os quais dois evoluiram a 6bito(Siqueira et al, 2005).

. A andlise do genoma da linhagem C. violaceum ATCC 12472 possibilitou a deteccdo de
uma variedade de genes com propriedades farmacologicas, biotecnoldgicas e industriais,
além de regides de patogenicidade e de outros genes de viruléncia, demonstrando ter esta
bactéria um considerado potencial genético para patogenicidade(Vasconcelos et al,2003;
Brito et al,2004). Entretanto, ainda sdo poucas as informacdes acerca das bases
moleculares da viruléncia do microrganismo e praticamente ndo existem estudos da
diversidade genética entre as linhagens. O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade
genética entre os isolados ambientais (solo e dgua do local onde houve a contaminagéo
dos adolescentes) e o isolado clinico (da secrecdo do pulmdo de um dos pacientes)
através da técnica de DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante).

DGGE € uma técnica que tem sido empregada em estudos da diversidade molecular e na
analise da dinamica populacional em comunidades bacterianas de diversos ambientes.
Geralmente, os padrbes gerados sdo especificos ao individuo e, portanto, permite
identificar linhagens especificas em determinados ambientes, sem necessidade de prévio
cultivo(Coutinho et al, 1999). Desta forma, com a comparagdo dos padrdes genotipicos
das linhagens, um marcador molecular poderia ser detectado, de modo que teriamos como
identificar especificamente o isolado patogénico e, consequentemente, separa-lo daquelas
cepas nao patogénicas.

Até agora, todas as linhagens de Chromobacterium violaceum estudadas para a presenca
de genes relacionados a patogenicidade eram linhagens ambientais. Este foi um dos
primeiros trabalhos a utilizar um isolado clinico e o primeiro a empregar a técnica DGGE
para estudo de diversidade em Chromobacterium. Neste trabalho empregaram-se os
grandes avancos advindos do projeto genoma de C. violaceum na investigagdo cientifica
de um problema local.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido com nove isolados de C. violaceum: cinco de origem de solo,
duas de agua da parte sul da cidade de IIhéus, BA; um clinico, proveniente da secrecédo do
pulm&o de um dos pacientes infectados e o outro, a linhagem ATCC 12472 do projeto
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genoma. As bactérias foram cultivadas em caldo nutriente a 37°C por 24 horas.

Apés incubacdo em meio liquido, metade da suspensédo de células foi transferida para
tubos eppendorfs, os quais foram centrifugados para a coleta das células. Estas foram
lavadas em salina-EDTA e ressuspendidas na mesma solugdo contendo SDS. A
purificacdo do DNA foi por fenol:cloroférmio:alcool-isoamil (25:24:1) ou utilizando um kit
(Qiagen cleanup system) de acordo como prescreve o fabricante. A precipitacdo fez-se
com acetato de sédio 3M pH 5,6 e etanol absoluto. O DNA foi guardado para posterior
utilizagéo em TE pH8,0 a 4°C.

Para PCR foi utilizado o DNA extraido. 2ul do DNA foram adicionados a reagcdo de PCR
gue continha 50ul: 1X de tampéo, 3,7mM de MgCI2, 0,4 mM de cada primer, 0,2 mM
dNTP, 2,5U Tag DNA Polimerase, (Invitrogen). Os primers utilizados foram para
amplificacdo da regido hipervariavel V6 do rDNA 16S de eubactérias, sendo que o grampo
de GC necessario para analises por DGGE foi adicionado ao primer forward:

F984

(5-
CGCCCGGGGCGCGCLCCGGGGLCGGGGCGGEGGGCACGGGGGGAACGCGAAGAACCTT
-3).

R1378 (5 - CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3).

As condic¢des para o PCR foram 5 min a 95 C, seguida de 35 ciclos de 1 min a 94 C, 1 min
ab5Celmina72C, euma extensao final a 72 C por 5 min.

Os produtos de amplificacdo por PCR foram analisados através de um sistema de
eletroforese com gradiente de concentracéo de agente de desnaturacdo. O gel , com 6%
de acrilamida, foi mantido sob temperatura constante de 60 C em tampao TAE 0,5 X (20
mM de tris acetato, 0,5 mM de EDTA, em pH 8). Foi realizado um gradiente inicial de 35 a
70 % da solugéao desnaturante (100 % do desnaturante foi considerado como sendo 7 M
de uréia e 40 % (V/V) de formamida). Os géis foram corridos durante 6 h a 120 V e em
seguida os géis foram corados durante 40 minutos no escuro, em 10 mL de solucdo do
tampdo TAE 1X ( Tris Base 0,04 M, acido acético glacial 1 M, EDTA 50 mM, em pH 8)
contendo 1g/mL de brometo de etidio ou pela coloracdo Syber Safe.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estabelecidos protocolos para extracdo de DNA, PCR e DGGE com
Chromobacterium violaceum. De acordo com a visualizagcado em gel de agarose, a extracao
do DNA gerou produtos na ordem de 517pb. Os produtos de PCR obtidos foram de boa
gualidade para todos os isolados como demonstrado em gel e portanto perfeitamente
aplicaveis ao gel de DGGE. De acordo com os perfis de bandas encontradas em DGGE os
isolados analisados ndo podem ser considerados da mesma linhagem. Baseando-se na
amplificacdo do DNA, foi verificado que os isolados 49S e 47S (isolados de solo) s&o
diferentes dos outros isolados da C. violaceum. Estes achados implicam que a diferenca
entre estas linhagens pode ser devido a presenca ou auséncia de algum gene. Os outros
isolados (dgua e solo) sdo geneticamente idénticos ao isolado clinico.

CONCLUSOES

O trabalho mostrou que os isolados analisados ndo séo todos da mesma linhagem.

Como recentemente ocorreram casos de infec¢cdo por este microrganismo na cidade de
llhéus, cidade turistica, e como ainda nao existiam estudos para detectar isolados
patogénicos de n&o patogénicos, este trabalho representou uma aplicagcdo dos esforcos
anteriores em aprimorar o conhecimento sobre a diversidade genética do gene rDNA 16S
pode subsidiar no monitoramento ambiental, bem como auxiliar na pesquisa de
marcadores genéticos para o isolado clinico.

Trata-se de bactéria com potencial patogénico. Assim, este estudo auxilia no
desenvolvimento de estratégias metodologicas aplicaveis aos estudos de epidemiologia,
evitando novos casos de infeccdo e favorecendo o desenvolvimento de kits diagnésticos.
Além de auxiliar no controle de infecgBes hospitalares, bem como no monitoramento de
sitios urbanos com alta frequéncia humana detectando cepas virulentas em sitios hidricos
com grande presenca humana.
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