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EXTRATO

PINTO, Uelinton Manoel, M.S., Universidade Federal de Vicosa, abril de 2005.

Quorum sensing em bactérias psicrotroficas proteoliticas isoladas de leite.
Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Conselheiros: Elza Fernandes de
Araujo e Hilario Cuquetto Mantovani.

Por meio de um mecanismo denominado quorum sensing, diversas bactérias
podem comunicar-se umas com as outras e coordenar a expressdao génica de acordo com
a densidade populacional de forma semelhante aos organismos multicelulares. Este
trabalho teve como objetivo investigar a produ¢do de moléculas sinalizadoras de
quorum, conhecidas como homoserinas lactonas aciladas (AHLs), por bactérias
psicrotroficas proteoliticas isoladas de leite cru refrigerado. Verificou-se também se a
atividade proteolitica de Pseudomonas fluorescens 07A € dependente da densidade
populacional. Foram avaliados 53 isolados psicrotréficos proteoliticos e sete estirpes
ATCC quanto a producio de AHL em meio sélido utilizando as bactérias
Agrobacterium tumefaciens A136, Chromobacterium violaceum CV026 e Escherichia
coli pSB403 como sistemas monitores ou sensores da presenga de AHL. A producgdo de
moléculas sinalizadoras foi freqiiente entre os isolados psicrotréficos proteoliticos,
constatando-se que, aproximadamente, 89 % das estirpes avaliadas foram produtoras de
AHL. A extragdo de moléculas autoindutoras foi realizada em dois isolados, Serratia
liquefaciens 016 e P. fluorescens O7A e, a presenca de AHL nos extratos foi confirmada
pelas estirpes monitoras C. violaceum CV026 e A. tumefaciens KYCS5S5,

respectivamente. A produgcao de AHL pelo isolado P. fluorescens 07A foi determinada
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em meio de cultivo a base de triptona suplementado com 0,25 % de célcio (TYEP +
CaCl, 0,25 %) e em meio de constituicio minima (MMS), utilizando a estirpe monitora
A. tumefaciens KYCS55. Em meio TYEP + CaCl, 0,25 % a produ¢do de AHL(s)
alcancou o maximo ao final da fase logaritmica, quando a populacdo de P. fluorescens
07A foi da ordem de 10° UFC mL’. Esta mesma populacdo resultou em uma
concentracdo de AHL(s) cerca de trés vezes menor no MMS. Os resultados indicaram
que a producdo de AHL pode estar sob controle de autoinducdo. O crescimento e a
atividade proteolitica do isolado 07A foram avaliados em seis meios de cultivo. Nao foi
observada diferenca no crescimento do isolado nos diferentes meios, exceto no MMS,
onde a estirpe cresceu de forma mais lenta. Entretanto, a producdo de proteases foi
maior em meio TYEP + CaCl, 0,25 % e em leite desnatado reconstituido (LDR 12 %).
A deteccdo da atividade proteolitica s6 foi possivel quando a cultura atingiu
concentracdo populacional elevada em todos os meios avaliados, excetuando-se no meio
MMS, quando a atividade proteolitica foi detectada em uma densidade populacional 10
vezes menor. Nos meios a base de triptona o pH aumentou para valores préximos a 8,5.
Meios contendo fons Ca*? apresentaram grande fluorescéncia ao final do periodo de
incubacdo, indicando maior produgdo do sideréforo pioverdina. A adi¢do de duas AHLs
sintéticas ndo afetou o crescimento e a atividade proteolitica da estirpe P. fluorescens
07A em meio TYEP + CaCl, 0,25 %. Quando comparada ao controle, a atividade
proteolitica especifica de P. fluorescens 07A nao foi afetada significativamente, ao nivel
de 5% de probabilidade, pela suplementacdo do meio TYEP + CaCl, 0,25 % com
extrato de AHL obtido da prépria estirpe. O quorum sensing pode nao estar regulando a

atividade proteolitica em P. fluorescens 07A.
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ABSTRACT

PINTO, Uelinton Manoel, M.S., Universidade Federal de Vigosa, april 2005.
Quorum sensing in psychrotrophic proteolytic bacteria isolated from milk.
Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Commitee Members: Elza Fernandes
de Aradjo and Hilario Cuquetto Mantovani.

In a process called quorum sensing, a range of bacterial cells communicate and
coordinate the expression of multiple phenotypes according to cell density. This work
aimed to evaluate the production of signaling molecules known as N-acyl homoserine
lactone (AHL) by psychrotrophic proteolytic bacteria isolated from raw milk as well as
to verify if the proteolytic activity of Pseudomonas fluorescens 07A is under the control
of quorum sensing. Fifty three psychrotrophic isolates and seven ATCC cultures were
screened for the production of AHL in agar systems using the monitor strains
Agrobacterium tumefaciens A136, Chromobacterium violaceum CV026 and
Escherichia coli pSB403. It was verified that almost 89 % of the psychrotrophic isolates
tested elicited a positive response in at least one of the monitor strains of AHL.
Signaling molecules were extracted from Serratia liquefaciens 016 and P. fluorescens
07A and the presence of AHL was detected with the monitor strains C. violaceum
CVO026 and A. tumefaciens KYCS5S5, respectively. The production of AHL by the strain
07A was evaluated in a complex medium (TYEP + CaCl, 0,25 %) and a defined
medium (MMS). A. tumefaciens KYCS5 was used to quantify AHL in this assay. In

TYEP + CaCl, 0,25 % the AHL concentration reached a maximum value at the end of
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the stationary phase, when the population of P. fluorescens 07A was 10° CFU mL™.
When MMS medium was used, a similar cell population was achieved, but the AHL
concentration was three fold lower. The results indicated that AHL production by P.
fluorescens O7A could be regulated by autoinduction. The growth and proteolytic
activity of the P. fluorescens 07A were monitored in six different media. It was not
observed difference in the specific growth rate of the strain in the media tested, except
in MMS, where it grew slower. On the other hand, the protease activity was higher in
the complex medium (TYEP + CaCl, 0,25 %) and reconstituted skimmed milk (LDR 12
%). Proteolytic activity was only detected when the culture reached high population
densities (10° UFC mL) in all media evaluated. In MMS, proteolytic activity was
detected at lower population densities (10’ UFC ml™"). An increase in pH values was
observed during cultivation in media containing tryptone. The emission of fluorescence
was intensified in media containing calcium. The addition of two synthetic AHLs did
not affect the growth rates and the proteolytic activity of the strain 07A in TYEP +
CaCl, 0,25 %. Furthermore, the addition of AHL extracted from the culture did not
increase the specific proteolytic activity in TYEP + CaCl, 0,25 %. These results indicate
that quorum sensing may not have a direct role in the regulation of protease production

in P. fluorescens OTA.
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1. INTRODUCAO

A pesquisa sobre guorum sensing em microrganismos comecou no final da
década de 60. Inicialmente foi observado que a bactéria bioluminescente Vibrio fisheri
produzia luz somente quando uma densidade populacional alta estava presente. Por
volta de 1981, a molécula sinalizadora foi isolada e identificada como sendo uma
homoserina lactona acilada e a andlise dos genes envolvidos foi feita em seguida, o que
levou ao desenvolvimento de um modelo que é hoje o paradigma para sistemas de
quorum sensing similares. Porém, o estudo em comunica¢do célula-célula ficou
limitado as bactérias bioluminescentes V. fisheri e V. harvyei por varios anos até que, na
década de 90, se descobriu que o sistema era mais comum do que se imaginava.

Atualmente, muitos estudos sobre guorum sensing estdo direcionados para a
elucidacdo de mecanismos de interagdo entre procariotos e eucariotos, fatores de
viruléncia de patégenos de plantas e animais, otimizacdo da capacidade das células em
se diferenciar em formas mais bem adaptadas a ambientes hostis, producdo de
antibidticos e, recentemente, alguns trabalhos t€m avaliado a relacdo do quorum sensing
com a deterioracdo de alimentos. Apesar disso, ainda existem poucos estudos que
evidenciam a funcdo da comunicacdo célula-célula entre bactérias e sua importincia
para a microbiologia de alimentos, tanto no aspecto dos microrganismos deterioradores,
quanto dos patogénicos.

Varias bactérias isoladas de alimentos, incluindo membros da familia

Enterobacteriaceae, e espécies do género Pseudomonas ja foram identificadas como



produtoras de moléculas sinalizadoras. Existem evidéncias que sugerem um possivel
envolvimento da comunicacdo célula-célula na ativagdo da producdo de enzimas
hidroliticas, como proteases. Porém, além da confirmagdo deste evento, ainda faltam
informacdes sobre os mecanismos de regulacio da producdo de proteases em
microrganismos isolados de alimentos e quais estratégias a serem adotadas para um
controle efetivo desta producdo.

O conhecimento sobre o mecanismo de comunicagdo célula-célula e a sua
relacdo com a deterioragdao de alimentos ird fornecer informagdes valiosas sobre a
ecologia microbiana de produtos alimenticios, podendo trazer beneficios para a ciéncia
e indudstria com o desenvolvimento de novas técnicas de preservacdo e aumento da vida
util destes produtos.

Buscando obter maiores informacdes sobre a importancia do sistema quorum
sensing em microrganismos provenientes de alimentos e o esclarecimento dos aspectos
que regulam a producdo de enzimas hidroliticas por psicrotréficos proteoliticos, este
trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar a produ¢ao de moléculas sinalizadoras
(AHL) em bactérias psicrotréficas proteoliticas isoladas de leite cru refrigerado,
verificar a producdo de AHL em meios de cultivo liquido e a relagdo entre a producdo
de proteases termorresistentes por Pseudomonas fluorescens O7A com o mecanismo

quorum sensing.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microrganismos psicrotroficos em leite e suas implicacoes

z

A biodeterioracdo de alimentos é um processo complexo e quantidades
expressivas de alimentos sdo perdidas em razao da atividade microbiana, mesmo com as
técnicas modernas de preservagao utilizadas (Gram et al., 2002). O leite, pelas suas
caracteristicas intrinsecas como atividade de dgua elevada, pH préximo ao neutro e
grande variedade de nutrientes disponiveis, ¢ um meio de cultura ideal para muitos
microrganismos (Frank, 1997). As bactérias podem ter acesso ao leite e aos produtos
lacteos por vdrias fontes, de modo que a determinagdo das causas de altas contagens
bacterianas nestes produtos ndo € tarefa facil (Murphy & Boor, 2000).

A funcdo da estocagem do leite a temperatura de refrigeracio € reduzir a taxa
de crescimento bacteriano, mas esta pratica ndo impede que microrganismos
psicrotréficos continuem a se multiplicar (Law, 1979; Cousin, 1982; Enetoth, Ahrné e
Molin, 2000) e mudangas relativas no nimero de bactérias podem afetar, drasticamente,
a ecologia microbiana do leite cru (Murphy & Boor, 2000). As bactérias psicrotréficas
sao ubiquitdrias, sendo encontradas principalmente no solo, na dgua, nas plantas e nos
animais (Cousin, 1982). Estes microrganismos tornaram-se um problema sério para a
industria de laticinios apds a ado¢do da estocagem refrigerada do leite cru na fonte de
producdo, a diminui¢do da freqiiéncia de coleta do produto e sua posterior estocagem na

inddstria (Cousin, 1982). Segundo Murphy & Boor (2000), quanto maior o tempo de



armazenamento do leite cru antes do processamento, maiores serdo as chances da
populacdo de psicrotréficos aumentar.

A pasteurizacdo e outros tratamentos aplicados ao leite inativam ou removem
os microrganismos, porém cerca de 50 % do leite envasado, apds a estocagem
prolongada a baixas temperaturas, pode estar contaminado com ntimeros elevados de
bactérias Gram-negativas (Eneroth et al., 1998). A qualidade dos produtos lacteos pode
ser afetada pela atividade de enzimas termorresistentes, como proteases e lipases
extracelulares, produzidas por psicrotréficos antes e apds o processamento térmico
(Frank, 1997; Sgrhaug e Stepaniak, 1997). A detecc¢do e o controle de psicrotréficos e
suas enzimas resistentes ao calor sdo de grande interesse para o trabalho de controle de
qualidade na industria de produtos lacteos (Sgrhaug e Stepaniak, 1997).

Os microrganismos psicrotréficos crescem em leite a temperaturas proximas a
0 °C e sao representados, principalmente, por bactérias Gram-negativas como
Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e
Flavobacterium spp e por bactérias Gram-positivas como Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus ¢ Micrococcus spp (Cousin, 1982;
Sgrhaug e Stepaniak, 1991; Shah, 1994; Pinto 2004). Martins (2003) constatou uma
grande diversidade entre isolados bacterianos psicrotréficos provenientes de leite. Entre
estes contaminantes, os de maior relevancia para a industria laticinista sdo as espécies
do género Pseudomonas (Frank, 1997). Muitas bactérias pertencentes a esse género
crescem em leite a temperaturas de 4 °C, sob condicdes aerdbias, e produzem proteases
suficientes para hidrolisar toda a caseina em peptideos soliveis (Champagne et al.,
1993; citados por Serhaug e Stepaniak, 1997). Algumas espécies também sdo
reconhecidas por produzirem quantidades considerdveis de enzimas lipoliticas (Cousin,
1982; Sgrhaug e Stepaniak, 1991).

A contaminagdo de leite e derivados por Pseudomonas spp € relacionada a
fatores como suprimento de dgua de baixa qualidade, deficiéncias nos procedimentos de
higienizacdo na fonte de produgdo e também na industria processadora (Enetoth, Ahrné
e Molin, 2000). A contaminagdo pds-pasteurizagdo € apontada como a principal causa
de deterioracdo de leite pasteurizado durante a estocagem refrigerada (Wiedmann et al.,
2000).

A atividade enzimdtica de proteases produzidas por bactérias psicrotréficas
afeta as propriedades do leite cru e a qualidade de produtos lacteos tratados

termicamente (Law, 1979; Gregory, Mitchell e Ewings, 1986). Estas enzimas,



juntamente com as lipases, incluindo as fosfolipases, tém grande importincia
econOmica por serem produzidas e excretadas para o meio extracelular, onde podem
agir diretamente sobre as micelas de caseina e sobre os glébulos de gordura, degradando
os componentes do leite e reduzindo a vida 1til do produto (Cousin, 1982).

As proteases produzidas por psicrotroficos, especialmente P. fluorescens, t€ém
sido bem caracterizadas (Gregory, Mitchell e Ewings, 1986; Sgrhaug e Stepaniak, 1991;
Margesin e Schinner, 1992; Kumura, Mikawa e Saito 1993; Villafafila et al., 1993; Liao
e McCallus, 1998; Recio et al., 2000; Rajmohan, Dood e Waites, 2002; McCarthy,
2003). As proteases de Pseudomonas sdo, na sua maioria, metaloenzimas contendo um
atomo de zinco e mais de oito dtomos de célcio por molécula. Apresentam atividade
sobre o leite, sendo capazes de degradar por¢cdes da molécula de caseina, porém
apresentam atividade baixa sobre as proteinas do soro (Sgrhaug e Stepaniak, 1997).
Estas enzimas sdo estdveis a temperaturas altas (Liao e McCallus, 1998) e resistem aos
tratamentos de pasteurizacdo e esterilizacdo comercial (Gregory, Mitchell e Ewings,
1986; Rajmohan, Dood e Waites, 2002). Entretanto, sdo sensiveis a temperaturas na
faixa de 50 °C a 60 °C devido a autodegradacdo, apresentam atividade 6tima em torno
de 30 °C a 45 °C e a baixa energia de ativagdo que elas apresentam, as tornam mais
ativas do que as enzimas produzidas por microrganismos mesofilicos nas temperaturas
de refrigeracao (Sgrhaug e Stepaniak, 1997).

Diversos fatores nutricionais e ambientais podem afetar a producdao de
proteases. Segundo Malik, Prasad e Mathur (1985), a suplementacdo de meio a base de
1 % de triptona com 0,25 % de extrato de levedura e a adi¢do de 0,2 % de sais de
fosfato de potdssio resultaram em aumento significativo na producdo de proteases.
Porém, agucares fermentesciveis, como glicose, inibiram a produgao destas. A atividade
enzimatica foi maximizada em pH 7,0 e quando o microrganismo foi cultivado sob
agitacdo na temperatura de 22 °C. A adi¢do de glicose ao leite reduziu a atividade
proteolitica de P. fluorescens, indicando que a producdo de proteases pode ser regulada
por repressdo catabdlica (Jaspe et al., 1994). A produgdo da protease AprX por P.
fluorescens CY091 foi dependente da presenga de CaCl, (Liao e McCallus, 1998).
Rajmohan, Dood e Waites (2002) verificaram que a producdo de proteases por P.
fluorescens foi méxima em meio minimo contendo 1 mmol L' de CaCl.

As enzimas extracelulares de microrganismos, denominadas hidrolases, sdo
secretadas principalmente no final da fase exponencial e inicio da fase estaciondria de

crescimento (Griffths, 1989; Sgrhaug e Stepaniak, 1991; Matselis e Roussis, 1998). Em



estudo realizado por Malik (1985), foi verificada que a producdo de proteases iniciou-se
quando a cultura de Pseudomonas sp. B-25 havia atingido concentracio populacional de
10° UFC mL". Griffths (1989) verificou que a producio de proteases e lipases ndo
ocorreu enquanto as células ndo alcancaram o final da fase logaritmica ou o inicio da
fase estaciondria de crescimento. Em queijo, segundo Sgrhaug e Stepaniak (1991), o
desenvolvimento de off-flavor e problemas de textura, em razao da presenca de enzimas
hidroliticas, ocorreu somente quando a contagem de psicrotréficos na matéria-prima
alcancou 2 x 10° UFC mL™" a 5 x 10® UFC mL". Matselis e Roussis (1998) constataram
que uma estirpe de P. fluorescens produziu quantidades significativas de lipases e
proteases durante a idiofase, quando a cultura atingiu contagens de 10’ a 10® UFC mL"
e 10% a 10° UFC mL", respectivamente. Dogan e Boor (2003) concluiram que defeitos
de flavor em leite processado estavam associados a altas contagens bacterianas e a
atividade enzimadtica degradativa de estirpes de Pseudomonas contaminantes.

Porém, existem trabalhos que relatam atividade proteolitica na presenca de
baixas densidades populacionais de bactérias proteoliticas. Wiking et al. (2002)
detectaram aumento na protedlise a 4 °C e 8 °C, ap6és 72 h de estocagem, mesmo na
presenca de pequeno numero de células, sugerindo que, possivelmente, a protedlise
ocorreu pela atividade do sistema plasmina/plasminogénio, naturalmente presente no
leite. Haryani et al. (2003) também constataram pouca correlacdo entre a contagem de
psicrotréficos e atividade proteolitica em leite estocado a temperaturas baixas. Existem
também relatos de que o aumento da atividade proteolitica durante a fase estacionaria
ou de morte celular pode ser resultado da liberacdo de enzimas pré-formadas das células

(Griffiths, 1989; Rajmohan, Dood e Waites, 2002).

2.2, Quorum sensing

Os microrganismos possuem diversos sistemas de regulagdo gé€nica que
permitem resposta aos estimulos ambientais e adaptacdo as flutuagdes ocorridas no
meio (Withers, Simon e Williams, 2001; Whitehead et al., 2001). Diversos fatores
ambientais podem levar a ativacao ou repressdo de determinados genes. A expressao
génica diferenciada pode ser mediada por mecanismos de transducdo de sinais como por

exemplo, os sistemas de dois componentes (Stock, Robinson e Goudreau, 2000), por



fatores sigma (Wosten, 1998) e por mudancgas topolégicas no DNA mediadas ou ndo
por proteinas (Whitehead et al., 2001).

Na natureza, as bactérias apresentam-se como grupos coerentes capazes de
habitar nichos ecolégicos diversos (Shapiro, 1998; Lasdunski, Ventre e Sturgis, 2004).
Muitas bactérias apresentam um sistema elaborado de comunicacdo entre células,
permitindo que uma dada espécie possa sentir, integrar e processar informacdes do seu
ambiente, comunicar-se umas com as outras e monitorar a sua propria densidade
populacional, ativando ou reprimindo a expressao génica. Este sistema de comunicag¢ao
dependente de densidade populacional em bactérias foi primeiramente chamado de
quorum sensing (Fuqua, Winans e Greenberg, 1994). O quorum sensing é um
mecanismo de transdugdo de sinal pelo qual bactérias podem modular diversas funcdes
celulares, dentre elas esporulacdo, formacdo de biofilme, produgcao de bacteriocinas,
expressdo de fatores de viruléncia, produ¢do de antibidticos, pigmentacdo e
bioluminescéncia de acordo com a densidade populacional (Smith, Fratamico e Novak,
2004).

Apesar da diversidade de sistemas de sinalizagdo existentes em bactérias, um
comportamento comum ¢ observado quando a sinalizacdo depende de densidade
populacional (Gray, 1997). Nestes sistemas, tal regulacdo é mediada pelo acimulo de
uma ou mais moléculas sinalizadoras produzidas pela célula e excretadas para o meio
externo. Estes compostos, denominados autoindutores ou feromonios bacterianos, nao
sdo detectados pelos individuos de uma populacdo se a densidade celular for baixa
(Fuqua, Winans e Greenberg, 1996; Gray, 1997). Porém, quando uma concentracdo
critica destas moléculas € alcangada no meio externo, o que corresponde a uma
densidade celular alta ou quorum, toda a populagdo pode entdo iniciar uma agao
conjunta com a expressdo coordenada de determinados genes (Fuqua, Winans e
Greenberg, 1996; Whitehead et al., 2001; Smith, Fratamico e Novak, 2004; Tjalsma et
al., 2004).

Em bactérias Gram-negativas, o sistema quorum sensing possui, basicamente,
quatro caracteristicas principais: sintese e acimulo da molécula indutora por uma
proteina sintase; ligacdo do indutor a proteina receptora; ligacdo da proteina receptora
ativada a regido promotora do gene alvo, atuando como regulador transcricional e;
ativacdo ou repressao de caracteristicas fenotipicas especificas (Gram et al., 2002).

O fendmeno € comum entre bactérias permitindo que estes microrganismos

acessem nutrientes ou determinados nichos, monitorem respostas contra hospedeiros



eucaridticos ou organismos competidores e otimizem a capacidade de se adaptarem a

ambientes hostis (Swift et al., 2001).

Segundo Schauder e Bassler (2001), este mecanismo permite que procariotos
tenham comportamento similar a organismos multicelulares e traz beneficios que nao
seriam alcancados por esses organismos como individuos. Donabedian (2003) sugeriu
que deve haver alguma vantagem para as bactérias ao expressarem determinados genes
somente quando a densidade populacional € suficientemente alta. O sistema pode
conferir a célula economia de energia, pela ndo expressdo de fendtipos requeridos
somente em populagdes altas quando a densidade populacional é baixa (Gram et al.,
2002). Uma massa de células € necessdria para producdo suficiente de fatores
extracelulares capazes de influenciar o ambiente vizinho; um gasto desnecessdrio de
energia seria realizado se as bactérias comecassem a produzir estes fatores antes que
uma populacdo minima fosse atingida (Greenberg, 2000). Em patégenos, por exemplo,
uma expressdo génica de fatores de viruléncia reduzida € mantida quando a densidade
populacional encontra-se baixa, evitando que o organismo hospedeiro inicie uma
resposta imune. Quando um nudmero suficiente de bactérias € alcancado, hd a expressao
dos genes de viruléncia e, assim, as bactérias sdo capazes de vencer as defesas do
hospedeiro (Bauer e Robinson, 2002; Donabedian, 2003).

As moléculas sinalizadoras envolvidas no mecanismo quorum sensing em
bactérias podem ser divididas em quatro categorias:

(1) Autoindutor-1 (AlI-1): Moléculas derivadas de 4cidos graxos, utilizadas por
bactérias Gram-negativas para comunicacdo intraespecifica e que possuem
estrutura de homoserina lactona acilada (AHL) (Eberl, 1999; Miller e Bassler,
2001; Whitehead et al., 2001);

(i1) Autoindutor-2 (AI-2): Furanosil borato diéster, utilizada por bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas para comunicacao intra e interespecifica (Bassler et
al., 1993; Schauder e Bassler, 2001);

(iii))  Autoindutor-3 (AI-3): Estrutura ainda desconhecida, presente em Escherichia
coli O157:H7 (Sperandio et al., 2003); e

(iv)  Aminoécidos e pequenos peptideos utilizados por bactérias Gram-positivas para
comunicacdo intraespecifica (Miller e Bassler, 2001; Schauder e Bassler, 2001;
Whitehead et al., 2001).

E provdvel que existam outros sistemas de comunicacio dependentes de

densidade populacional. Em Vibrio cholerae, por exemplo, existem pelo menos trés



sistemas que atuam em paralelo e regulam a expressao de genes de viruléncia (Miller et
al., 2002).

O quorum sensing € um mecanismo que pode ser influenciado por outras
condic¢des, sugerindo que o acimulo de autoindutores € somente um critério, entre
muitos, que as bactérias utilizam antes de ativar certas fun¢des no grupo (Gray, 1997,
Withers, Simon e Williams, 2001). Desta forma, estes microrganismos podem iniciar
atividades de grupo diferentes, dependendo das condi¢des ambientais que a populagcao
estd enfrentando. Vadrias fungdes na célula sdo controladas por sistemas multiplos que
muitas das vezes se sobrepdem. Assim, o devido cuidado deve ser observado antes de
designar uma determinada funcdo como verdadeiramente sendo resposta de uma
molécula sinalizadora (Gray, 1997). Como as bactérias podem ser capazes de sentir
diversos fatores ambientais, Withers, Simon e Williams (2001) questionaram como 0s
sinais relacionados ao quorum sensing estdo integrados com todos os outros sinais
quimicos e fisicos. Winzer, Hardie e Williams (2002) afirmaram que uma
experimentacdo cuidadosa é requerida para identificar sistemas microbianos de
comunicacao célula-célula.

Embora existam outros mecanismos de sinalizacdo dependentes de quorum
entre bactérias, os sistemas tipo LuxR-LuxI estdo entre os mais bem compreendidos.
Estes sistemas sdo responsdveis por regular funcdes requeridas para interagcdes
microrganismo-hospedeiro, o que os torna de grande importancia para o combate de
doencas infecciosas e para a obten¢do de beneficios pelas atividades microbianas
(Fuqua e Greenberg, 2002).

Nos sistemas tipo LuxI-LuxR, as moléculas sinalizadoras sdo as homoserinas
lactonas aciladas (AHLs), que tém sido identificadas em um grande ndmero de
Proteobacterias. Estas moléculas possuem uma cadeia de 4cido graxo ligada a uma
homoserina lactonada via ligagdo amida (Fuqua e Greenberg, 2002). As moléculas de
AHLs podem variar de espécie para espécie ou mesmo dentro da propria espécie. O
comprimento da cadeia acila pode estar entre quatro e 16 carbonos, usualmente em
namero par. O carbono trés da cadeia acila pode ser uma carbonila, carregar uma
hidroxila ou estar totalmente reduzido (Figura 1, Tabela 1) (Fuqua, Parsek e Greenberg,
2001; Fuqua e Greenberg, 2002). Sdo estas caracteristicas da cadeia que conferem

especificidade ao sistema quorum sensing.
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Figura 1 - Cadeias de homoserinas lactonas aciladas, onde R pode ser: =O, -OH ou —H;
n=0, 1, 2, 3, 4, 5. Adaptado de Fuqua, Winans e Greenberg (1996); Fuqua,
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Parsek e Greenberg (2001); Gram et al. (2002).
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Tabela 1 - Regulacdo de fenétipos bacterianos por quorum sensing via sinalizacao por

homoserina lactona acilada em algumas bactérias Gram-negativas.

Microrganismo Proteinas Principal AHL Fenotipo regulado
regulatorias
Aeromonas hydrophila Ahyl, AhyR C4-AHL Exoprotease
Agrobacterium Tral, TraR  3-ox0-C8-AHL Conjugacao de
tumefaciens plasmideo de viruléncia
Burkholderia cepacia Cepl, CepR C8-AHL Proteases e sideréforos
Chromobacterium Cvil, CviR  C6-AHL Exoenzimas,
violaceum antibioticos, violaceina
Erwinia carotovora subsp. Carl, CarR  3-oxo-C6-AHL Antibiético Carbapenem
Carotovora Expl, EspR e exoenzimas
Pantoea stewartii Esal, EsaR  3-oxo0-C6-AHL Exopolissacarideo
Pseudomonas aeruginosa  Lasl, lasR 3-0x0-C12-AHL Viruléncia, formagdao de
Rhll, RhIR  C4-AHL biofilme e outras fungdes
celulares
Pseudomonas fluorescens  Mupl, C6,C10,C14:1- Antibi6tico mupirocina
MupR Antibiético fenazina
Hds, 2 AHb
PhzI, PhzR
Pseudomonas putida Ppul, PpuR  3-0x0-C6-AHL, Influencia o desenvolvi-
3-oxo-C8-AHL ment utural  d
3-0x0-C12-AHL cmto. cotutural e
biofilmes
Pseudomonas syringae Psyl, PsyR ~ C6-AHL Desconhecido
3-0x0-C6-AHL
Serratia liquefaciens Swrl, SwrR C4-AHL Motilidade, Protease
Vibrio fischeri LuxI, LuxR 3-ox0-C6-AHL Bioluminescéncia
Yersinia enterocolitica Yenl, YenR C6-AHL Desconhecido

Fonte: O site do quorum sensing: www.nothinghan.ac.uk/quorum/table.htm e Cui

(2004).

O exemplo mais bem caracterizado de autoinducdo é a producdo de

bioluminescéncia pela bactéria marinha Vibrio fischeri. O mecanismo de autoindugdo

deste microrganismo foi descrito pela primeira vez no inicio da década de 70
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(Nealson, Platt e Hastings, 1970; Eberhard et al., 1972) e a estrutura da molécula
sinalizadora foi determinada na década de 80 (Eberhard et al., 1981). Esta bactéria é um
simbionte que habita os 6rgdos luminosos de certos peixes marinhos e lulas,
ocorrendo também livremente na dgua do mar (Ruby, 1996). A simbiose entre V.
fischeri e a lula Eupryma scolopes (Figura 2) € a associacdo mais bem estudada (Ruby,
1996; Whitehead et al., 2001). E. scolopes possui uma aparéncia bioluminescente em
ambientes escuros devido a manuten¢do de um nimero elevado de bactérias em seu
6rgdo luminoso. A noite, dentro do érgdo, o microrganismo atinge populacdo de 10" a
10" células por mL, apresentando luminescéncia. No entanto, na dgua do mar a espécie
encontra-se em um ndmero inferior a 10° células por mL, ndo exibindo o fendmeno
(Fuqua, Winans e Greenberg, 1996). A bioluminescéncia é explorada pela lula para

realizar um comportamento chamado contra-iluminagdo, que a ajuda a se camuflar de

predadores; em troca, ela fornece os nutrientes para o crescimento bacteriano (Graf e

Ruby, 1998).

Figura 2 - A lula E. scolopes, um dos hospedeiros da bactéria V. fisheri. A- Uma lula
adulta da espécie E. scolopes que possui cerca de 2 cm de comprimento e
abriga em seu 6rgdo luminoso aproximadamente 10" a 10" células mL™" da
bactéria Vibrio fischeri. Esta bactéria € a unica cultivada no 6rgdo luminoso
desta lula e produz luminescéncia durante a noite. Pela manha, o hospedeiro
expele, aproximadamente, 95% da cultura bacteriana para o meio, as células
remanescentes continuam a crescer e sdo capazes de alcancar um ndmero
suficiente para produzir luminescéncia durante a noite, mantendo um ciclo
diario. B— Esquema ilustrando o adulto e a emiss@o de luminescéncia a partir
do 6rgao luminoso. Fonte: A- Ladzdunski et al. (2004), B— Ruby (1996).
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O sistema de quorum sensing em V. fischeri constitui-se da proteina Luxl,
responsavel pela sintese de AHL, da proteina receptora denominada LuxR, uma
seqiiéncia no DNA denominada box [ux, localizada na regiao promotora dos genes alvos
e um grupo de genes de bioluminescéncia (Whitehead et al., 2001).

A base molecular dos estddios iniciais da indu¢do de bioluminescéncia em V.
fisheri envolve uma interacdo entre a molécula sinalizadora N-3-oxohexanoil-L-
homoserina lactona (OHHL) e a proteina reguladora de resposta LuxR (Engebrecht e
Silverman, 1984). V. fischeri expressa luxI em um nivel basal quando em densidades
populacionais baixas, assim, a concentracio de OHHL no meio permanece baixa.
Entretanto, a medida que a densidade celular aumenta, a concentragio de OHHL
também aumenta. Uma vez atingida uma concentrac¢do critica, correspondente a uma
densidade celular particular ou quorum de bactérias, a molécula indutora OHHL se liga
a proteina LuxR. A proteina ativada se liga a uma regido do DNA, conhecida como box
lux (Egland e Greenberg, 2001). Apds ligar-se a este sitio, hd a inducdo da transcri¢do
de lux-ICDABEG e [uxR (Figura 3), com um conseqiiente aumento das concentracoes
celulares de mRNA de funcdes de bioluminescéncia e sintese de OHHL. As novas
moléculas de OHHL podem entdo ativar mais proteinas LuxR, permitindo que a
bioluminescéncia e a sua prépria produgdo continuem, gerando um feedback positivo
(Engebrecht e Silverman, 1984; Fuqua, Winans e Greenberg, 1996; Whithehead et al.,
2001).

Em funcdo do mecanismo de autoindu¢@o nio iniciar até que seja atingida uma
densidade celular particular, células individuais de V. fischeri evitam gastar uma
quantidade considerdvel de energia requerida para a bioluminescéncia quando nao
associadas ao hospedeiro (Whithehead et al., 2001).

Algumas evidéncias sugerem que a proteina LuxR estd associada a membrana
plasmatica pelo dominio N-terminal (Kolibachuk e Greenberg, 1993). Esta proteina é
composta por dois dominios, um C-terminal de ligacio ao DNA (Choi e Greenberg,
1991), e um N-terminal de ligacdo a AHL (Hanzelka e Greenberg, 1995). O dominio C-
terminal de proteinas tipo LuxR possui um motivo hélice-volta-hélice, a exemplo de
outras proteinas de ligacdo ao DNA (Choi e Greenberg, 1991; Zhang et al., 2002). O
dominio C-terminal de LuxR, quando super expressado in vivo, foi capaz de induzir a
transcricdo de genes de bioluminescéncia (Choi e Greenberg, 1991) e tem sido

constatado, in vitro, que este dominio facilita a ligagdo da RNA polimerase ao promotor
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Figura 3 - O sistema LuxI/LuxR da bactéria Gram negativa V. fisheri. A- A proteina
LuxI sintetiza o autoindutor denominado N-3-oxohexanoil homoserina
lactona (OHHL) em quantidades basais e a transcricdo dos genes de
bioluminescéncia ndo ocorre. B- Quando uma determinada densidade
populacional € atingida, h4 um aumento na concentragcdo do autoindutor que

se liga a proteina LuxR ativando a transcricdo nos dois sentidos dos genes
luxR e luxICDABEG.
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alvo (Stevens, Dolan e Greenberg, 1994). O dominio de ligacdo da proteina TraR,
homdloga de luxR, a molécula sinalizadora parece prover uma interface de dimerizacao
extensiva, enquanto o dominio de ligacdo ao DNA contribui para interagdes adicionais
(Zhang et al., 2002). Quin et al. (2000) citados por Zhang et al. (2002) concluiram que a
ligacio de AHL leva a uma dimerizagdo de TraR, sua liberagdo da membrana
citoplasmadtica e aumento de sua estabilidade.

A regido do DNA na qual a proteina LuxR se liga é conhecida como box lux.
Em V. fischeri, o box lux é um elemento de 20 pb com simetria, localizado a 40 pb
upstream dos genes regulados por LuxR. Seqii€ncias tipo box [ux ja foram identificas
em genes regulados por quorum sensing em outros microrganismos, embora nem todos
os genes regulados por este mecanismo sejam precedidos por seqiiéncias deste tipo
(Cui, 2004). Enquanto um box [ux minimo ainda ndo foi definido, uma seqiiéncia
consenso tem sido determinada por alinhamento com outras seqiiéncias upstream dos
promotores regulados por homdlogos de LuxR (Fuqua, Winans e Greenberg, 1994;

Gray et al., 1994) (Figura 4).

Box lux de V. fisheri MJ1 ACCTGTAGGATCGTACAGGT

Consenso tipo box lux RNSTGYAXGATNXTRCASRT
Figura 4 — A seqiiéncia de nucleotideos do box lux de V. fisheri MJ1 e uma seqiiéncia
consenso para elementos tipo box /ux encontrados em regides promotoras de
genes regulados por homdlogos de LuxR. Seqii€ncia consenso, abreviacdes:

N=A,T,C ou G; S=C ou G; Y=T ou A; X=N ou um gap na seqiiéncia
(adaptado de Cui, 2004).

Todas as proteinas tipo LuxI parecem ser ortdlogos que catalisam a formagao de
AHLs. Estas enzimas dirigem a formacdo da ligacdo amida entre a cadeia acila e o
grupo amino de S-adenosilmetionina (SAM) (Hanzelka et al., 1997; Whitehead et al.,
2001). A sintese de AHLs requer SAM e precursores da via biossintética de acidos
graxos que sdo providos pelas proteinas carreadoras de grupos acilas denominadas de

ACP (Moré et al., 1996).
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2.3. Quorum sensing em outros microrganismos

Por muitos anos a pesquisa baseada na comunicacdo célula-célula via AHL
ficou limitada a estudos com as bactérias marinhas V. fischeri e V. haveyi. Apenas no
inicio dos anos 90 foi verificado que o sistema era comum em outras bactérias por meio
de estudos realizados principalmente, com estirpes de Pseudomonas aeruginosa e
Erwinia carotovora.

P. aeruginosa esta freqiientemente associada a infecches em pessoas
imunosuprimidas, especialmente aquelas com AIDS, fibrose cistica ou ferimentos
resultantes de queimaduras severas (Govan e Deretic, 1996). A patogenicidade de P.
aeruginosa ¢ dependente da sua capacidade de produzir e secretar diversos produtos
extracelulares (Tabela 2) que estdo sob o controle de dois sistemas de quorum sensing.
Estes sistemas sdao do tipo LuxR-LuxI e funcionam de modo hierdrquico (Parsek e

Greenberg, 1999; de Kievit e Iglewski, 2000; Whitehead et al., 2001).

Tabela 2 - Fatores de viruléncia regulados por quorum sensing em Pseudomonas

aeruginosa.
Fatores de viruléncia Referéncias
Elastase Toder et al., 1994
Protease alcalina e exotoxina A Gambelo et al., 1993
Proteinas de secre¢ao Chapon-Herve et al., 1997
Catalase e superdxido dismutase Hassett et al., 1999
Raminolipideo Pearson, Pesci e Iglewski, 1997
Piocianina Latifi et al., 1995; Brint e Ohman, 1995
Formacao de biofilme Donabedian, 2003
Homoserina lactona acilada Latifi et al., 1995; Seed, Passador e

Iglewski, 1995

Especificamente, o sistema Lasl/LasR (homoélogo a LuxI/LuxR) inicia uma
cascata de sinalizac¢ao por indugdo da transcri¢ao de fatores de viruléncia em densidades
celulares altas. A proteina Lasl sintetiza uma molécula autoindutora identificada como
3-0x0-C12-AHL, usualmente referida como PAI-1 (Passador et al., 1993).

Adicionalmente, LasI/LasR ativam a expressdo de rhll e rhlR que ativam genes que ja
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estdo sob o controle de Lasl/LasR, além de genes adicionais especificos. A proteina
RhlI sintetiza uma segunda molécula sinalizadora, a C4-AHL, conhecida usualmente
como PAI-2 (Latifi et al., 1996). A regulacio RhlI/RhIR por Lasl/LasR garante o
estabelecimento de dois circuitos de quorum sensing que ocorrem de forma seqiiencial.
Além destes sinalizadores quimicos, P. aeruginosa também produz outras duas
moléculas uma, denominada sinal quinolona de Pseudomonas (SQP) e outra,
denominada dicetopiperazina (DKP), que também estdo envolvidas no sistema quorum
sensing hierdrquico desta bactéria (Pesci et al., 1999; Holden et al., 1999; Holden, Swift
e Williams, 2000).

Segundo Donabedian (2003), a capacidade de P. aeruginosa em formar
biofilme é reconhecida como um importante mecanismo de viruléncia. A formacgao de
um biofilme de estrutura normal por P. aeruginosa estirpe PAO1 € dependente da
sintese do autoindutor PAIl, como demonstrado por Davies, Parsek e Pearson (1998).
Neste estudo foi observado que bactérias com o gene /asl inativo produziram biofilmes
que tinham apenas 20 % da espessura de um biofilme produzido pela estirpe selvagem.
Ao adicionar a molécula sinal ao meio de cultivo, o mutante lasl desenvolveu biofilmes
iguais ao do organismo selvagem, indicando que a AHL era responsavel pela arquitetura
complexa observada em biofilmes maduros produzidos por esta bactéria. Em outro
estudo realizado por Hassett et al. (1999), mutantes para o gene lasl produziram
biofilmes mais fracos e facilmente destrutiveis, apresentando maior susceptibilidade a
agentes oxidantes, como perdxido de hidrogénio.

A formacgdo de biofilme em P. aeruginosa envolve uma via programada.
Segundo Parsek e Greenberg (2000), o quorum sensing, sob certas condicoes,
desempenha alguma fun¢do na conversao de microcoldnias sobre uma superficie em um
biofilme maduro. Ainda ndo se sabe quais os genes estdo sob o controle do quorum
sensing no desenvolvimento do biofilme por P. aeruginosa, mas o requerimento da
comunicacdo célula-célula durante a maturagdo do mesmo pode variar de acordo com as
condi¢cdes ambientais (Heydom et al., 2002). Segundo estudo realizado por Sauer et al.
(2002), o quorum sensing seria responsavel por apenas uma por¢ao do nimero total de
genes cuja regulacdo € alterada durante o estagio irreversivel de desenvolvimento do
biofilme. A implicacdo deste estudo € que o papel do quorum sensing e de outros
mecanismos de sinalizacdo ndo estdo esclarecidos e que este complexo de sistemas

estdo sob controle intra e extracelular (Stoodley et al., 2002).

17



Em Agrobacterium tumefaciens o quorum sensing estd envolvido na
transferéncia de DNA oncogénico para o nucleo de células vegetais, induzindo a
formacdo de tumor. O tumor secreta opinas que sdo usadas como nutrientes pelas
bactérias e como sinal para transferéncia de plasmideos Ti (indug¢do do tumor) para
células de A. tumefaciens contendo plasmideos ndo Ti (Whitehead et al., 2001). A
regulacdo de plasmideos de conjugacdo Ti em A. tfumefaciens é complexa e envolve
vdrias proteinas. O propésito deste tipo de regulac@o via inducdo por opinas pode ser
para garantir que todas as células da populacdo sejam capazes de catabolizar opinas
produzidas pelo tumor (Whitehead et al., 2001).

Em Chromobacterium violaceum, uma bactéria encontrada no solo e agua, a
producdo de violaceina, um pigmento roxo com atividade antibacteriana, é dependente
da densidade populacional. Throup et al. (1995) verificaram que o sobrenadante da
cultura de C. violaceum, em fase estaciondria, era capaz de induzir bioluminescéncia em
uma estirpe monitora de E. coli recombinante, indicando que C. violaceum produzia
AHL. Estudos posteriores confirmaram que a producao de violaceina por C. violaceum
era regulada por quorum sensing via HHL (McClean et al., 1997) e foi desenvolvido um
sistema monitor baseado nesta caracteristica.

V. harveyi, semelhantemente a V. fischeri, utiliza 0 mecanismo quorum sensing
para regular genes relacionados a bioluminescéncia. Esta bactéria niao utiliza um
mecanismo quorum sensing tipo LuxI/LuxR como V. fischeri e outras bactérias Gram-
negativas. Segundo Bassler et al. (1993), ela possui um sistema guorum sensing unico,
tipico de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Especificamente, V. harveyi
utiliza um autoindutor, homoserina lactona acilada, similar aos autoindutores de Gram-
negativas. Entretanto, a detec¢do do sinal depende de mecanismo de quorum sensing
baseado no sistema de dois componentes de Gram-positivas.

Dois circuitos integrados de gquorum sensing governam os genes [ux de V.
harveyi e cada um pode induzir a bioluminescéncia independentemente. O sinal para um
dos sistemas € a 3-hidroxi-C4-AHL. O segundo sistema é baseado em um sinal descrito
originalmente como AI-2 (Figura 5) (Bassler et al., 1993; Chen et al., 2002). E crescente
o nimero de evidéncias de que outras bactérias também respondem a sinais tipo Al-2 e
que, por analogia ao V. harveyi, estes microrganismos podem também monitorar a

presenca de outras bactérias produtoras de AI-2 no ambiente local (Cui, 2004).
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Figura 5 - Estrutura da molécula AI-2 (Chen et al., 2002).

24. Métodos de deteccao de AHL

A verificagdo da produ¢dao de AHL tem tipicamente dependido de sistemas de
monitoramento bacteriano (Swift et al., 1993; Cha et al., 1998; Gram et al., 1999). Esses
sistemas monitores consistem de uma resposta fenotipica, como bioluminescéncia,
produgdo do pigmento roxo violaceina ou atividade de B-galactosidase, ativada por uma
proteina receptora de AHL (Ravn et al., 2001). Cada proteina receptora, denominada de
proteina R, responde a diferentes AHLs (McClean et al., 1997; Cha et al., 1998; Winson
et al., 1998).

As bactérias geralmente usadas como indicadoras da produ¢do de AHL sao A.
tumefaciens A136 (Shaw et al., 1997), C. violaceum CV026 (McClean et al., 1997) e E.
coli com plasmideo pSB403 contendo a proteina LuxR de V. fisheri e genes de
bioluminescéncia (Swift et al., 1993; Winson et al., 1998). Recentemente, Zhu et al.
(2003) desenvolveram um bioensaio para detecc¢ao ultrasensivel de AHLs com a estirpe
A. tumefaciens KYCSS5. Esta estirpe foi capaz de detectar quantidades extremamente
baixas de autoindutores, na ordem de pM, e foi usada para detectar AHL pela primeira
vez na bactéria Mesorhizobium huakuii, um simbionte que fixa nitrogénio em
associacdo com o legume Astragalus sinicus.

Um mesmo sistema monitor ndo € capaz de detectar todas as estirpes
produtoras de AHL em uma populagdo. Para Ravn et al. (2001), o ideal € usar mais de
um sistema em uma andlise. Segundo Gram et al. (1999), os sistemas monitores de AHL
mais usados sdo C. violaceum CV026 e E. coli pSB403 pois detectam espectros de
AHLs diferentes. Usando sistemas de monitoramento bioldgico € possivel, de uma
maneira rdpida e menos onerosa, avaliar os tipos de AHLs produzidos (Shaw et al.,

1997). A identificacdo de AHL pode ser baseada na separacdo das AHLs de extratos
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bacterianos por cromatografia de camada fina (TLC), biorevelacio com uma bactéria

monitora e comparagao com a corrida de padrdes (Shaw et al., 1997; Ravn et al., 2001).

2.5. Quorum sensing — Como controlar a comunicacio entre células?

O sistema de comunicacdo célula-célula estd amplamente distribuido entre as
bactérias e alguns mecanismos que inibem esta comunicacao ja estdo sendo estudados.
Dong et al. (2000) descobriram uma enzima de Bacillus sp. 240B1, denominada AiiA,
que € capaz de degradar AHL. O gene aiiA, que codifica para a lactonase de Bacillus,
foi clonado, seqiienciado e a introdu¢do deste em E. carotovora reduziu
significativamente a producdo da molécula sinalizadora OHHL por esta bactéria e a
concentracdo de enzimas pectinoliticas extracelulares em 10 vezes, atenuando a
patogenicidade deste microrganismo contra diversas plantas (Dong et al., 2000). Plantas
transgénicas construidas pela introdu¢do do gene aiiA via transformacdo com A.
tumefaciens demonstraram maior resisténcia a infeccdo por E. carotovora (Dong et al.,
2001). A enzima lactonase atua hidrolisando o anel lactona e parece estar presente em
diversas subespécies de Bacillus (Lee et al., 2002). Lin et al. (2003) clonaram um gene,
denominado aiiD, que codifica para uma outra classe de enzimas capazes de degradar
AHL, denominada de acilase. A enzima AiiD foi capaz de eliminar a comunicacao
célula-célula em P. aeruginosa e a viruléncia de Caenorhabditis elegans.

Furanonas halogenadas produzidas pela alga Dalisea pulchra inibem a
expressao génica mediada por AHL por interferir na ligagao do indutor a proteina LuxR
(Manefield et al., 2002). Vérios trabalhos mostram a interferéncia de furanonas com o
sistema quorum sensing em bactérias (Rice et al., 1999; Manefield et al., 2001; Ren,
Sims e Wood, 2002).

Tateda et al. (2001) avaliaram o efeito do antibidtico azitromicina, usado para
tratamento de vdrias infec¢Oes bacterianas, sobre o sistema guorum sensing em P.
aeruginosa. Os autores verificaram que 2 ug mL"' de azitromicina inibiram o circuito
quorum sensing em P. aeruginosa PAO1 e propuseram que o antibidtico interfere com a
sintese das moléculas sinalizadoras, levando a uma reducao da produgdo dos fatores de
viruléncia.

Rasmussen et al. (2005) construiram um sistema para deteccao de inibidores de

quorum sensing e verificaram que varios compostos, tanto naturais quanto sintéticos,
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apresentavam efeito sobre a comunicagdo célula-célula. Dentre estes compostos, o
extrato de alho foi um dos mais ativos, apresentando especificidade contra genes de
viruléncia em P. aeruginosa controlados por quorum sensing e reduzindo a tolerancia

de biofilmes desta bactéria ao antibidtico tobramicina.

2.6. Quorum sensing em bactérias deterioradoras de alimentos

Tem-se especulado que moléculas de AHL poderiam estar implicadas na
regulacdo de fendtipos importantes na deterioracdo de alimentos (Gram et al., 1999;
Christensen et al., 2003). Concentragdes elevadas de AHLs tém sido detectadas em
alimentos industrializados e muitas bactérias isoladas de alimentos associadas com a
deterioracdo, como membros da familia Enterobacteriaceae e espécies de Pseudomonas,
produziram esse tipo de molécula (Laue et al., 2000; El-Sayed, Hothersall ¢ Thomas,
2001; Ravn et al., 2001; Gram et al., 2002; Flodgaard et al., 2003).

A mera deteccdo de autoindutores em bactérias ndo fornece informacgao
suficiente para determinar qual fendtipo estd sendo regulado. Para elucidacdo deste
evento, diversos experimentos podem ser realizados. Em P. aeruginosa, Whiteley et al.
(1999) construiram uma biblioteca de genes regulados por AHL por meio de
mutagénese insercional com o transposon Tn5, por meio de fusdes randomicas do gene
lacZ no cromossomo de mutantes duplos lasl/rhll, incapazes de sintetizar AHL. A
insercdo em genes controlados pelo quorum sensing podia ser monitorada pela
expressdo de B-galactosidase na presenga e auséncia das moléculas autoindutoras 3-oxo-
C12-AHL e C4-AHL. Utilizando esta técnica, os autores verificaram que 39 genes
estavam sob o controle do quorum sensing.

Utilizando uma técnica semelhante, Christensen et al. (2003) demonstraram
que diversas enzimas hidroliticas sintetizadas por Serratia proteamaculans B5a, uma
bactéria deterioradora de alimentos, sdo reguladas por quorum sensing. Estes autores
demonstraram ainda que o quorum sensing estd envolvido na deterioragdo in situ em
leite. Whan, Dunstall e Rowe (2000) sugeriram que o quorum sensing participa da
regulacdo da atividade hidrolitica em Pseudomonas deterioradoras de leite. Porém, até o
momento, apenas um resumo foi publicado no Annual Meeting Book of Abstracts do
Istitute of Food Technologists (IFT) com estudo relacionado ao fato (Liu e Griffiths,

2003). Com base nos dados da literatura, Gram et al. (2002) sugeriram que, em virtude
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do envolvimento freqiiente de AHLs, tanto direta como indiretamente, na regulacdo de
enzimas hidroliticas extracelulares, a hipdtese merece investigacao.

Um sistema quorum sensing foi recentemente encontrado na estirpe NCIMB
10586 de P. fluorescens (El-Sayed, Hothersall e Thomas, 2001). Os produtos dos genes
mupR e mupl apresentaram homologia as proteinas LaR/LuxR e Lasl/LuxI,
respectivamente. O gene mupR codifica uma proteina de 234 aminoacidos e tem uma
massa molecular de 26 kDa; mupl codifica uma proteina de 191 aminoicidos com
massa molecular de 21 kDa. Esses autores demonstraram ainda que o sistema quorum
sensing mupR/mupl regula um grupo de genes responsaveis pela sintese do antibidtico
mupirocina. Embora a molécula autoindutora da estirpe NCIMB 10586 ndo tenha sido
identificada, varias outras ja foram encontradas em diferentes estirpes de P. fluorescens.

Em um estudo realizado por Shaw et al. (1997), a estirpe 2-79 produziu até
cinco moléculas diferentes de AHL conforme verificado por cromatografia de camada
fina (TLC) e espectrometria de massa (MS). Trés das AHLS foram identificadas como
N-3-hidroxi-C6-HSL, N-3-hidroxi-C8-HSL, N-3-hidroxi-C10-HSL, wuma sendo
possivelmente N-C8-HSL e outra identificada por Cha et al. (1998) como sendo HHL.
A estirpe F113 produz, pelo menos, trés diferentes AHLs (Laue et al., 2000). Dentre as
moléculas identificadas estavam: N-3-hidroxi-7-cis-tetradecenoil-HSL (30H,C14:1-
HSL); N-decanoil-HSL (C10-HSL) e HHL. Além disto, os autores identificaram um
gene nesta estirpe, denominado htdS, que codifica a proteina HtdS capaz de sintetizar as
trés AHLs. A proteina HdtS possui massa molecular de 33 kDa e ndo pertence a familia
LuxI. Assim, HtdS pertence a uma terceira familia de proteinas relacionadas a sintese de
AHLs. Porém, outros estudos demonstraram que nenhuma AHL foi detectada nas
estirpes 1855.344 (Cha et al., 1998), B52 (Allison et al., 1998) e pf 7-14 (Dumenyo et
al., 1998). Holden et al. (1999) identificaram um composto que podia ativar a
luminescéncia em uma estirpe monitora porém, este composto ndo era uma AHL, mas
sim, uma dicetopiperazina (DKP). De acordo com Cui (2004), estes trabalhos
demonstram a complexidade do quorum sensing e a existéncia de comunicagdo cruzada
em sistemas de sinalizacdo de P. fluorescens.

Elasri et al. (2001) verificaram que a producdo de AHL parece ser mais comum
entre Pseudomonas isoladas de plantas do que de solo. Em razdo da existéncia de
diferencas no perfil de AHL de P. fluorescens examinadas até a data, Cui (2004) sugeriu

que pode haver correlagdo entre o hébitat e o perfil de producao de AHL nesta espécie.
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O estudo do quorum sensing e sua relacio com bactérias deterioradoras ou
patogénicas isoladas de alimentos faz-se necessdrio para que haja uma melhor
compreensdo do papel deste sistema na ecologia de alimentos. Este conhecimento
podera contribuir para a gera¢do de novas estratégias para o controle do crescimento de
bactérias indesejdveis e da producdo de metabdlitos prejudiciais aos alimentos,
apresentando um grande potencial para a preservacgdo e seguranca destes produtos.

Moléculas sinalizadoras de quorum ja foram identificadas em muitas bactérias
isoladas de diversas fontes. E possivel que a producdo de AHL seja freqiiente entre
isolados psicrotréficos proteoliticos de leite. Considerando que a expressdo de genes
relacionados ao quorum sensing estd associada a altas densidades populacionais e, a
producdo de enzimas proteoliticas por estirpes de P. fluorescens, conforme verificado
por diversos autores, inicia-se ao final da fase logaritmica e inicio da fase estaciondria
de crescimento, existe a possibilidade de que a producdo de proteases, em P.

fluorescens, esteja sob o controle do quorum sensing.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e no Laboratério de Microbiologia Industrial no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) do Departamento de Microbiologia, da
Universidade Federal de Vicosa - MG.

3.1. Condicoes de Cultivo dos Microrganismos e Estocagem de Culturas

Cingiienta e trés isolados bacterianos psicrotréficos proteoliticos provenientes
de amostras de leite cru refrigerado identificados por Pinto (2004) foram investigados
quanto a producdo de AHL. Os isolados foram cultivados em caldo Luria-Bertani (LB)
contendo peptona 1 %, extrato de levedura 0,5 %, NaCl 0,5 %, ao invés de 1 %, como
descrito por Ravn et al. (2001). A incubacao foi feita a 25 °C por 24 h.

As estirpes monitoras foram também cultivadas em LB acrescido dos
antibidticos apropriados: tetraciclina, a 4,5 g mL" e espectinomicina, a 50 ug mL
para o cultivo de A. tumefaciens A136, canamicina, a 20 ug mL™" para o cultivo de C.
violaceum e tetraciclina, a 20 ug mL"' para o cultivo de E. coli pSB403. As estirpes
monitoras A. tumefaciens KYC55(pJZ410)(pJZ372)(pJZ384) e
WCF47(pCF218)(pCF372) foram cultivadas em meio minimo AT (Tempé et al., 1977).
O meio AT foi adicionado dos antibi6ticos tetraciclina, na concentracio de 2 ug mL™,

espectinomicina, a 100 pg mL™", gentamicina, a 100 pg mL™" para o cultivo da estirpe

24



KYC55 e dos antibidticos tetraciclina, a 2 ug mL™" e canamicina, a 100 pg mL™" para o
cultivo da estirpe WCF47 (Zhu et al., 2003).

O isolado de P. fluorescens O7A foi cultivado sob diferentes condi¢des
conforme descrito no item 3.3. Todas as culturas usadas neste estudo foram mantidas
congeladas em ultrafreezer, a —80 °C, em tubos de microcentrifuga contendo caldo

infusdo de cérebro e coracdo (BHI) adicionado de 40 % de glicerol.

3.2. Transformacao de E. coli DH5a com o plasmideo pSB403

Células ultracompetentes de E. coli DHS5a foram obtidas conforme Inoue
(1990). A transformacao foi realizada conforme Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989).
Um pL do plasmideo pSB403 (Figura 6) foi adicionado a 200 pL. de uma suspensdo de
células ultracompetentes, contidas em um tubo de microcentrifuga. As células foram
deixadas em repouso, por 30 min, em banho de gelo e entdo, submetidas a um choque
térmico a 42 °C, durante 1 min. Posteriormente, as c€lulas foram deixadas em banho de
gelo. Em seguida, foi acrescentado 1 mL de meio SOC (triptona 2 %, extrato de
levedura 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM e glicose 20
mM) e a mistura foi colocada a 37 °C por, 1 h, sob agitacio de 200 RPM. Em seguida,
aliquotas de 10, 50 e 100 pL foram plaqueadas por espalhamento, em superficie de dgar
LB , acrescentado de 20 pg mL™" de tetraciclina. Foi selecionada uma coldnia dos
transformantes, que foi utilizada como estirpe monitora de AHL. A estirpe
transformante de E. coli DH5o foi estocada em tubos de microcentrifuga contendo
caldo BHI acrescido de 40 % de glicerol e mantida sob congelamento a —80 °C.

O plasmideo pSB403 apresenta o gene que codifica a proteina que confere
resisténcia ao antibidtico tetraciclina e os genes responsdveis pela bioluminescéncia,
com excecdo do gene /uxI que codifica a sintase de AHL (Figura 6) (Winson et al.,

1998).
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EcoR1

Figura 6 - Plasmideo pSB403. O plasmideo apresenta o gene que confere resisténcia ao
antibidtico tetraciclina e os genes responsaveis pela sintese de LuxR e
bioluminescéncia. Adaptado de Winson et al. (1998).

3.3. Deteccao de microrganismos produtores de AHL em meio sélido e liquido

As bactérias monitoras foram cultivadas em meio LB solidificado com 1,2 %
de 4gar, quando necesséario e suplementado com os antibidticos apropriados.

A producdo de AHL por bactérias psicrotroficas proteoliticas isoladas de leite
cru refrigerado foi avaliada em bioensaio realizado em meio s6lido descrito por Ravn et
al. (2001), utilizando as estirpes monitoras C. violaceum CV026, E. coli pSB403 e A.
tumefaciens A136. Um resultado positivo para a estirpe CV026 foi a producdo de
violaceina, evidenciada pelo desenvolvimento de coloragdo roxa da cultura ou a inibi¢ao
da producdo desta coloracio em meio suplementado com N-hexanoil-L-homoserina
lactona (HHL). Para E. coli pSB403 foi a producao de bioluminescéncia, observada em
sala escura e para a A. tumefaciens A136 a produgcdo de P-galactosidase (B-Gal),
evidenciada pela coloracdo azul da colonia.

As estirpes avaliadas foram ativadas em caldo LB a 25 °C por,
aproximadamente, 18 h e entdo, foram estriadas em 4gar LB em paralelo a estirpe
monitora. O teste com A. tumefaciens A136 foi conduzido de forma semelhante, porém

o 4gar foi suplementado com 50 pg mL"' de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
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galactopiranosideo (X-Gal). A estirpe C. violaceum CV026 é um mutante deficiente na
producdo de AHL e, conseqiientemente, violaceina. Porém, na presenca de AHL
exdgena de cadeias laterais de quatro a seis carbonos, a cultura torna-se roxa. E. coli
pSB 403 é uma estirpe transformante que produz luminescéncia na presenca de AHLs
de cadeias laterais de seis a oito carbonos com ou sem substituintes oxo. A estirpe A.
tumefaciens A136 contém uma fusdo do gene lacZ ao gene tral e produz uma coloragcdo
azul na presengca de X-Gal em resposta a AHL, principalmente aquelas com
substituicdes 0Xo.

O controle negativo deste experimento foi realizado estriando as estirpes
monitoras paralelas a elas mesmas. Como controle positivo para a produ¢do de AHL
nos bioensaios com as estirpes C. violaceum CVO02 e E. coli pSB403, foi utilizada a
estirpe C. violaceum ATCC 6357, produtora de AHL de seis carbonos. Nos testes com a
estirpe A. tumefaciens A136 como monitora, o controle positivo consistiu-se da estirpe
de referéncia Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, produtora de AHL de quatro e 12
carbonos.

A presenca de cadeias longas de AHLs foi detectada em um bioensaio de
inibicdo de C. violaceum CVO026, estriando-se a estirpe a ser testada em LB
suplementado com 75 nM de HHL. As placas foram incubadas por 24 h a 25 °C e, logo
apos este periodo de incubagdo, a estirpe monitora C. violaceum CV026 foi estriada em
paralelo a estirpe teste. Apds reincubacdo a 25 °C por mais 24 h, a auséncia de
colora¢do, devido a inibi¢do da producdo de violaceina, foi considerada um indicativo
da presenga de AHL de cadeia longa. Como controle negativo, foi utilizado a propria
estirpe monitora e, como controle positivo, a estirpe P. aeruginosa ATCC 15442.

O isolado de P. fluorescens O7A foi também avaliado quanto a producdo de
AHL em meio liquido AT em um bioensaio, desenvolvido neste trabalho, com as
estirpes monitoras A. fumefaciens A136, A. tumefaciens WCF47 e A. tumefaciens
KYCS55. P. fluorescens 07A foi pré-ativada em meio AT por 24 h, a 25 °C, sob agitacdo
de 150 RPM. Em seguida, foi inoculada em 50 mL de meio AT e incubada sob as
mesmas condi¢des. Foi obtido o sobrenadante livre de células por centrifugacao a 6 000
g, por 10 min, a 4 °C, em centrifuga Sorvall RC5C (Dupont, EUA), seguido da
esterilizacdo por filtracio em membranas Schleicher & Schuell (0,2 um de poro e 25
mm de didmetro) e estocagem a —20 °C até o momento do ensaio. Aproximadamente 12
mL do sobrenadante, pré-aquecido a 40 °C, foram adicionados a placas de Petri de 90

mm de didmetro contendo 40 ug mL" de X-Gal, os antibiGticos apropriados para as
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culturas A. tumefaciens A136, KYCS55 e WCF47 e 5 mL do dgar AT, na temperatura de
50 °C. Ap6s a solidificacio do meio, as estirpes monitoras foram estriadas e o
surgimento da coloragdo azul foi monitorado periodicamente, por até 60 h de incubagao,
a 25 °C. Foi também preparado dgar AT suplementado com 75 nM de HHL como
controle positivo e dgar AT sem suplementos foi utilizado como controle negativo. A
presenca de AHL no sobrenadante esterilizado da cultura foi indicada pela producdo de
coloragdo azul, resultante da hidrélise de X-Gal pela estirpe monitora. Cada bioensaio

foi realizado em duplicata e em duas repeti¢cdes independentes.

34. Extracao de AHL

A extracdo de AHL das estirpes Serratia liquefaciens 016 e P. fluorescens 07A
foi realizada conforme descrito por Ravn et al. (2001), com modificacdes ou como
Shaw et al. (1997). Apds crescimento das culturas em 15 mL de caldo LB, as células
foram removidas por centrifugagao a 5 000 g, por 10 min, a 10 °C e o sobrenadante foi
esterilizado por filtracao.

Aproximadamente 10 mL do filtrado obtido foram misturados com volume
igual de acetato de etila acidificado com 0,5 % de acido férmico. A mistura foi agitada
vigorosamente, por 30 s, em funil de separacdo por trés vezes, permitindo-se a
separacdo das fases entre os periodos de agitacdo. A fragdo orgénica foi retirada e outro
igual volume de acetato de etila acidificado foi adicionado. O processo foi repetido por
trés vezes. As fracdes de acetato de etila foram combinadas e evaporadas em capela de
exaustdo, a temperatura ambiente, por aproximadamente 2 h. O residuo foi
ressuspendido em 3 mL de acetato de etila acidificado, filtrado em papel Whatman n°.1,
e o solvente evaporado sob viacuo de 25 mm de Hg a temperatura de 25 °C por,
aproximadamente, 3 h. O conteudo final foi ressuspendido em um volume de 0,5 a 1
mL de 4dgua destilada esterilizada. A presengca de AHL no extrato foi verificada
adicionando-se 30 uLL do mesmo a pocinhos de 3 mm de diametro feitos em dgar LB 1,2
%, adicionado dos antibiéticos apropriados e, X-Gal, na concentra¢io de 50 pg mL"
quando requerido. O meio foi inoculado previamente com, aproximadamente, 10’ UFC
mL" da estirpe monitora C. violaceum CV026 ou A. tumefaciens A136. A formacdo de

halo roxo, resultante da produgdo de violaceina CV026 e o aparecimento da coloracdo
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azul, resultante da hidrélise de X-Gal por A. tumefaciens A136 foram considerados
resultados positivos para a presenca de AHL.

Um volume de 100 mL de sobrenadante esterilizado, obtido da cultura de P.
fluorescens O7A, cultivada em caldo LB por 14h e 18 h de incubagdo, a 25 °C, sob
agitacdo de 150 RPM, foi extraido com igual volume de acetato de etila, como descrito
anteriormente. A presenca de AHL neste extrato foi verificada pela adicdo de uma
aliquota de 0,1 mL do mesmo a 15 mL de dgar AT suplementado com 40 pug mL" de X-
Gal e os antibidticos apropriados para a estirpe A. fumefaciens KYCSS5. Foi também
preparado agar AT suplementado com 75 nM de HHL como controle positivo e dgar
AT suplementado com 0,1 mL de dgua destilada esterilizada como controle negativo. A
estirpe monitora foi estriada na placa e o surgimento da coloragcdo azul foi monitorada
periodicamente, por um periodo de até 60 h de incubacgdo a 25 °C. O experimento foi
realizado em duplicata em duas repeticdes independentes. O extrato final obtido foi

utilizado para o experimento de autoinducdo descrito no item 3.11.

3.5. Determinacio da producio de AHL por P. fluorescens 07A em meio

liquido

A estirpe P. fluorescens 07A foi cultiva sob agitacdo de 150 RPM, a 25 °C, em
agitador rotatério Psycrotherm (New Brunswick Scientific, EUA) em frascos de 500
mL contendo 200 mL dos meios TYEP + CaCl, 0,25 % ou MMS (descritos no item
3.6). O in6culo inicial foi de, aproximadamente, 10* UFC mL'l, e o crescimento celular
foi monitorado por contagem de colonias em placas, pela técnica de microgotas
(Morton, 2001). A partir de 13 h de incubacdo, volumes de 15 mL de sobrenadante da
cultura, obtidos por centrifugacdo a 5 000 g, por 10 min, foram tratados com acetato de
etila para extracao de AHL. O residuo final obtido foi ressuspendido em 500 uL de dgua
destilada esterilizada. Uma aliquota de 100 puL do extrato final foi adicionada a 1 mL de
meio AT contendo, aproximadamente, 10" UFC mL™' da cultura de A. tumefaciens
KYCS55, pré-ativada no mesmo meio por 30 h, sob agitacdo de 150 RPM a 25 °C, em
um bioensaio ultrasensivel para deteccdo de AHL, conforme descrito por Zhu et al.
(2003). A cultura foi incubada sob agitacao de 150 RPM por 12 h, a 25 °C e a atividade
especifica de B-Gal determinada conforme Miller (1972), com modificagcdes. Apds o

periodo de incubacdo, os tubos contendo as culturas foram colocados no gelo, por 20
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min, para prevenir o crescimento celular. A absorvancia a 600 nm foi lida para
determinagdo do crescimento celular. Quinhentos UL da cultura foram adicionados a
500 uL de tampao Z (Na,HPO4.7H,0 0,06 M; NaH,PO4 0,04 M; 0,01 M KCI; 0,001 M
MgS0,4.7H,0; 0,05 M B-mercaptoetanol por litro de dgua destilada, pH final 7,0) em
um tubo de vidro. As células foram permeabilizadas por adicio de 100 pL de
cloroférmio, 50 pL de Sulfato Dodecil de Sédio (SDS) 0,1 % e agitacdo por 10 s, em
agitador de tubos. Os tubos foram colocados em banho-maria a 28 °C, por 5 min, a
reacdo iniciada pela adicdo de 0,2 mL de o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG -
4 mg mL") seguindo-se de agitacdo em agitador de tubos por mais 10 s. O tempo de
inicio da reacdo foi anotado e, apds periodo suficiente para desenvolvimento de
coloragcdo amarela, a reacao foi interrompida pela adi¢do de 0,5 mL de uma solugdo de
Na,COs 1 mol L. A densidade optica a 420 nm e 550 nm foi lida em espectrofotdmetro
Beckman modelo DU640 (EUA) e a atividade enzimatica, em Unidades Miller, foi
avaliada conforme Equagdo 1. O experimento foi realizado em duplicata, com duas
repeticoes independentes. Como controle positivo da reagdo, foram inoculados 750 nM
de HHL dissolvidos em dgua e como controle negativo foi adicionada uma aliquota de
0,1 mL de 4gua destilada esterilizada ao meio AT. O operon lac totalmente induzido

apresenta cerca de 1 500 Unidades Miller, enquanto um ndo induzido apresenta de 1,5 a

3 unidades.
Equacao 1:
Unidades Miller = 1000 x (DOa4o_— (1,75 x DOss0))
t x v X DOgy
Sendo:

t = tempo de reacdo em minutos

v = volume da cultura usada no ensaio em mL

A estirpe A. tumefaciens KYCS55 ndo produz moléculas autoindutoras, mas
superexpressa a proteina TraR e possui uma fusdo tral-lacZ, permitindo a deteccio de
AHL por indugdo da produgdo da enzima P-galactosidase, usualmente medida em

Unidades Miller (UM) (Miller, 1972).
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3.6. Crescimento e atividade proteolitica de P. fluorescens 07A em diferentes

meios de cultivo

O crescimento e a atividade proteolitica do isolado P. fluorescens O7A foram
acompanhados em diferentes meios de cultura incluindo: caldo TYEP (triptona 1 %,
extrato de levedura 0,25 %, KH,PO4 0,1 %, K;HPO,4 0,1 %), caldo TYEP acrescentado
de 0,5 % de lactose, caldo TYEP acrescentado de 0,5 % de glicose, Caldo TYEP + 0,25
% de CaCl,, Meio Minimo Sal (K;HPO4 0,7 %; KH,PO4 0,2 %; MgS04.7H,0 0,02 %;
(NH4)2SO4 0,1 %; glicerol 0,4 % e CaCl, 1 mmol L'l), Leite Desnatado Reconstituido
12 % (LDR 12 %).

A incubacgdo foi a 22 °C, com agitacdo de 150 RPM em agitador rotatorio.
Periodicamente, durante o crescimento bacteriano, foram retiradas aliquotas para a
determina¢do do ndmero de células vidveis pela técnica de microgotas e determinagdo
da atividade proteolitica. O experimento foi realizado em duplicata, com duas repeticoes

independentes.

3.7. Determinacio da atividade proteolitica

A atividade proteolitica dos isolados psicrotréficos proteoliticos foi realizada
no sobrenadante esterilizado da cultura, conforme técnica descrita por Rajmoham et al.
(2002) com modificacdes. Aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante da cultura, obtido por
centrifugacdo a 5 000 g por 10 min, foram adicionadas a 0,5 mL de solucdo de
azocaseina (Sigma, Chemical Co-St, EUA) 0,5 % (p/v), dissolvida, por aquecimento,
em tampao citrato 0,1 M, pH 6,0 e filtrada em papel de filtro Whatman n°.1; e a 0,5 mL
de tampao citrato 0,1 M, pH 6,0. Apds a incubacdo a 37 °C por duas horas em banho-
maria com circulacio (Thermomix BM 18 BU de Braun Biotech International,
Alemanha), adicionou-se a mistura de reacdo igual volume de 4cido tricloacético, TCA
a 10 % (p/v), seguindo-se de transferéncia dos tubos para banho de gelo, por 15 min.
Para o controle de cada reacdo, o TCA foi adicionado antes da adicdo da amostra e apds
o periodo de incubacdo. As amostras foram clarificadas por centrifugacao a 5 000 g, por
10 min, em microcentrifuga Sorvall modelo MC12V (Dupont, EUA) e a absorbancia

do sobrenadante foi medida a 366 nm, em espectrofotdmetro Beckman DU640 (EUA).
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Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima
requerida para produzir um aumento de 0,01 unidades na absorvancia a 366 nm por hora
de incubagdo. A atividade proteolitica especifica aparente foi definida como sendo
atividade proteolitica por unidade de crescimento, determinada como proteina

microbiana.

3.8. Determinacao do pH e fluorescéncia dos meios apos crescimento celular

O pH dos meios foi determinado antes e apds o crescimento celular, por 80 h
de incubagdo, a 22 °C e agitacdo de 150 RPM. Uma aliquota de, aproximadamente, 20
mL de cada meio de cultivo foi centrifugada a 5 000 g, por 10 min. Em seguida, o
sobrenadante foi esterilizado por filtracao e a medida de pH realizada em potencidometro
(Tradelab, Brasil).

A fluorescéncia de P. fluorescens O7A nos diferentes meios de cultivo foi
determinada, apds o crescimento nas condi¢des especificadas anteriormente, em sala
escura, expondo os frascos Erlenmeyer, contendo a cultura, a luz ultravioleta (UVGL —

58, Mineralight Lamp, EUA).

3.9. Determinaciao do consumo de glicose

O consumo de glicose durante o crescimento do isolado de P. fluorescens 07A
foi acompanhado pela determinacdo do teor de glicose livre pelo método glicose
oxidase-peroxidase (GOD-PAD, Biothecnica, Brasil), conforme instrucdes do

fabricante.

3.10. Efeito da adicao de ABL e HHL no crescimento e atividade proteolitica de

P. fluorescens 07A

Para avaliar o efeito da adi¢do de a-amino-y-butirolactona (ABL) e N-

hexanoil-L-homoserina lactona (HHL) sobre o crescimento e atividade proteolitica de
P. fluorescens O7A, a cultura foi cultivada a 25 °C, por 18 h, a 150 RPM em caldo
Nutriente (peptona 0,5 %, extrato de carne 0,3 %, Na,HPO, 0,2 %, NaCl 0,3 %, pH
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7,0). ApOs ativacdo, a cultura foi centrifugada por 20 min, a 4 000 g, a 6 °C. O
centrifugado foi ressuspendido em solucao salina peptonada (peptona 0,1 %, NaCl 0,85
%), até a populacio de 10> UFC mL™". A suspensdo de células foi submetida ao estresse
frio, a —18 °C, para induzir a fase lag (Whan, Dunstall e Rowe, 2000). O
descongelamento foi em banho-maria a 20 °C por 20 min. A cultura foi entdo inoculada
em meio TYEP + 0,25 % de CaCl, com, aproximadamente 10 UFC mL'l,
suplementado com 7,5 pg mL"' de HHL ou 5 g mL" de ABL. O controle negativo foi
realizado sem a adicdo de HHL ou ABL ao meio TYEP + CaCl; 0,25 %. O crescimento
foi acompanhado por contagem de coldnias pela técnica de microgotas e a atividade

proteolitica do sobrenadante livre de células foi avaliada até a fase estaciondria.

3.11. Efeito da adicao de extrato de AHL, obtido de P. fluorescens 07A, sobre a

atividade proteolitica da cultura em TYEP + CaCl,.

P. fluorescens O7A foi ativada em 200 mL de TYEP, a 22 °C sob agitacdo de
150 RPM, por 20 h de incubagdo. As células foram centrifugadas a 10 000 g, por 15
min, a 4 °C. O centrifugado foi ressuspendido em 20 mL de meio TYEP e, novamente
submetido a centrifugacdo, sob as mesmas condicdes descritas anteriormente. O
centrifugado final foi ressuspendido em 10 mL de meio TYEP + CaCl,,
correspondendo a uma populacdo final de, aproximadamente, 3,2 x 10" UFC mL". A
cultura foi submetida a dilui¢des seriadas e aliquotas da mesma foram adicionadas a
tubos contendo 250 pL de extrato de AHL, obtido da cultura de P. fluorescens 07A
cultivada por 20 h, a 22 °C, em TYEP + CaCl, (item 3.4), correspondendo ao
tratamento com AHL, ou 250 pL de extrato, obtido a partir de TYEP + CaCl,
esterilizado, correspondendo ao controle. O volume final foi completado para 2,5 mL
com meio TYEP + CaCl,. A densidade populacional variou de 3,2 x 10" a 6,3 x 10°
UFC mL" sendo: C1 e El correspondente ao tratamento controle e com extrato na
populacdo inicial de 3,2 x 10’ UFC mL™"; C2 e E2, a 3,2 x 10° UFC mL'; C3 ¢ E3, a 3,2
x 10° UFC mL! e;C4eE4,a6,3x 10° UFC mL™". A cultura foi avaliada apés 1,3,6¢
10 h de incubagdo a 22 °C, sob agitacao de 150 RPM, quanto a atividade proteolitica e
contagem de células vidveis pela técnica de microgotas. O experimento foi repetido por
trés vezes independentes. A atividade proteolitica especifica foi definida como:

(Unidades de enzimas proteoliticas x 10'% / Populagio (UFC mL™).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccao de microrganismos produtores de AHL em meio sélido e liquido

Dos 53 isolados psicrotréficos proteoliticos avaliados, 10 apresentaram
resultado positivo empregando-se os sistemas monitores constituidos por C. violaceum
CVO026 (bioensaio de indugdo) e E. coli pSB403 (Tabela 3), indicando ser o mesmo tipo
de AHL produzida por estas estirpes, provavelmente contendo seis carbonos nas cadeias
laterais. Outros cinco isolados apresentaram resultados positivos com o sistema monitor
E. coli pSB403 e ndo apresentaram resposta com CV026 (bioensaio de indu¢do) sendo,
provavelmente, AHLs de cadeias laterais de oito ou mais carbonos.

As estirpes pertencentes ao género Serratia apresentaram alta diversidade de
respostas aos diferentes sistemas monitores, indicando produg¢do de diferentes
moléculas de AHL. Resultado semelhante foi encontrado por Ravn et al. (2001).
Algumas estirpes apresentaram resultado positivo apenas no bioensaio de inibi¢do com
C. violaceum CV026, indicando serem produtoras de AHL de cadeia carbonica lateral
longa. Dentre elas, Aeromonas hydrophila, Burkholderia pseudomallei, Pseudomonas
putida, Pseudomonas stutzeri, Rhanella aquatilis, Serratia odorifera e todas as do
género Enterobacter e Klebsiella. Ravn et al. (2001) também verificaram que algumas
estirpes psicrotroficas isoladas de alimentos apresentavam resultado positivo para

AHL apenas para este bioensaio e  dentre  as
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Tabela 3 — Bactérias produtoras de AHL. Um resultado positivo foi observado tanto
pela ativacdo da produgdo de pigmentacdo roxa (Bioensaio de inducdo) ou
pela inibicdo da producdo deste pigmento (Bioensaio de inibi¢do) pela
estirpe C. violaceum CV026, em meio contendo HHL; em E. coli pSB403
foi observada a indugdo de bioluminescéncia; e em A. tumefaciens A136, a

formacao da coloragdo azul pela hidrélise de X-Gal.
Isolados avaliados N° de isolados N° de isolados N° de respostas em cada sistema monitor
positivos em | negativos em todos CV 026

pelo. menos um os bioensaios Inducio Inibicio | PSB403 | Al136
bioensaio

Acinetobacter Iwoffi 09 1 1 1 1
Aeromonas hydrophila 099 1 1 1
A. hydrophila 037 e 074

A. hydrophila 079

Burkholderia pseudomallei 026 e 056

[ )
(3]

[
—_
[

[ )
(3]

Cedecea lapagei 03 1

—
—

Chryseobacterium miningosepticum 06
Chryseomonas luteola 0145 1 1
C. luteola 0107 1
Enterobacter cloacae 01

Enterobacter gergoviae 078
Enterobacter sakasaki 030 e 080
Hafnia alvei 059, 067 e 068
Klebsiella oxytoca 088 e 093
Klebsiella ozanae 060 e 086
Moraxella catharralis 08

M. catharralis 012

M. catharralis 049

Pantoea agllomerans 018 e 085
Pantoea spp 025 1

DN = = =] o] o W | = =
(3]

Providencia stuartii 051 1
Pseudomonas fluorescens 07A, 033, 038,
041,077,0123 e 0136

P. fluorescens 057 e 0109

Pseudomonas putida 013 e 0134
Pseudomonas stutzeri 0101

Rhanella aquatilis 022

R. aquatilis 017 1
Serratia liquefaciens 020, 021, 091 e 0144
S. liquefaciens 087

S. liquefaciens 039

S. liquefaciens 016

S. liquefaciens 053 1
Serratia odorifera 071

S. odorifera 0143

Total: Isolados psicrotréficos (53)

Estirpes ATCC

A. hydrophila ATCC 7966
Citrobacter freundii ATCC 8090
C. violaceum ATCC 6357

E. aerogenes ATCC 13048

P. fluorescens ATCC 13525

P. aeruginosa ATCC 15442

S. liquefaciens ATCC 27592
Total: Estirpes ATCC (7)
Total avaliado (60)*

IC — Inibi¢do do crescimento. * Foram avaliadas 60 estirpes no total, sendo que sete eram estirpes ATCC
(Amercian Type Culture Colletion).
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estirpes avaliadas estavam: R. agquatilis, Serratia spp., Serratia proteamaculans e
Enterobacter aglomerans.

Observou-se que a maioria das espécies pertencentes a familia
Enterobacteriaceae sdo produtoras de moléculas sinalizadoras incluindo bactérias do
género Enterobacter, Klebsiella, Pantoea, Rhanella e Serratia. Swift et al. (1993),
utilizando um sistema monitor sensivel a OHHL, verificaram que vadrias
Enterobacteriaceae produziam este autoindutor ou algum andlogo semelhante. Os
resultados obtidos sdo similares aos verificados por Gram et al. (1999) que, dentre 154
isolados psicrotréficos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, detectaram que pelo
menos 75 % produziram moléculas de AHLs evidenciadas pelos sistemas monitores C.
violaceum CV026 e E. coli pSB403. Com base nos resultados de andlises de TLC e
respostas dos sistemas monitores, 0s autores sugeriram que a principal AHL produzida
poderia ser OHHL ou seus anédlogos. Entretanto, os fenétipos regulados por AHL ndo
foram determinados. Ravn et al. (2001) verificaram que, dentre 148 isolados da familia
Enterobacteriaceae, 99 % eram produtores de moléculas sinalizadoras evidenciadas
pelos mesmos sistemas monitores utilizados no presente trabalho.

A producdo de AHL foi verificada em todas as 12 estirpes pertencentes ao
género Pseudomonas avaliadas e nas duas estirpes de referéncia usadas (Tabela 3).
Provavelmente, estas estirpes produzem AHLs de cadeias carbonicas longas, como
verificado pela inibicdo da producdo de violaceina pela estirpe CV026. Constatou-se
que a estirpe monitora A. tumefaciens A136 foi a que apresentou maior capacidade de
detectar AHL(s) produzidas por P. fluorescens (Tabela 3). Varios autores t€ém verificado
a producdo de AHL por diferentes espécies do género Pseudomonas usando,
principalmente, A. tumefaciens e E. coli transformada com plasmideos biosensores de
AHL como sistemas monitores (Gambello, Kaye e Iglewski, 1993; Shaw et al., 1997;
Cha et al., 1998; Kojic, Degrassi e Venturi, 1999; Laue et al., 2000; Elasri et al., 2001;
Cui, 2004). Entretanto, a produgdo destas moléculas por Pseudomonas isoladas de leite
somente foi reportada por Liu e Griffths (2003) usando sistemas monitores baseados na
emissdo de luminescéncia.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a producdo de moléculas
sinalizadoras é comum entre os isolados psicrotréficos proteoliticos. E possivel que
estas moléculas sinalizadoras exer¢am fungdes importantes na ecologia microbiana do

leite, com possiveis implica¢des na deterioragdo deste produto e de derivados.
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A combinacdo dos trés sistemas monitores usados permitiu identificar 90 %
das estirpes avaliadas como produtoras de AHL (Tabela 4). Porcentagens de altas de 75
% e 99 % de bactérias produtoras de AHL isoladas de alimentos também foram

verificadas por outros autores (Gram et al., 1999; Ravn et al., 2001).

Tabela 4 — Porcentagem de isolados positivos em cada sistema monitor € porcentagem
total (isolados psicrotréficos + estirpes ATCC) de estirpes produtoras de

AHL.
CV 026 PSB403 A136 Total geral
Induzido Inibido
Isolados psicrotroficos 18,9 67,9 28,3 17,0 88,7
proteoliticos
Estirpes ATCC 14,3 85,7 28,6 42,8 100
Total avaliado 18,3 70,0 28,3 20,0 90,0

O bioensaio de inibicao com C. violaceum para deteccio de AHL de cadeia
longa (Figura 7) identificou a maior porcentagem de produtores de AHL. Este teste €
indicativo da producdo de AHL de cadeia acila lateral variando de 10 a 14 carbonos
(McClean et al., 1997). Segundo estes autores, o ensaio de inibicdo deve ser
interpretado com cuidado, em razdao da presenca de substincias antibacterianas
produzidas por muitas bactérias. Moléculas sinalizadoras de cadeia longa nao inibem o
crescimento da cultura monitora C. violaceum CV026 (Figura 7), enquanto agentes
antibacterianos, se presentes em concentragdes suficientes, podem inibir. No presente
trabalho, o crescimento da cultura CV026 foi afetado pelo isolado de S. liqguefaciens 016
e pela estirpe de referéncia C. violaceum ATCC 6357, ndo sendo possivel avaliar se

estas estirpes produzem AHL de cadeia acila lateral entre 10 a 14 carbonos.

4.2.  Extracao de AHL

Os isolados de P. fluorescens O7TA e de S. liquefaciens 016 positivos para
producdo de AHL em 4gar LB foram selecionados para avaliagdo da producao de AHL
em meio liquido. Apenas o extrato obtido da cultura de S. liquefaciens 016 em caldo
LB, apds 24 h de incubagdo a 25 °C, induziu a producio de violaceina pela estirpe C.
violaceum CV026 (Figura 8), confirmando os resultados obtidos no bioensaio em meio

solido. O extrato da cultura P. fluorescens 07A nao foi capaz de induzir a producdo da
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Al A2

Figura 7 — Sistemas de deteccdo de bactérias produtoras de AHL. A1, B1, C1 e D1 referem-se
aos controles negativos. Al- C. violaceum CV026 em paralelo a C. violaceum
CV026; A2- C. violaceum CV026 em paralelo a estirpe S. liguefaciens 016; B1 and
B2 referem-se ao bioensaio de inibi¢do da produgdo de violaceina em dgar LB
suplementado com 75 nM de HHL para a estirpe C. violaceum CV026, B1- C.
violaceum CV026 em paralelo a S. liquefaciens 039; B2- C. violaceum CV026 em
paralelo a P. aeruginosa ATCC 15442; C1- E. coli pSB403 em paralelo com E. coli
pSB403; C2- E. coli pSB403 em paralelo com a S. liguefaciens 016; DI1- A.
tumefaciens A136 em paralelo a A. fumefaciens A136; D2- A. tumefaciens A136 em
paralelo a P. fluorescens O7A.
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pigmentagdo roxa em C. violaceum CV026 (Figura 8), nem a producgdo de B-Gal pela
estirpe indicadora A. tumefaciens A136. Este resultado pode indicar que a quantidade de
AHL presente no extrato ndo foi suficiente para ativar a transcricdo de B-Gal na bactéria
indicadora. Resultados semelhantes foram obtidos por Laue et al. (2000) com P.
fluorescens F113 e por El-Sayed, Hothersall e Thomas (2001) com P. fluorescens
NCIMB 10586 usando a estirpe C. violaceum CV026. Segundo El-Sayed, Hothersall e
Thomas (2001), a estirpe NCIMB 10586 podia ndo produzir uma AHL apropriada para
induzir a producdo de violaceina por CV026, ou entdo a AHL estava sendo produzida
ou extraida a uma concentragdo abaixo daquela necessdria para ativar a estirpe
biosensora, ou compostos adicionais estavam sendo extraidos com atividade inibitéria

sobre a mesma.

Figura 8 - Bioensaio em placa, utilizando a estirpe C. violaceum CV026, para deteccao
de AHL nos extratos das culturas de S. liqguefaciens 016 e P. fluorescens 07A.

Como nio foi possivel verificar a presengca de AHL no extrato da cultura P.
Sfluorescens 07A em meio LB, utilizando as estirpes monitoras C. violaceum CV026 e A.
tumefacinens A136, foi realizado um novo experimento para a verificacdo da produgdo
de AHL em meio liquido, no sobrenadante da cultura em meio AT. Neste experimento,
foi comparada a eficiéncia de trés estirpes de A. tumefaciens monitoras para deteccao de
AHL por indugdo da producdo da enzima B-Gal. Observou-se que apenas a estirpe
monitora A. tumefaciens KYCSS5 foi capaz de detectar a presenca de AHL produzida por

P. fluorescens 07A em meio liquido AT (Figura 9).
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Figura 9 — Bioensaio para deteccio de AHL em sobrenadante da cultura de P.
fluorescens 07A. A indug¢do da produgdo de [B-Gal é indicada pelo
surgimento de coloragdo azul, pelas estirpes monitoras A. tumefaciens
A136; WCF47; e KYC55 em funcdo da presengca de AHL(s) no
sobrenadante da cultura de P. fluorescens 07A, ou de HHL na concentragdo
de 75 nM adicionada ao meio como controle positivo apds 45 h de
incubacdo a 25 °C. A,B,C sdo as estirpes A136, WCF47 e KYCS55
respectivamente, inoculadas em meio AT com sobrenadante esterilizado da
cultura 07A; D- Meio AT adicionado de 0,1 mL de dgua esterilizada como
controle negativo; E- Meio AT adicionado de 75 nM de HHL. 1- A.
tumefaciens A136; 2- A. tumefaciens WCF47; 3- A. tumefaciens KYCS5S5.

Verificou-se que as estirpes monitoras A. fumefaciens A136 ¢ WCF47 nao
responderam a presenca de AHL nem no sobrenadante da cultura de P. fluorescens 07A,
nem no controle positivo do experimento, utilizando 75 nM de HHL (Figura 9). Este
resultado evidencia a necessidade do uso de mais de uma estirpe monitora em
experimentos de detec¢do de isolados produtores de AHL. Ravn et al. (2001) também
consideraram que € necessdrio o uso de mais de uma estirpe monitora para a detec¢ao
de produtores de AHL. A ndo deteccdao de 75 nM de HHL por estas estirpes indica uma
baixa sensibilidade destes monitores a molécula sinalizadora. Zhu et al. (2003),
comparando as estirpes KYC55 e WCF47, verificaram que nem mesmo uma
concentragdo de 5 uM de HHL foi suficiente para ativar completamente a sintese de [3-
gal pela estirpe WCF47. Esses mesmos autores verificaram que uma concentracdo de

apenas 5 nM de HHL foi suficiente para uma inducdo detectavel pelo monitor KYCS5S5.
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Os autores sugeriram que a super expressdo da proteina ativadora transcricional TraR,

pela estirpe KYCS55, aumenta o potencial de detectar AHL.

O procedimento para deteccio de AHL em sobrenadante da cultura, utilizando
a estirpe monitora KYCS55, mostrou-se bastante eficaz e de facil realiza¢do, sendo uma
alternativa aos métodos convencionais descritos na literatura. Outra vantagem do
método, desenvolvido neste trabalho, é que ndo € necessario a extracdo de AHL, o que

torna o procedimento mais rapido e econdomico.

A constatacdo de que P. fluorescens 07A também produz moléculas
sinalizadoras em meio liquido levou a verificacdo da presenca de AHL em extratos
obtidos da cultura apés 14 h e 18 h de incubagdo, a 25 °C, sob agitacdo em meio LB.
Neste experimento foi utilizada apenas a estirpe monitora A. tumefaciens KYCS5S5 por
ser a unica capaz de detectar AHL, em meio liquido, produzida por P. fluorescens 07A,

conforme demostrado anteriormente. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Constatou-se diferenca na produgdo de PB-Gal, baseada na formacgdo de
pigmentacdo azulada nas colonias de A. tfumefaciens KYCSS, entre o extrato obtido
ap6s 14 h e 18 h de incubacdo. Este resultado indicou que a produ¢do de AHL pode ter
diminuido com o tempo de incubagdo ou que as moléculas indutoras produzidas
poderiam estar sendo degradadas apdés 18 h de incubagdo em LB. Comportamento
semelhante de degradacdo de moléculas indutoras foi observado em A. fumefaciens.
Neste microrganismo existe um controle genético de ativacio e degradacdo da molécula
indutora, conforme verificado por Zhang, Wang e Zhang (2002). Uma enzima,
codificada pelo gene attM, inativa o anel lactona e sua expressio é aumentada
substancialmente quando as células de A. tumefaciens entram na fase estaciondria. A
funcdo desta enzima € degradar o sinal (OHHL) e com isso interromper a conjugacao de

plasmideos Ti dependentes de quorum sensing (Zhang, Wang e Zhang, 2002).

Ap6s 60 h de incubagdo, foi constatada a indugdo da produgdo de B-Gal na
cultura de A. tumefaciens KYC55, mesmo na auséncia de AHL (Tabela 5). Este
resultado pode ser em decorréncia da super expressdao de TraR (Zhu et al., 2003), a
proteina reguladora transcricional, que pode estar ativando o gene da [-galactosidase a
niveis basais. Os resultados indicaram que este bioensaio apresenta potencial para a
deteccao de AHL em extratos de células produtoras de autoindutores por periodos de até

45 h de incubagao.
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Tabela 5 — Indugdo da produgdo de B-Gal em A. tumefaciens KYC55 em agar AT por
extratos de P. fluorescens 07A obtidos em caldo LB por 14 e 18 h de
incubacdo. O resultado foi baseado na constatacdo visual da intensidade da
coloragdo azul produzida pela estirpe KYCSS, variando de negativo (-) a
fortemente positivo (+ + + + +). O controle negativo consistiu do dgar AT
adicionado de 0,1 mL de dgua destilada e o controle positivo consistiu do
agar AT adicionado de 75 nM de HHL.

Tempo de Controle negativo Controle positivo Extrato 14 h  Extrato 18 h
incubacao (h)
18 - + - -
32 - ++ + + +
42 - ++++ + + +
45 - ++++ +++ + ++ +
60 + + +4+4+++ +4++++ +++++

4.3. Produciao de AHL por P. fluorescens 07A em MMS e TYEP + CaCl,

A producdo de AHL pelo isolado P. fluorescens 07A foi acompanhada durante
o crescimento da cultura nos meios de cultivo MMS e TYEP + CaCl, 0,25 % a partir de
13 h de incubagdo. O crescimento e a producdo de AHL por P. fluorescens O7A foi
menor em MMS do que em TYEP + CaCl;, 0,25 % (Figura 10 e 11). Embora o nimero
de UFC mL™ tenha alcancado valores acima de 10° em MMS, ap6s 80 h de incubacio,
a producdo de AHL, medida como atividade de B-Gal, ndo ultrapassou 500 UM,
enquanto, com uma mesma densidade populacional em meio TYEP + CaCl,, a
atividade de [B-Gal alcangou valores superiores a 1 300 UM (Figura 10 ¢ 11).
Entretanto, constatou-se que, na fase estaciondria de crescimento de P. fluorescens
07A, em meio TYEP + CaCl, houve um decréscimo acentudado na concentracdo de
AHL no meio de cultura (Figura 11). Esta redu¢do da AHL pode ser atribuida a
inativacdo pelo pH alcalino do meio TYEP + CaCl, que alcancou o valor de 8,5 apds
80 h de incubacdo. Dados da literatura indicam que moléculas de AHL sdo sensiveis a
tratamentos alcalinos. Eberhard et al. (1981) verificaram que o autoindutor OHHL de

V. fisheri era estavel ao aquecimento de até 100 °C por 10 min em solucao aquosa,
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porém a molécula foi totalmente inativada em pH 12 na temperatura ambiente pelo
mesmo periodo. Neste trabalho, a purificacdo do autoindutor foi possivel evitando
qualquer exposicao da molécula a condi¢des de alcalinidade as quais o anel lactona é
sensivel. Zhu et al. (1998) verificaram que dois autoindutores sintéticos foram
totalmente inativados sob condicdes de alcalinidade.

Existe também a possibilidade de um controle de inativagdo destas moléculas
sinalizadoras pela prépria bactéria. Segundo Zhang, Wang e Zhang (2002) a producao
de 3-oxo-C8-AHL (OOHL) por A. tumefaciens é dependente da fase de crescimento e a
sua concentracdo € reduzida quando a cultura atinge a fase estaciondria. A explicacdao
para este fenomeno reside no fato de que a bactéria expressa uma enzima homdloga a
lactonase AiiA de Bacillus spp. quando as células entram na fase estaciondria de
crescimento. As células saem da fase quorum sensing por degradarem a molécula

sinalizadora, terminando a conjugacdo de plasmideos Ti relacionada ao quorum sensing.

1600 -
® ! 9
0 —_—
_'c'g 1200 v
fg - 6 £
2= 800 o
] o))
S 400 - ?3 o
E
<
0 o 0
0 20 40 60 80

Tempo (h)

Figura 10 — Produg¢do de AHL em MMS. Curva de crescimento e atividade de B-Gal,
medida em Unidades Miller (UM), que determina a producao de AHL por
P. fluorescens O7TA em MMS com incubacgdo a 22 °C, sob agitacdo de 150
RPM. AHL, determinada por atividade de B-Gal, -o-; crescimento Log
UFC mL™" -o-.
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Figura 11 - Producdo de AHL em TYEP + CaCl, 0,25 %. Curva de crescimento e
atividade de B-Gal, medida em Unidades Miller (UM), que determina a
producdo de AHL por P. fluorescens 07A em TYEP + CaCl; 0,25 % com
incubacdo a 22 °C sob agitacdo de 150 RPM. AHL, determinada por
atividade de B-Gal, -o-; crescimento Log UFC mL"! -o-.

Associando a dinamica de producdo de AHL ao crescimento da cultura 07A,
pode-se inferir se a producdo de AHL estd sob controle de autoindu¢cdo. Em MMS,
houve um aumento na produ¢cdao de AHL durante a fase exponencial (Figura 10). Em
TYEP + CaCl,, a producdo maxima ocorreu no final da fase exponencial (Figura 11).
Nealson, Platt e Hastings (1970) verificaram um pico na produgdo de luciferase antes
que a cultura atingisse a fase estaciondria e definiram este processo como sendo
autoindugdo. Outros estudos demonstraram que a producdo de AHL em V. fisheri é
regulada por autoinducdo, uma vez que o gene [ux/ faz parte de um grupo de genes
regulados por quorum sensing (Whitehead et al., 2001), gerando um feedback positivo
para sintese da molécula sinal OHHL (Figura 3). Cui (2004) relatou que a produgdo de
AHL por P. fluorescens 5064 apresentou uma fase lag durante o inicio e meio da fase
exponencial de crescimento, seguida por um rdpido aumento durante o final da fase
exponencial. O autor sugeriu que o gene responsavel pela sintase de AHL (homdlogo a

luxI) poderia também estar sob controle de autoinducao.
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4.4. Crescimento e atividade proteolitica do isolado P. fluorescens 07A em

diferentes meios de cultivo

O crescimento de P. fluorescens O7A por 80 h de incubagdo a 22 °C sob
agitacdo de 150 RPM foi semelhante em cinco dos seis meios de cultivo avaliados.
Excecdo é feita para o crescimento em MMS, que ocorreu em uma menor velocidade
(Figura 12).

Embora o crescimento de P. fluorescens nao tenha variado nos meios contendo
triptona € no LDR 12 %, a atividade proteolitica foi afetada pela composicdo do
substrato (Figura 12). A adicdo de 0,25 % de CaCl, ao meio TYEP aumentou em até
100 % a atividade proteolitica (Figura 12). Em MMS, a atividade proteolitica foi
detectada apenas apdés 34 h de incubacdo, em virtude da menor velocidade de
crescimento da cultura neste meio. Uma maior producdo de proteases em meio
suplementado com célcio também foi verificada por Liao e McCallus (1998) e
Rajmohan, Dood e Waites (2002). Segundo Liao e McCallus (1998), uma relacdo linear
entre a quantidade de enzima produzida e a concentracdo de CaCl, foi observada para a
estirpe P. fluorescens CY(091, sendo a maior atividade proteolitica detectada na
concentracdo de 0,35 mM de CaCl,. Os autores também verificaram que ions Ca*?
eram necessarios para a atividade 6tima da enzima, designada AprX. Eles concluiram
que ndo era claro se os ions Ca*? estavam diretamente envolvidos na regulacdo da
producdo de AprX ou simplesmente na estabilizacdo da enzima apds a sua sintese.

A adicdo dos agucares glicose e lactose ndo alterou a atividade proteolitica de
P. fluorescens O7A (Figura 12). A atividade enzimadtica foi detectada antes que toda a
glicose do meio fosse consumida (Figura 12 e 13). Malik, Prasad e Mathur (1985)
verificaram uma reducao na atividade proteolitica de Pseudomonas sp. B-25 em meio
TYEP suplementado com agucares. Foi sugerido que os actcares exerciam efeito
inibitério na producdo de proteases no isolado B-25. Jaspe et al. (1994) verificaram que
a adicao de 6 mM de galactose e 10 mM de lactato ao leite ndo alterou o crescimento de
uma estirpe de P. fluorescens e a atividade proteolitica variou pouco. Os autores
concluiram que estes compostos ndo eram responsaveis por repressdo catabdlica da

sintese de proteases em P. fluorescens. Verificaram que a adi¢do de 9 mM de glicose ao
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Figura 12 — Crescimento e atividade proteolitica de P. fluorescens 07A em diferentes
meios de cultivo. A- Curva de Crescimento (UFC mL'l) e; B- Atividade
proteolitica (Unidades de enzimas proteoliticas) de P. fluorescens 07A em
TYEP -¢- (Triptona 1 %, Extrato de levedura 0,5 %, KH,PO4 0,1 % e

K,HPO, 0,1 %); TYEP + Lactose 0,5 % O; TYEP + Glicose 0,5 % O;
TYEP + CaCl, 0,25 % -A-; MMS (K,HPO4 0,7 %, KH,PO, 0,2 %,
MgS0,4.7H,0 0,02 %, (NH4),SO4 0,1 %, Glicerol 0,4 %, CaCl, 1 mM) -
X -; Leite desnatado reconstituido 12 % (LDR 12 %) 4.

Uma unidade de enzima proteolitica foi definida como o aumento de 0,01
unidade na absorbancia a 366 nm.
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leite retardou a producdo de proteases; porém, a producdo destas enzimas teve inicio
antes do consumo total de glicose. A discrepancia entre os resultados obtidos neste
estudo e aqueles citados anteriormente, pode ser atribuida a diferencas entre as estirpes
utilizadas nos experimentos ou a metodologia de detec¢do da atividade proteolitica.
Além disso, o meio TYEP € relativamente rico ndo foi possivel detectar nenhuma
diferenga no perfil de crescimento do isolado O7A entre este meio e aqueles
suplementados com glicose, lactose ou CaCl, (Figura 12). Segundo McCarthy (2003),
fontes de carbono tém um efeito complexo na sintese de enzimas. A glicose usualmente
reprime a sintese de enzimas extracelulares em Pseudomonas sp., mas possui efeito
estimulador em meios a base de peptona (McKeller, 1989 e McKay, 1994, citados por
McCarthy, 2003).
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Figura 13 - Consumo de glicose durante o crescimento de P. fluorescens 07A em TYEP
+ glicose 0,5 %, a 22 °C, sob agitacdo de 150 RPM.

A presenca de lactose no meio TYEP nao alterou o crescimento e a produgao
de proteases, porque bactérias do género Pseudomonas nao metabolizam lactose. Houve
uma produc¢do significativa de proteases em LDR 12 % (Figura 12), e o crescimento
neste meio foi semelhante aqueles a base de triptona. Estes resultados confirmaram que
o leite constitui um meio de cultura ideal para o crescimento de microrganismos (Frank,
1997).

Nas condi¢des experimentais empregadas neste estudo, a producdo de

proteases foi dependente de uma densidade populacional alta (Figura 14), indicando que
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este fenotipo na célula pode ser regulado por guorum sensing. Observou-se ainda que a

producdo de proteases ¢ dependente do meio de cultivo do microrganismo (Figura 14).
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Figura 14 - Atividade proteolitica de P. fluorescens 07A em diferentes meios de cultivo
e sua relacdo com a densidade populacional. A- TYEP; B- TYEP + Lactose
0,5 %; C- TYEP + Glicose 0,5 %; D- TYEP + CaCl; 0,25 %; E- MMS; F-

LDR 12 %.

A producdo de proteases em MMS foi detectada em uma densidade

populacional cerca de 10 vezes menor do que para nos demais meios de cultura,

indicando que a célula pode estar sintetizando mais proteases para permitir melhor



adaptacdo as condicdes ambientais. No MMS a atividade proteolitica foi detectada no
meio da fase logaritmica de crescimento, enquanto que nos demais meios de cultura, foi
detectada apenas ao final desta fase (Figura 12). Segundo Cousin (1982), as proteases
extracelulares sdo produzidas com o intuito de fornecer fonte de carbono para o
crescimento celular e ndo aminodcidos para a sintese de proteinas. Assim, a célula pode
estar sintetizando mais proteases, em uma mesma densidade populacional menor em
MMS, para compensar a escassez de nutrientes. A produc¢do de enzimas hidroliticas
extracelulares, principalmente quando a densidade populacional € alta, garante que os
produtos de hidrélise estejam préximos as células e assim, mais disponiveis para o
catabolismo (Whan, Dunstall e Rowe, 2000). Comportamentos semelhantes t€ém sido
observados em outras bactérias, como Erwinia carotovora que sintetiza exoenzimas
para degradagdo de parede celular de plantas e P. aeruginosa que sintetiza varios fatores
de viruléncia sob condi¢des de altas densidades populacionais (Shapiro, 1998). Segundo
McCarthy (2003), a producdo de enzimas extracelulares pode ndo ser vantajosa a baixas
densidades populacionais pela difusao destas e dos nutrientes liberados pela sua ago.
Como a fase estaciondria pode ocorrer em densidades populacionais baixas, o quorum
sensing poderia prover um sinal mais eficiente para a ativacdo da producdo destas

enzimas do que o inicio da fase estaciondria (McCarthy, 2003).

Resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo foram relatados por
Matselis e Roussis (1998) ao verificarem que a atividade proteolitica de P. fluorescens
MRI1 em leite desnatado ocorreu no final da fase logaritmica de crescimento, quando a
densidade populacional era de 10° UFC mL' a 10° UFC mL". Griffiths (1989)
avaliando o crescimento de P. fluorescens em leite a diferentes temperaturas de
incubacdo, verificou que a atividade proteolitica nao foi detectada até que as células
atingissem o final da fase exponencial ou o inicio da fase estaciondria de crescimento,
sendo que na maioria dos casos as proteases eram produzidas quando as contagens
atingiam o minimo de 3,2 x 10’ UFC mL". Em trabalho realizado por Costa et al.
(2002), foi constatado aumento considerdvel na atividade proteolitica por P. fluorescens
em leite estocado a 6 °C quando a populacdo era de, aproximadamente, 10’ UFC mL™".
Os autores verificaram que a protease bacteriana estava associada a membrana
plasmadtica. Pinto (2004), ao avaliar o efeito do crescimento de P. fluorescens 07A e 041
em LDR 12 %, verificou a atividade proteolitica apenas quando a cultura atingiu

populacdes de 10° UFC mL™, inclusive nas temperaturas de 2 °C e 4 °C. Foi constatada
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a diminuicdo da estabilidade térmica do leite durante tratamentos térmicos
correspondentes a pasteurizacdo rdpida quando a populacdo de P. fluorescens era
superior a 10’ UFC mL™. Outros trabalhos também confirmam deteccdo da atividade de
proteases somente em altas densidades populacionais (Law, 1979; Cousin, 1982; Malik,
Prasad e Mathur, 1985; Kohlmann et al., 1991; Sgrhaug e Stepaniak, 1997; Costa et al.,

2001; Rajmohan, Dood e Waites, 2002).

4.5.  Determinacio do pH e fluorescéncia dos meios

O pH dos meios de cultura foi avaliado ao final do crescimento e apresentou-se
estdvel apenas em MMS e LDR 12 % (Tabela 6). Nos meios a base de triptona, houve
aumento considerdvel nos valores de pH, além da producdo de fortes odores,
confirmando os resultados de Villafafila et al. (1993) em caldo nutriente. Segundo estes
autores, este efeito pode ter ocorrido em razdo da alta concentragdo de aminodcidos nos
componentes do extrato de levedura e peptona usados na formulagdo do meio de
crescimento. A atividade de descarboxilases de P. fluorescens, em meio com alta
concentracdo de aminodcidos, resultou na formagao de concentracdes altas de aminas e,
conseqilentemente, no aumento do pH.

A manutencdo do valor do pH do MMS préximo a neutralidade pode ser
explicada pelo uso de glicerol como fonte de carbono e pela presenca de sistema
tamponante neste meio. Nao houve grande alteracdo do pH em LDR 12 % em razdo do
poder tamponante elevado deste meio, conferido pela presenca de fosfatos, carbonatos,

citratos e proteinas (Walstra e Jennes, 1984).

Tabela 6 — Valores de pH dos meios de cultura no inicio (0 h) e ap6s o crescimento de
P. fluorescens 07A por 80 h de incubacdo a 22 °C e 150 RPM.

Meios TYEP TYEP+0,25% TYEP+0,5% TYEP+0,25% MMS LDR
Lactose Glicose CaCl,
pH inicial 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00 6,30
pH final 8,72 +0,15 8,76 £ 0,15 8,4+0,14 8,48 +0,19 6,74 £ 0,04 7,31 +£0,37

A intensidade da fluorescéncia na cultura de P. fluorescens O7A foi avaliada ao

final do crescimento em todos os meios estudados e, aparentemente, foi maior naqueles
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com presenga de célcio (TYEP + CaCL, 0,25 %, LDR 12 %, MMS) e em TYEP +
glicose 0,5 %, (Figura 15).

Figura 15 - Producao de pigmentacdo fluorescente por P. fluorescens 07A em diferentes
meios de cultivo apés 80 h de incubacdo, a 22 °C, sob agitacdo de 150 RPM.
A- TYEP; B- TYEP + 0,5 % de lactose; C- TYEP + 0,5 % de glicose; D-
TYEP + 0,25 % de CaCl,; E- LDR 12 % e F- MMS.

A fluorescéncia em varias espécies de Pseudomonas € resultante da produgdo
do sider6foro pioverdina, também conhecido como pseudobactina, uma molécula
quelante de ferro (Poole e McKay, 2003). Segundo estes autores, a producdo de
pioverdina em P. aeruginosa aumenta em resposta a limitagao de ferro no ambiente, o
que resulta em ativacdo da expressdo dos genes que codificam a sua biossintese. A
captura de ferro por sideréforos apresenta fungdo importante no crescimento e na
sobrevivéncia das bactérias no ambiente e € crucial para a viruléncia de organismos
patogénicos (Poole e McKay, 2003). Recentemente, Lamont et al. (2002) demonstraram
que, além da fun¢ao de capturar ferro, o sideréforo pioverdina, em P. aeruginosa, regula
a produgdo de, pelo menos, trés fatores de viruléncia. O sider6foro atua como uma
molécula sinalizadora controlando a sua prépria produgdo e a de proteinas secretadas
pela célula. Os autores sugeriram que, em funcdo da producdo comum de sideréforos
entre bactérias, € possivel que estas moléculas também atuem como sinalizadores para

controlar a expressao génica em outras espécies.
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4.6. Efeito da adicio de ABL e HHL no crescimento e atividade proteolitica de

P. fluorescens 07A

Os autoindutores sintéticos ABL (a-amino butiro lactona) e HHL (N-hexanoil
homoserina lactona) adicionados a cultura de P. fluorescens O7A nao exerceram efeito
sobre o crescimento nem sobre a atividade proteolitica (Figura 16). Estes resultados
sugerem que estas moléculas de quatro e seis carbanos de cadeia lateral, sem
substitui¢des, ndo estdo envolvidas na regulacdo da atividade proteolitica deste isolado,

sob as condi¢des experimentais avaliadas.
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Figura 16 — Efeito da adicio de ABL e HHL sobre o crescimento e atividade
proteolitica de P. fluorescens 07A. A- Curva de crescimento e; B-
Atividade Proteolitica de P. fluorescens 07A. Controle -¢-; ABL -O-;
HHL -A-.
Entretanto, outros fenétipos em P. fluorescens sdo, comprovadamente,

influenciados por AHLs adicionadas ao meio de cultivo. Allison et al. (1998)

verificaram que a adi¢cdo de HHL, na concentracdo de 4,5 ug mL" ao meio de cultura

52



fresco, acelerou e aumentou a formacgao de biofilme pela estirpe P. fluorescens B52. Os
autores sugeriram que a adesdo e a formacdo de biofilme em P. fluorescens sao
influenciados pela presenca de AHLs. Whan, Dunstall e Rowe (2000) avaliaram o efeito
de ABL sobre a cinética de crescimento de dois isolados de P. fluorescens. Foi
verificada que a adi¢do deste agente reduziu a duracdo da fase lag, ou de adaptacio, e
diminuiu a taxa de crescimento exponencial destas estirpes. Os autores concluiram que

estes isolados poderiam ser susceptiveis ao fendmeno guorum sensing.

4.7. Efeito da adicao de extrato de AHL(s) sobre a atividade proteolitica em
TYEP + CaCl,

Resultados anteriores demonstraram que a atividade proteolitica de P.
Sfluorescens O7TA em meio TYEP + CaCl, foi detectada somente quando uma densidade
populacional alta foi alcancada (Figura 14), indicando um possivel envolvimento do
quorum sensing na regulacdo da producdo de proteases. Entretanto, a adi¢cdo do extrato
de AHL obtido de P. fluorescens 07A em meio TYEP + CaCl, contendo populacdes
entre 100 UFC mL"' a 10° UFC mL' ndo resultou em incremento na atividade
proteolitica especifica em comparagao ao controle, sem AHL (Figura 17).

Nao houve diferenca significativa, ao nivel de 5 % de probabilidade pela
Analise de variancia (ANOVA), entre as médias do controle e do tratamento com
extrato, para um mesmo tempo e populacdo inicial. Os valores representam a média de
trés repeticdes independentes.

Estes resultados indicam que a produgao de proteases por P. fluorescens pode
nao ser influenciada pela presenca de moléculas sinalizadoras. Outros trabalhos devem
ser realizados para maior entendimento do mecanismo de acdo de AHL(s) sobre a
producdo de proteases, especialmente com a deteccdo de RNA mensageiro do gene
aprX que possibilitard um resultado mais apurado da influéncia de moléculas
sinalizadoras na transcri¢do do gene que codifica a enzima AprX também sob condicdes

de baixa densidade populacional.
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Figura 17 — Efeito da adicdo do extrato de AHL sobre a atividade proteolitica especifica
de P. fluorescens 07TA em TYEP CaCl, durante 10 h de incubacdo a 22°C,
sob agitacdo de 150 RPM. C- Controle, TYEP CaCl, adicionado de extrato
obtido do meio esterilizado. E- Tratamento com extrato, TYEP CaCl,
adicionado de extrato da cultura de P. fluorescens O7A. 1- Populacdo de
inicial de 3,2 x 10’ UFC mL™"; 2- Populagio inicial de 3,2 x 10®* UFC mL™";
3- Populacdo inicial de 3,2 x 10° UFC mL'; 4- Populagdo inicial de 6,3 x
10° UFC mL".

Em outras bactérias, tem sido relatado que pode ndo haver correlagio entre a
producio de AHL e proteases. E o que ocorreu, por exemplo, com a estirpe Aeromonas
hydrophila aroA (Vivas et al., 2004). Nesse trabalho, a expressao diferencial dos genes
que codificam proteases em densidades populacionais altas foi dependente somente das
condi¢cdes ambientais e nao do quorum sensing. Bruhn et al. (2004) constataram que a
adicao de inibidores especificos de quorum sensing a uma estirpe de Hafnia alvei
produtora de AHL ndo influenciou no perfil de deterioracdo desta bactéria em carne

embalada a vicuo. Foi observado que tanto moléculas de AHL quanto bactérias
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produtoras destes sinalizadores estavam presentes na carne durante a estocagem, mas
pareciam ndo influenciar na deterioracdo deste tipo de produto. Os autores também
verificaram que a estirpe H. alvei produtora de AHL poderia induzir fendtipos
relevantes em outras espécies bacterianas no mesmo ambiente, influenciando a
deterioracdo de produtos alimenticios contaminados com bactérias da familia das
Enterobacteriaceae.

Entretanto, a regulacdo da produgdo de proteases extracelulares por quorum
sensing foi demonstrada em algumas espécies bacterianas. Em P. aeruginosa, a proteina
LasR, um homoélogo a LuxR de V. fisheri, é ativadora transcricional do gene que
codifica para protease alcalina (apr). Em S. proteamaculans B5A, o quorum sensing
controla a sintese, de pelo menos, 39 proteinas, incluindo proteases e,ou lipases
relacionadas ao processo de deterioracdo de leite (Christensen et al., 2003). Os autores
também demonstraram que o quorum sensing estd envolvido na producdo de
caracteristicas de deterioracdo in situ.

Os resultados deste estudo indicam a necessidade de realizacdo de outros
trabalhos que permitam melhor compreensdao do mecanismo quorum sensing € sua

participacdo na deterioracdo de produtos alimenticios.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A produgdo de homoserina lactona acilada foi detectada em 47 de um total de
53 bactérias psicrotréficas proteoliticas Gram-negativas isoladas de leite cru refrigerado,
com a utilizagdo de trés sistemas monitores, indicando que a natureza quimica destas
moléculas € bastante diferenciada entre os isolados.

A deteccdo de AHL em extrato da cultura de S. liquefaciens 016 foi feita pela
estirpe monitora C. violaceum CV026. Este monitor ndo detectou AHL no extrato de P.
fluorescens O7A. Isolados de P. fluorescens foram capazes de ativar a producdo da
enzima [-Gal no monitor A. fumefaciens A136 quando cultivados em dgar LB.
Entretanto, a deteccdo de AHL em extrato da cultura de P. fluorescens s6 foi possivel
com a utilizacdo da estirpe monitora de A. fumefaciens KYCS55 mais sensivel. O
procedimento adotado, com a adicao do extrato no dgar AT, inoculado com as estirpes
monitoras, mostrou-se eficaz e de facil realizacdo, apresentando-se como uma
alternativa as metodologias tradicionais de detec¢do de AHL.

A producdo de AHL pelo isolado 07A atingiu uma concentracio maxima no
final da fase logaritmica e no inicio da fase estaciondria mixima de crescimento em
meio TYEP + CaCl, 0,25 %. No decorrer da fase estaciondria, a concentracdo de AHL
foi reduzida, indicando uma provavel degradacdo da molécula em funcdo do pH
alcalino. Pode-se sugerir também a existéncia de uma regulacdo da producdo destas
moléculas de uma forma dependente da fase de crescimento celular. A AHL de P.

fluorescens OTA foi detectada em MMS no inicio da fase logaritmica de crescimento e
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concentracdes maximas foram registradas ao final do periodo de incubagdo de 80 h. A
concentracdo de AHL(s) no MMS foi cerca de trés vezes menor que no meio TYEP +
CaCl, e, am ambos os meios a populacdo final foi de 10° UFC mL™". Os resultados
indicaram que a produ¢do de AHL pode estar sob controle de autoindugao.

O crescimento e a atividade proteolitica de P. fluorescens 07A foram avaliados
em seis meios de cultura e apenas, em MMS foi verificada uma reducdo acentuada na
velocidade do crescimento bacteriano. Constatou-se que a adi¢ao de 0,25 % de cdlcio ao
meio TYEP promoveu o aumento da atividade proteolitica de até 100 %. O calcio pode
estar aumentando a sintese das proteases ou a estabilidade destas enzimas.

O pH dos meios de cultura a base de triptona aumentou na fase estaciondria de
crescimento em virtude de uma maior protedlise dos substratos protéicos, com liberagao
de aminas para o meio. Em conseqiiéncia da presen¢a de um sistema tampao natural no
leite, o pH em LDR 12 % variou de 6,3 para 7,3. A auséncia de substratos protéicos
para as enzimas proteoliticas pode explicar a manutencdo do pH préximo a 7,0 no
MMS.

A produgdo do sider6foro pioverdina, por P. fluorescens 07A, caracterizada
pela intensidade da pigmentacdo fluorescente, foi maior em meios com célcio e reflete a
necessidade de capturar ferro pelo microrganismo.

A adicao dos indutores sintéticos ABL ou HHL ao meio de cultivo ndo afetou o
crescimento e a atividade proteolitica da estirpe 07A em TYEP + CaCl, 0,25 %,
sugerindo que estas moléculas ndo participam da regulacdo do crescimento e da
producdo de proteases neste isolado. A adi¢do do extrato de AHL, obtido da cultura da
mesma estirpe em fase logaritmica de crescimento, ndo aumentou a atividade
proteolitica especifica desta bactéria em TYEP + CaCl, 0,25 %. Este resultado é um
indicativo de que o quorum sensing pode nao estar exercendo influencia na regulacao da
sintese de enzimas proteoliticas pela estirpe P. fluorescens 07A.

Considerando que a presengca de AHLSs foi freqiiente entre os isolados de leite e
que o quorum sensing tem implicacdes importantes na ecologia microbiana de produtos
alimenticios, com a participagdo na regulacdo de fenétipos relacionados a deterioragao
em bactérias saprofiticas, sugere-se a conducdo de trabalhos futuros para uma maior
compreensdo do envolvimento deste sistema de regulacdo com a deterioragdo de
produtos alimenticios. Uma vez estabelecida esta relacdo, novas formas de controle
microbiano, por moléculas que interfiram com o mecanismo quorum sensing, devem ser

estudadas para o desenvolvimento de novas técnicas de preservacao de alimentos.
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ANEXO

Meio minimo AT (Tempé et al., 1977)

Tampao AT 20x:
KH2PO4 -214 g
Adicionar a 1 L de dgua destilada e ajustar o pH para 7,3 com KOH sdélido

Sais AT 20x:
(NH4)2SO04-40 g
MgSO4-1.56¢g
CaCl,-0.152 ¢

FeSO, - 7TH,0 - 0.100 g
MnSO4 - H,O - 0.044 g

Adicionar a 1 L de dgua destilada

Os sais e o tampdo ndo podem ser autoclavados juntos. Apds autoclavar os
sais, é formado um precipitado rosa. Deve-se tomar o cuidado de agitar antes de usar.
Como meio de crescimento, usa-se a concentragdo de 1x tanto do tampao quanto dos

sais e 0,5 % de glicose.
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