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RESUMO

PONCE, Adriana dos Reis, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2007.
Caracteristicas fenotipicas de Enterobacter cloacae controladas pelo sistema
quorum sensing Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-orientadores: Elza
Fernandes de Aratijo e Hildrio Cuquetto Mantovani.

Muitas bactérias apresentam um sistema elaborado de comunicagao entre células
dependente de densidade celular, denominado como quorum sensing, ¢ o conhecimento
de fendtipos controlados por esse mecanismo pode contribuir para a elucidagdao de
processos importantes na microbiologia de alimentos. O objetivo deste trabalho foi
determinar fendtipos regulados por quorum sensing em Enterobacter cloacae 067,
isolado de leite cru refrigerado. Foram comparadas caracteristicas fenotipicas da estirpe
selvagem de E. cloacae 067 com uma estirpe transconjugante, que sintetiza a enzima
lactonase, responsavel pela hidrolise de acil homoserina lactonas (AHLs), moléculas
sinal do sistema quorum sensing. Estirpes selvagem e transconjugante de E. cloacae
067 cresceram em temperaturas de 4 °C a 43 °C, com 6timo entre 36 °C e 43 °C e a
populacdo maxima foi atingida a 30 °C. A densidade optica das culturas da estirpe
transconjugante foram maiores (p < 0,05) do que a da selvagem, tanto em meios de
cultura complexos como em meios minerais, contendo uma unica fonte de carbono
organico. A motilidade por espalhamento ndo foi verificada nas estirpes testadas e a

motilidade por contragdo nao foi alterada no transconjugante. Biofilmes foram formados
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em superficie de poliestireno ¢ a estirpe E. cloacae 067 selvagem apresentou maior
adesdo que a estirpe transconjugante, quando cultivada nos meios Luria Bertani (LB),
triptona, extrato de levedura e fosfato (TYEP) e meio minimo de sais (MMS). A adi¢do
de calcio ao meio TYEP reduziu a formagdo de biofilmes pela estirpe selvagem, mas
ndo na transconjugante. Em superficie de aco inoxidavel a adesdo da estirpe selvagem
foi cerca de um ciclo logaritmico maior do que a transconjugante, por até 48 horas de
incubacdo. Apds este periodo, diferencas entre as estirpes ndo foram detectadas, tanto
na observagdo microscopica quanto na contagem de células vidveis aderidas. A
diferenca na adesdo de E. cloacae 067 selvagem e transconjugante em poliestireno ¢ em
aco inoxidavel sugere que o sistema quorum sensing regula a formagdo de biofilmes
nesta estirpe. Atividades das enzimas amilases, celulases, lipases e pectinases ndo foram
verificadas nas estirpes selvagem e transconjugante de E. cloacae 067. Entretanto, o
transconjugante foi capaz de liquefazer a gelatina apds 12 dias de incubagdo a 30 °C, o
que ndo foi observado na estirpe selvagem. O transconjugante de E. cloacae 067
também apresentou maior atividade proteolitica em &4gar caseinato e em agar LB
acrescido de 2 % de leite e maior grau de protedlise do leite do que o selvagem. A
coagulacdo do leite desnatado reconstituido a 12 % e do leite pasteurizado por E.
cloacae 067 transconjugante ocorreu apds 36 horas de incubagdo, enquanto a estirpe
selvagem coagulou o leite somente apds 96 horas. Estes resultados sugerem a existéncia
de um mecanismo de regulacdo negativa da atividade proteolitica em E. cloacae 067
pelo sistema quorum sensing. A atividade proteolitica de ambas as estirpes avaliadas
ndo foi detectada em zimograma contendo azocaseina como substrato. Entretanto,
quando gelatina foi usada como substrato, foi possivel a observacdo de atividade
proteolitica no extrato proteico das estirpes selvagem e transconjugante no gel. A
analise dos sobrenadantes livres de células e concentrados 15 vezes, em gel de
poliacrilamida evidenciou maior numero de bandas de proteinas extracelulares
produzidas pela E. cloacae 067 selvagem do que pela transconjugante, sugerindo que o
sistema quorum sensing pode estar envolvido na regulacdo de outras proteinas

extracelulares, além de proteases.



ABSTRACT

PONCE, Adriana dos Reis, M.S., Universidade Federal de Vigosa, august 2007.
Phenotypics characteristics by Enterobacter cloacae controlled for the system
guorum sensing. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-advisers: Elza
Fernandes de Aratjo and Hilario Cuquetto Mantovani.

Many bacteria present an elaborate system of communication dependent of cell
density known as quorum sensing, and the knowledge of the phenotypes controlled by
this mechanism may contribute for the elucidation of important processes in food
microbiology. The objective of this study was to determine phenotypes regulated by
quorum sensing in Enterobacter cloacae 067 isolated from cooled raw milk. Phenotypic
characteristics of E. cloacae 067 wild type were compared to the transconjugant strain,
that synthesizes the lactonase enzyme, which is responsible for hydrolysis of N-
acylhomoserine lactones (AHLs) that are signal molecules of the quorum sensing
system. Wild type and transconjugant strains of E. cloacae 067 were grown in
temperatures from 4 °C until 43 °C. The optimum temperature was between 36 °C and
43 °C and the maximum population was reached at 30 °C. The optical density of
transconjugant strain culture was higher (p < 0,05) than the wild type in both complex
and in mineral medium which contained only one organic carbon source. The swarming
motility was not verified in E. cloacae strains tested and the twitching motility was not
modified in the transconjugant. Biofilms was formed in polystyrene surface and E.
cloacae 067 wild type presented higher adhesion than the transconjugant strain when

cultivated in Luria Bertani medium (LB), triptona, extract yeast and phosphate medium
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(TYEP), and in minimal medium (MMS). The addition of calcium to the TYEP medium
reduced the biofilm formation by the wild type, but not in the transconjugant. In
stainless steel surface, the adhesion of the wild type was approximately one logarithmic
cycle higher than the transconjugant until 48 hours of incubation. After this period,
differences were not detected in both microscopic observation and in the counting of
adhered viable cells. The difference in adhesion of E. cloacae 067 wild type and
transconjugant in polystyrene and stainless steel suggests that quorum sensing system
regulates biofilm formation by this strain. Amylases, celulases, lipases and pectinases
activities were not verified in the wild type and transconjugant strains of E. cloacae
067. However, the transconjugant strain was capable to use gelatin after 12 days of
incubation at 30 °C. The transconjugant of E. cloacae 067 presented higher proteolytic
activity in casein agar and in LB agar added of 2% (w/v) of skim milk. This strain also
presented higher degree of proteolyses than the wild type. The spoilage of reconstituted
12% (w/v) skim milk and of pasteurized milk for E. cloacae 067 transconjugant
occurred after 36 hours of incubation, while the milk spoilage for the wild type strain
occurred only after 96 hours. These results suggest the existence of a mechanism of
partial negative regulation of proteolytic activity in E. cloacae 067 for the quorum
sensing system. The proteolytic activity of both strains was not detected in the
zimogram azocasein gel. However, when gelatin was used as substrate, it was possible
to observe proteolytic activity in protein extract of the wild type and transconjugant
strains. Analysis of the free supernatant of cells, concentrated 15 turn, in SDS-PAGE
exhibited higher number of extracellular protein bands produced by E. cloacae 067 wild
type than the transconjugant. Therefore, this suggests that besides proteases, quorum

sensing system may be involved in the regulation of other extracellular proteins.
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1. INTRODUCAO

Muitas bactérias apresentam um sistema elaborado de comunicacao entre células
dependente de densidade celular, conhecido como quorum sensing. Nesse processo, a
bactéria é capaz de monitorar a presenca de outras ao seu redor pela produgao e resposta
a moléculas sinalizadoras ou autoindutoras. O quorum sensing regula uma série de
caracteristicas fenotipicas, incluindo a produgdo de antibidticos, formagdo de biofilme,
bioluminescéncia, diferenciagdo celular, competéncia, crescimento, producdo de
pigmentos, transferéncia de plasmideos, produ¢do de enzimas hidroliticas
extracelulares, esporulacao, motilidade, producdo de toxinas e expressdao de genes de
viruléncia.

Acredita-se que o quorum sensing tenha fungdo importante na deterioragdo de
alimentos, pois diferentes géneros de bactérias, incluindo muitos membros da familia
Enterobacteriaceae, isoladas de alimentos, como produtos carneos e leite, foram
identificados como produtores de moléculas sinalizadoras. Entretanto, ainda sdao poucas
as informagdes a respeito da funcdo dessas moléculas na ecologia microbiana dos
alimentos.

Um grupo importante de deterioradores de alimentos ¢ o de bactérias
psicrotroficas, que constituem a microbiota predominante em muitos alimentos
conservados em temperaturas de refrigeragdo. Em leite cru refrigerado, as bactérias
psicrotroficas produtoras de enzimas proteoliticas e lipoliticas sdo as principais
causadoras de alteragdes que comprometem a qualidade e o rendimento de produtos

lacteos. Muitas bactérias psicrotroficas sdo também capazes de formar biofilmes em



diversas superficies de contato com alimentos, como equipamentos, latdes, tanques de
resfriamento e tubulagdes e representam um risco elevado de contaminagdo antes e apos
o processamento, podendo resultar na deterioracdo do alimento ou torna-lo veiculo de
microrganismos patogénicos.

Entre as bactérias psicrotroficas, frequentemente isoladas de leite cru
refrigerado, encontram-se representantes da familia Enterobacteriaceae, como
Enterobacter, Hafnia e Serratia. Espécies de Enterobacter sdo amplamente distribuidas
em humanos e animais, assim como na agua, solo e alimentos. Embora reconhecidas
como produtoras de AHLs, ainda ndo se sabe quais os fenotipos sdo controlados por
quorum sensing nesse género.

Para o estudo e compreensdo do mecanismo de quorum sensing e dos fen6tipos
por ele regulados, geralmente, sdo utilizadas estratégias que incluem a inibicdo da
biossintese da molécula sinal, a aplicacdo de antagonistas ou agonistas, a inativagao
quimica, a inativacdo enzimatica ou a biodegradacao de moléculas sinalizadoras.

Considerando a importancia de se contribuir para a elucidagdo de processos
como crescimento bacteriano, deterioracdo de alimentos e formagao de biofilmes, este
estudo teve como objetivo, avaliar fendtipos controlados por quorum sensing em isolado

de Enterobacter cloacae proveniente de leite cru refrigerado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mecanismo de comunicacao célula-célula

Por um longo tempo acreditava-se que as bactérias existiam como células
individuais que buscavam por nutrientes € se multiplicavam, sendo estudadas como
populacdes de células que agiam de forma independente. Mais recentemente, tem se
tornado claro que muitas bactérias sdo capazes de perceberem informacgdes que se
originam de animais, de plantas hospedeiras e de outras bactérias (FUQUA et al., 1996),
indicando que existe interacdo e comunica¢do entre as células. As bactérias podem
produzir um extenso repertério de metabolitos secundarios, € podem responder a uma
ampla variedade de moléculas quimicas em seu ambiente. Um grupo particular de
metabolitos secundarios tem sido caracterizado pela sua importancia na regulacdo da
expressdo de genes dependentes da densidade celular (KELLER e SURETTE, 2006) e
este comportamento tem sido referido, coletivamente, como quorum sensing ou
comunicagdo célula-célula (FUQUA et al., 1996).

O sistema de sinaliza¢do dependente de densidade celular, quorum sensing, ja
foi identificado em muitos géneros de bactérias. Nesse processo, a bactéria ¢ capaz de
monitorar a presenca de outras bactérias ao seu redor pela produgdo e resposta a
moléculas sinalizadoras, que sdo compostos de baixa massa molecular liberados no
ambiente, conhecidos como autoindutores ou molécula Al, (TAGA e BASSLER, 2003).

Quando uma concentragdo critica de autoindutores ¢ atingida, o microrganismo detecta



que um numero suficiente ou um quorum de bactérias esta presente e responde com a
expressdo coordenada de certos genes. Os sinais sdo enviados a uma regido promotora
particular, que ativa ou reprime genes alvos e permite a0 microrganismo, organizar uma
resposta unificada favoravel a sobrevivéncia da populagdo (DE KIEVIT e IGLEWSKI,
2000; SWIFT et al., 2001; SMITH et al., 2004). O sistema quorum sensing facilita o
acesso a nutrientes complexos ou a nichos no ambiente, propicia defesa coletiva contra
outros microrganismos competidores ou contra mecanismos de defesa do hospedeiro
eucarioto, além de otimizar a sobrevivéncia da populacdo por meio da diferenciagdo em
formas morfologicas melhor adaptadas para combater ameacas ambientais (SWIFT et
al., 2001).

Sao reconhecidos dois tipos de sistemas quorum sensing: intraespécie e
interespécies (MARCH e BENTLEY, 2004). A comunica¢do intraespécie em bactérias
Gram-negativas ¢ frequentemente mediada por N-acil-homoserina lactonas (AHLs)
derivadas de precursores de acidos graxos e aminoacidos, também conhecidas com Al-1
(FUQUA et al., 2001; MILLER e BASSLER, 2001; WHITEHEAD et al., 2001). As
AHLs constituem a familia mais bem caracterizada de moléculas sinalizadoras de
quorum sensing. Mais de 12 derivados de AHLs, com variagdes no comprimento ou
substituicdo da cadeia acil foram identificados em uma gama de bactérias Gram-
negativas (WHITEHEAD et al., 2001). Em Gram-positivas, a comunicagao
intraespécies ¢ facilitada por peptideos (MILLER e BASSLER, 2001; WHITEHEAD et
al., 2001). A comunicagdo intra e interespécies utiliza moléculas de furanosil borato
diéster (AI-2) e uma molécula diéster ndo boratada (vAI-2) (LAZAZZERA, 2001;
SPERANDIO et al., 2003). O autoindutor 3 (AI-3) esta envolvido na comunicagdo
cruzada entre Escherichia coli O157:H7 e a epinefrina do sistema sinalizador da célula
do hospedeiro (SPERANDIO et al., 2003). Além dessas, outras moléculas estdo
envolvidas na sinalizagdo célula-célula, entre elas, dipeptideos ciclicos, como
dicetopiperazinas (DKPs) (HOLDEM et al., 1999; DEGRASSI et al., 2002), as 2-
heptil-3hidroxil-4-quinolona (PQS) que atuam como uma ligacdo adicional regulatéria
entre os circuitos de quorum sensing Las e Rhl em Pseudomonas aeruginosa (PESCI et
al., 1999) e o acido 3 — hidroximetil éster palmitico (30H PAME) (FLAVIER et al.,
1997).

Ainda ndo estd completamente elucidada como a comunicagao celular ocorre nas
bactérias. Pesquisas sobre a sinalizacdo baseada em N-acil-homoserinas lactonas

mostram que esse sistema ¢ muito comum. Entretanto, os tipos de moléculas potenciais



que as bactérias produzem e as quais respondem para se adaptarem ao ambiente,
incluindo ambientes competitivos, ainda sdo pouco exploradas, mas ¢ crescente o

numero de moléculas sinalizadoras identificadas (KELLER e SURETTE, 2006).

2.2. Fendtipos regulados pelo sistema quorum sensing

Muitos estudos demonstraram que o quorum sensing regula uma série de
fendtipos, incluindo a produgcdo de antibidticos, formagcdo de biofilmes,
bioluminescéncia, diferenciagdo celular, competéncia, crescimento, producdo de
pigmentos, transferéncia de plasmideos, produ¢do de enzimas hidroliticas
extracelulares, esporulacao, motilidade em superficies, produgdo de toxinas e expressao
de genes de viruléncia (SMITH et al., 2004).

A formagdo de biofilmes ¢ dependente de quorum sensing em Pseudomonas
aeruginosa (DAVIES et al., 1998), Aeromonas hydrophila (LYNCH et al., 2002) ¢
Burkholderia cepacia (HUBER et al., 2001; RIEDEL et al., 2003). Nestas espécies foi
comprovada que, a formacao de microcoldnias ndo ¢ dependente do sistema quorum
sensing mas a diferenciagdo das microcolonias para formar o biofilme maduro ¢é
dependente da comunicagdo entre as células (PARSEK e GREENBERG, 2000, HUBER
etal., 2001; LYNCH et al., 2002).

Em muitas bactérias, a sintese de certos antibidticos ¢ controlada por quorum
sensing, como a produgdo de carbapenemo em Serratia e Erwinia (SMITH et al., 2004)
e de mupirocina e fenazina em Pseudomonas fluorescens (EL SAYED et al., 2001,
KHAN et al., 2005). Em P. fluorescens foram identificados dois possiveis genes
regulatérios da biossintese de mupirocina, mupR e mupl, cuja seqiiéncia predita dos
aminoacidos codificados mostra identidade significante com proteinas envolvidas no
sistema regulatorio de quorum sensing tais como LasR/LuxR e Lasl/LuxI. A inativagao,
por delegdo, desses genes confirmou o requerimento de ambos para a biossintese desse
antibidtico (EL SAYED et al., 2001). O operon phz, que ¢ requerido para a produgao de
fenazina, ¢ precedido por dois genes, phzR e phzl, que sdo similares aos genes da
familia LuxR/LuxI. A dele¢do de phzR e phzl resultou em auséncia de produgdo de
fenazina, bem como de AHLs que incluem quatro derivados 3-hidroxil AHL e dois

derivados alcanoil-AHL (KHAN et al., 2005).



Em Serratia liquefaciens foi demonstrado que a diferenciagdo em células
capazes de se moverem por espalhamento (Swarming), importantes para a rapida
colonizagdo de superficies, envolve o sistema quorum sensing (EBERL et al., 1996).

Outro fenétipo controlado por quorum sensing em algumas bactérias ¢ a
producédo de enzimas hidroliticas. Em Serratia proteamaculans B5a foi verificado que o
sistema quorum sensing ¢é responsavel pela regulagdo de enzimas proteoliticas,
lipoliticas e quitinoliticas (CHRISTENSEN et al., 2003). Analise em zimograma
especifico para deteccdo de cada enzima ndo revelou atividade das enzimas avaliadas
nos sobrenadantes livres de células da estirpe mutante de S. proteamaculans B5a (AC1),
que possui uma mutacdo no gene Sprl, que codifica uma sintase de AHL. Entretanto,
com a adi¢do de 100 nM de 3-oxo-C6-AHL ao meio de cultivo do mutante S.
proteamaculans B5a (AC1) foi verificada atividade das enzimas avaliadas. Esses

mesmos autores também avaliaram a coagulagdo do leite inoculado com as estirpes
. . 6
selvagem e mutante de S. proteamaculans e verificaram que o leite contendo 1 x 10

UFC. mL" da estirpe mutante ndo coagulou o leite apés 18 horas de incubagdo a
temperatura ambiente. Entretanto, com a adi¢do de 200 nM de 3-oxo-C6-AHL a
coagulacdo do leite foi observada, sugerindo que a coagulacdo foi causada pela
atividade das enzimas proteoliticas e que estas enzimas sdo reguladas pelo sistema
quorum sensing.

MARTINS (2007) obteve uma estirpe transconjugante de Enterobacter cloacae,
por conjugacao triparental utilizando como estirpe doadora E. coli S17-1 (pBHR1-aiiA-
km") e estirpe helper E. coli HB101 (pRK600). A estirpe transconjugante é portadora do
gene aiiA de Bacillus, que codifica a lactonase responsavel pela clivagem do anel
lactona da AHLs. Essa estirpe transconjugante ndo acumula AHL e apresentou maior
atividade proteolitica em agar Luria Bertani acrescido de 2 % de leite e maior potencial
de coagulacdo de leite desnatado reconstituido a 12 % do que a estirpe selvagem. Para
MARTINS (2007), houve indicagdo de um possivel controle negativo parcial da
atividade proteolitica pelo sistema quorum sensing em E. cloacae. Entretanto, em
zimograma contendo azocaseina como substrato, esse mesmo autor nao observou
atividade proteolitica no extrato livre de células das estirpes selvagem e
transconjugante. No entanto, em duas estirpes de P. fluorescens, 041 ¢ 07A, o

mecanismo de bloqueio de quorum sensing pela clonagem e expressdo do gene aiiA ndo



influenciou a atividade proteolitica, sugerindo que, nesses isolados, ndo hd o controle

dessa enzima pela acdo de AHLs (MARTINS, 2007).

2.3. Sistema quorum sensing em bactérias isoladas de alimentos

Pelo fato do mecanismo de comunicagdo célula-célula ocorrer em diversas
espécies microbianas, o quorum sensing provavelmente desempenha uma fungdo na
ecologia microbiana de alimentos. Acredita-se que o quorum sensing tenha participagao
importante na deterioracdo de alimentos ou no crescimento e na produ¢do de toxinas por
patogenos em alimentos (SMITH et al., 2004). Diferentes géneros de bactérias,
incluindo muitos membros da familia Enterobacteriaceae, contaminantes de peixes
(GRAM et al., 1999; GRAM et al., 2002), frango (GRAM et al., 2002), produtos
carncos (GRAM et al., 1999; BRUHN et al., 2004) ¢ leite (LINDBERG et al., 1998,
PINTO et al., 2007) produzem AHLs. Estas moléculas foram detectadas em uma
variedade de alimentos em processo de deterioracdo, tais como broto de feijado (RASCH
et al., 2005), salmio defumado a frio (GRAM et al., 1999) e carne embalada a vacuo
(BRUHN et al., 2004).

A deterioragao do leite por S. proteamaculans foi dependente da presenga de
AHL e ¢, portanto, controlada por quorum sensing (CHRISTENSEN et al., 2003). JAY
et al. (2003) sugeriram que o sistema quorum sensing desempenha uma importante
fungdo na deteriora¢@o de carne in natura mantida sob baixas temperaturas. BRUHN et
al. (2004) verificaram que Hafnia alvei é a bactéria mais comumente identificada como
produtora de AHL, isolada de amostras de carne embalada a vacuo, sendo a presenca de
N-3-oxo-hexanoil-homoserina lactona confirmada em cultura pura dessa bactéria. Os
resultados desses autores indicaram que, embora H. alvei ndo esteja diretamente
relacionada a deterioracdo da carne embalada a vacuo, a AHL produzida por ela pode
atuar, por comunicagdo cruzada, sobre outras bactérias deterioradoras que utilizam o
sistema quorum sensing.

DUNSTALL et al. (2005) avaliaram o efeito de nove AHLs sintéticas no
crescimento de P. fluorescens isoladas de leite e constataram que N-benzoiloxicarbonil-
L-homoserina lactona e N-3-oxihexanoil-DL-homoserina lactona reduziram a duragdo da

fase lag e aumentaram a taxa de crescimento de trés estirpes avaliadas. Esses autores



sugeriram mais estudos para elucidar o efeito de AHLs sobre a atividade proteolitica.
PINTO (2005) verificou que a adicdo de AHL sintética ao meio de cultura de P.
fluorescens nao promoveu aumento da atividade proteolitica, sugerindo que o sistema
quorum sensing ndo regula a sintese de proteases nessa espécie. Resultados de
MARTINS (2007) reforcaram as evidéncias de que a atividade proteolitica de P.
fluorescens isolada de leite cru granelizado ndo depende da presenga de AHL.

Muitos géneros da familia Enterobacteriaceae como Enterobacter, Yersinia,
Erwinia e Serratia, sdo capazes de produzir AHLs e possuem genes regulados pelo
sistema quorum sensing (JONES et al., 1993; EBERL et al., 1996; GRAM et al., 1999;
CHRISTENSEN et. al., 2003; ATKINSON et al., 2006)

Os membros da familia Enterobacteriaceae sdo bastonetes Gram-negativos,
anaerdbios facultativos que, quando sdo capazes de se locomover, normalmente fazem
por meio de flagelos peritriquios. Eles possuem necessidades nutricionais simples e sdo
um importante grupo bacteriano. Os géneros que compdem a familia Enterobacteriacea
sdo: Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Serratia, Proteus, Yersinia, Erwinia
e Enterobacter (TORTORA, 2005).

As espécies de Enterobacter sdo amplamente distribuidas em humanos e
animais, assim como na agua, no esgoto e no solo (TORTORA, 2005). Duas espécies de
Enterobacter, E. cloacae e E. aerogenes, sdo importantes por causar infecgdes no trato
urinario e infec¢des hospitalares. Atualmente, a espécie E. sakazakii tem recebido
destaque importante por ser um patégeno oportunista associado a varios casos de
meningites ou enteritites, particularmente em bebés (BARREIRA et al., 2003). E.
sakazakii, E. cloacae ¢ E. agglomerans sao consideradas as principais espécies do
género frequentemente isoladas de amostras de alimentos (FARMER et al., 1980). E.
cloacae WBMH-3-CM' transformada com gene inaA de Erwinia (Pantoea) ananas
IN10, tem potencial para uso em controle bioldgico de larvas de amora, G. duplicalis. E.
cloacae ¢ importante, pois ¢ capaz de colonizar o intestino de uma ampla variedade de
insetos e ndo causa danos a plantas (WATANABE, ABE e SATO, 2000).

Espécies de Enterobacter e outros membros da familia Enterobacteriaceae sao
reconhecidos como produtores de AHLs. Dentre eles, E. agglomerans e Serratia
liquefaciens predominaram entre os produtores de AHLs em salmao defumado a frio e
incubado a 5 °C (GRAM et al., 1999). E. agglomerans produz 3-oxo-C8-AHL e em
menor concentragdo, 3-0xo-C6-AHL, enquanto S. liquefaciens sintetiza principalmente

3-0x0-C6-AHL (GRAM et al., 1999). Esses autores verificaram que, ap6s a inoculagdo



de salmdo defumado com E. agglomerans ou S. liquefaciens e subseqiiente estocagem a
5 °C sob condigdes anaerdbias, a contagem bacteriana chegou a, aproximadamente, 10’
UFC. g'1 em 10 dias e a concentragdo de AHL aumentou, aproximadamente, 200 vezes,
o que pode indicar uma relacdo entre producao de AHL e deterioragdo do salmao.

A influéncia da fonte de carbono, temperaturas de 5 °C e 25 °C, concentragdes
de 0 a 7 % de sal, pH de 6,6 a 8,0 e a co-existéncia com bactérias do acido lactico no
perfil e taxa de produgdo de AHLs por E. agglomerans B5a e S. proteamaculans B5a
também foram avaliadas. As duas espécies produziram os mesmos tipos de AHLs sob
todas as condigdes, mas constatou-se perda de atividade de AHL em valores de pH
acima de 7,5 (FLODGAARD et al., 2003).

A andlise por cromatografia em camada fina de extratos livres de células em
acetato de etila de 56 linhagens de E. sakazakii evidenciou a presenga de dois diferentes
tipos de AHLs, 3-0x0-C6-AHL e 3-ox0-C8-AHL, indicando que o sistema quorum
sensing pode estar envolvido na regulacdo génica dessa espécie (LEHNER et al., 2005).

Esses estudos mostram clara evidéncia de que muitas bactérias contaminantes de
alimentos produzem AHLs. Entretanto, a importancia do sistema quorum sensing na
ecologia microbiana de alimentos, principalmente na deterioracdo de alimentos, requer
mais investigagoes. Além disso, pouco se sabe a respeito da estabilidade dessas
moléculas sinalizadoras a temperatura e se o processamento e condi¢des de estocagem
de alimentos podem influenciar a quantidade e a biodisponibilidade das AHLs.
Portanto, o entendimento dos mecanismos de comunicagdo bacteriana pode levar ao
desenvolvimento de técnicas de prevengao da deterioracdo dos alimentos (PILLAI e

JESUDHASAN, 2006).

2.4. Mecanismos de inibi¢do do sistema quorum sensing

Considerando que uma diversidade de espécies de bactérias utiliza o sistema
quorum sensing para coordenar suas atividades biologicas, levando a vantagens
competitivas como, por exemplo, produ¢do de antibidticos e fatores de viruléncia ¢é
compreensivel que competidores possam, também, ter desenvolvido mecanismos para
desarmar o sistema quorum sensing desses microrganismos ¢ ganhar a competi¢do

(DONG e ZHANG, 2005). Inibidores do sistema quorum sensing, como enzimas



capazes de hidrolisar a molécula sinal e analogos de molécula sinal foram identificados
em organismos procariotos e eucariotos (ZHANG e DONG, 2004). A utilizagdo desses
antagonistas e de enzimas que degradam moléculas sinalizadoras ¢ importante, pois, ao
inibirem a cascata de transdugdo de sinal de quorum sensing, podem reduzir a expressao
de fatores de viruléncia ¢ o desenvolvimento de biofilmes (SMITH et al., 2004). Esses
compostos que inibem o sistema quorum sensing constituem uma nova geragdo de
agentes antimicrobianos com aplica¢cdes em muitos campos, incluindo medicina humana
e veterinaria, agricultura, seguranca e deterioragdo de alimentos (PILLAI e
JESUDHASAN, 2006).

A primeira técnica de interrupg¢do de quorum sensing teve como alvo a inibigao
da biossintese da molécula sinal. Em muitos casos, uma proteina similar a LuxI de
Vibrio fischeri catalisa a biossintese de AHLs em Gram-negativos, usando a proteina
acil carreadora (para formar a cadeia acil) e S-adenosilmetionina (para o motivo
homoserina lactona) como substratos (FUQUA e GREENBERG, 2002). Como uma
alternativa para bloquear a biossintese de AHL, PARSEK et al. (1999) verificaram que
analogos de S-adenosilmetionina, tal como S-adenosilcisteina, podem inibir a atividade
da sintase de AHL em P. aeruginosa, acima de 97 %. Assim, é possivel utilizar
analogos de S-adenosilmetionina como inibidores especificos de quorum sensing, uma
vez que, pesquisas em bancos de dados revelaram que nenhuma seqiiéncia na sintase de
reconhecimento de AHL esta presente em outras enzimas com sitios de ligagdo para S-
adenosilmetionina. Portanto, essa estratégia ndo afeta outros processos vitais em
organismos procariotos ¢ eucariotos (PARSEK et al. 1999).

Outro mecanismo de interrup¢do do sistema quorum sensing ¢ a utilizagdo de
antagonistas, moléculas que podem se ligar a reguladores de resposta de quorum
sensing, impedindo a ativagdo dos mesmos. A alga marinha vermelha Delisea pulcha
desenvolveu mecanismo de defesa para impedir que sua superficie fosse colonizada por
bactérias e produz furanonas halogenadas como antagonistas de AHLs (GIVSKOV et
al., 1996). Por apresentar estrutura similar a das AHLs, as furanonas halogenadas sao
capazes de se ligarem a proteina do tipo LuxR e, com isso, inibir a sua ativacdo pela
AHL (RASMUSSEN et al., 2000). GIVSKOV et al. (1996) verificaram que furanonas
halogenadas interferem no sistema quorum sensing e afetaram a motilidade de S.
liquefaciens. O efeito inibitorio das furanonas na formagao de biofilmes, mas ndo no

crescimento de H. alvei 071, também foi constatado por VIANA (2006).
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Em alguns casos, as AHLs por si mesmas, atuam como antagonistas de quorum
sensing. Por exemplo, a estirpe Chromobacterium violaceum produz o pigmento
violaceina quando a AHL de cadeia curta C6-AHL ¢ produzida. Entretanto, a produ¢ao
de pigmento ¢ inibida por cadeias de AHL contendo 10 ou mais carbonos (MCCLEAN
etal., 1997).

As moléculas de AHLs sdo quimicamente inativadas por oxidagdo com
antimicrobianos halogenados e dependente de pH, produzindo acil-homoserina
(DEFOIRDT et al., 2004). MICHELS et al. (2000) verificaram que, em pH 6,0 a
molécula de 3-oxo-AHL reage rapidamente com duas moléculas de acido hipocloroso,
produzindo uma molécula de 2,2-dihalo-3-oxo AHL. Subsequentemente, a cadeia acil ¢
hidrolisada, produzindo 4cido graxo e 2,2-dihalo-N-etanoil-;-homoserina lactona. Em
pH 3, a reagdo para ap0s a etapa de halogenacao, enquanto em pH 8, o anel lactona de
2,2-dihalo-N-etanoil-L-homoserina lactona ¢ hidrolisado, produzindo 2,2-dihalo-N-
etanoil-L-homoserina e, com isso, inativando a AHL.

A capacidade de degradar AHLs parece ser amplamente distribuida entre as
bactérias para bloquear o sistema quorum sensing de seus competidores e obter, com
isso, vantagens seletivas (DEFOIRDT et al., 2004). A inativacdo enzimatica das
moléculas sinalizadoras pode ser mediada pelas lactonases e acilases (DEFOIRDT et
al., 2004). Essa inativagdo enzimatica tem sido demonstrada ¢ documentada em, pelo
menos, 10 espécies bacterianas (Tabela 1) incluindo espécies de Bacillus,
Agrobacterium tumefaciens, Arthrobacter sp., Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa,
Rastonia sp. e Variovorax paradoxus (DONG e ZHANG, 2005).

A primeira enzima bloqueadora de quorum sensing foi identificada em uma
espécie de Bacillus isolada do solo ¢ foi mais tarde, caracterizada como lactonase,
codificada pelo gene aiiA (DONG et al., 2001). O anel lactona pode ser hidrolisado nas
posigdes 1 e 2 por essa enzima (Figura 1A) (DONG e ZHANG, 2005). Estudos
revelaram que a enzima AiiA abre o anel lactona produzindo N-(3-oxohexanoil)-L-
homoserina (DONG et al., 2001) (Figura 1B). As lactonases codificadas pelo gene aiiA
de Bacillus sp. apresentam alta atividade catalitica e especificidade contra diferentes
moléculas de AHLs, ¢ atua melhor em moléculas de AHLs sem a substituicdo oxo
(WANG et al., 2004). Embora apresentem uma pequena seqiiéncia de ligagdo que se
assemelha ao motivo de ligacdo ao zinco, as lactonases ndo sdo metaloenzimas, o pH
otimo ¢ préoximo a 8,0, ndo sdo ativas em pH 5,0 e perdem a estrutura assimétrica em

pH 5,0 2 6,0 (WANG et al., 2004).
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Tabela 1. Espécies de bactérias que apresentam enzimas que degradam AHLs

Espécies Gene Referéncias
Bacillus sp. 240B1 aiiA Dong et al., 2000
Bacillus thuringiensis aiiA homologo Dong et al., 2002; Lee et al., 2002
Bacillus cereus aiiA homologo Dong et al., 2002; Reimmanne et al., 2002
Bacillus mucoide aiiA homologo Dong et al., 2002
Bacillus anthracis aiiA homologo  Ulrich, 2004
Agrobacterium tumefaciens attM, aiiB Zhang et al., 2002; Carlier et al., 2003
Arthrobacter sp. IBN 110 ahlD Park et al., 2003
Klebsiella pneumoniae ahlK Park et al., 2003
Variovorax paradoxus VAI-C ND* Leadbetter e Greenberg, 2000
Rastonia XJ12B aiiD Lin et al., 2003; Hu et al., 2003
Pseudomonas aeruginosa pvdQ Huang et al., 2003

PAO1

*ND, ndo identificado
Fonte: DONG e ZHANG, 2005

(A)

R O
(B ) lactonase /NM OH
S —— n N OH

|
0

W b 10 < Acil homoserina
n N -
. R 0
acilase
AHL L W ‘o 0
n o HaN |
0

Figura 1: Estrutura geral da molécula sinal de AHL e o produto da degradagdo enzimatica.
(A) Estrutura geral e seus possiveis sitios de clivagem; (B) Mecanismo de
degradacao de lactonases e acilases. Fonte: DONG e ZHANG, 2005.
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Em Burkholderia thailandensis a expressdo de aiiA de B. anthracis impediu o
acimulo de N-decanoil homoserina lactona e N-octanoil homoserina lactona e reduziu
as concentracdes de N-hexanoil homoserina lactona, alterou a motilidade por
espalhamento e contragdo, causou um aumento significante no tempo de geragdo e
afetou o metabolismo de carbono (ULRICH, 2004). Esse mesmo autor demonstrou que
a expressdo de aiiA de B. cereus A24 em B. thailandensis reduziu a concentra¢ao das
trés AHLs a niveis ndo detectaveis, alterou a motilidade e afetou o metabolismo de
carbono.

As enzimas acilases e deaminases podem separar a homoserina lactona da cadeia
acil nos sitios 3 e 4 (Figura 1A). Entretanto, pouco ¢ conhecido a respeito de
mecanismos enzimaticos e especificidade das acilases (DONG e ZHANG, 2005).

LEADBETTER e GREENBERG (2000) reportaram uma estirpe de V.
paradoxus (VAI-C) capaz de utilizar a AHL como unica fonte de carbono e nitrogénio.
Eles verificaram que V. paradoxus cliva a AHL com uma acilase e libera homoserina
lactona e acido graxo. Subsequentemente, o 4cido graxo ¢ utilizado como fonte de
carbono via B-oxidacdo. Entretanto, ainda ndo foi elucidado como a bactéria obtém
nitrogénio da fracdo homoserina lactona.

Ralstonia sp. XJ12B, isolada de um biofilme de espécies mistas, também ¢é capaz
de inativar AHL (LIN et al., 2003). A enzima responsavel pela inativagdo de AHL
(AiiD) foi purificada e misturada a N-3oxodecanoil-; -homoserina lactona. A analise do
produto de hidrdlise demonstrou que a AiiD hidrolisa a ligacdo amida da AHL. A
expressdo da enzima AiiA em P. aeruginosa PAO1 transformada inibiu a motilidade
por espalhamento do patdogeno ¢ reduziu a mortalidade do nematoide Caenorhabditis
elegans em cerca de 15 %, quando comparada com a estirpe selvagem (LIN et al.,
2003). MARTINS (2007) verificou que a estirpe de E. cloacae 067, isolada de leite cru
refrigerado e que, por conjugacdo recebeu o gene ailA de Bacillus, ndo foi capaz de
acumular AHL.

Além de procariotos, os eucariotos também produzem enzimas capazes de
hidrolisar AHLs. CHUN et al. (2004) mostraram que uma enzima de membrana do
epitélio pulmonar humano foi responsavel pela inativagdo da atividade das AHLs

sintéticas C6-AHL e 3-0x0-C12-AHL, mas ndo de C4-AHL e 3-oxo0-C6-AHL.
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2.5. Aplicagdes biotecnoldgicas do bloqueio do sistema quorum sensing

Processos em que o bloqueio do sistema quorum sensing ocorrem naturalmente
estdo sendo avaliados como uma nova terapia antimicrobiana. A super expressdao de
aiiA em plantas de tabaco e tomate conferiram resisténcia a infecgdo por Erwinia
carotovora, que requer AHL para controlar a expressao de fatores de viruléncia (DONG
et al., 2001). Do mesmo modo, o cultivo da planta de batata, Solanum tuberosum L. cv.
Binjet, inoculada com Bacillus thuringiensis reduziu a viruléncia mediada por E.
carotovora de maneira dependente de ailA (DONG et al., 2004). Estes exemplos
mostram que a inibi¢do do sistema quorum sensing oferece uma alternativa atrativa aos
tradicionais antibidticos, pois estas estratégias ndo sdo bactericidas e a ocorréncia de
resisténcia bacteriana pode ser reduzida (WATERS e BASLER, 2005).

Compostos inibidores de quorum sensing, principalmente aqueles cujo alvo sdo
as AHL, podem influenciar a colonizagcdo microbiana de superficies de carnes, produgdo
de toxinas e proliferacdo microbiana, podendo mais tarde, serem aplicados como

conservantes de alimentos (PILLAI e JESUDHASAN, 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos
(DMB) e no Laboratério de Microbiologia Industrial (DMB) no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), Vicosa-MG.

3.1. Bactérias utilizadas

Foram utilizadas as estirpes E. cloacae 067, isolada de leite cru refrigerado
granelizado (PINTO, 2004) e o transconjugante E. cloacae 067 (MARTINS, 2007). A
identidade do isolado E. cloacae 067 foi confirmada pelo Laboratorio de
Enterobactérias da Fundagdo Oswaldo Cruz. A estirpe transconjugante de Enterobacter
cloacae, foi obtida por conjugagdo triparental utilizando como estirpe doadora E. coli
S17-1 (pBHRI-aiiA-km') e estirpe helper E. coli HB101 (pRK600). A estirpe
transconjugante carrega o plasmideo pBHRI1-aiiA-Km que confere a esta estirpe,
resisténcia a kanamicina e a capacidade de sintese de lactonase de Bacillus, responsavel
pela clivagem do anel lactona das AHLs, o que compromete o sistema quorum sensing,
pois impossibilita o transconjugante de acumular AHLs.

O estoque da cultura selvagem foi feito em caldo Luria Bertani - LB (triptona 1

%, extrato de levedura 0,5 % e NaCl 0,4 %) e do transconjugante, em meio de cultura
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LB acrescido de 50 pug . mL" de kanamicina. As culturas ativadas por 12 horas foram
adicionadas a glicerol 50 %, e foram mantidas congeladas a — 80 °C. Antes de cada
experimento, as células foram reativadas por duas inoculagdes consecutivas em caldo
LB acrescido ou ndo de 50 pg . mL™ de kanamicina, com incubacdo a 30 °C por 16
horas, sob agitacao.

Para a verificacdo da produ¢do de AHLs, foram utilizadas as estirpes monitoras
Chromobacterium violaceum CV026 e Escherichia coli pBS403. C. violaceum CV026 ¢
um mutante deficiente na produgcdo de AHL e, consequentemente de violaceina, um
pigmento cuja produgio ¢ regulada pelo mecanismo de quorum sensing (STEINDLER e
VENTURI, 2007). Portanto, o resultado foi considerado positivo quando observada a
producdo do pigmento violaceina por C. violaceum CV026. E. coli pSB403 ¢ uma
estirpe transformante que produz luminescéncia na presenga de AHLs exogenas de
cadeias laterais de seis a oito carbonos com ou sem substituintes oxo. O resultado foi

considerado positivo quando E. coli pSB403 produziu luminescéncia.

3.2. Avaliagdo da producdo de AHLs

A confirmag¢ao de que a estirpe transconjugante de E. cloacae 067 conservava o
gene aiiA foi feita em bioensaio de estria cruzada (STEIDLE, 2001) em agar LB,
utilizando as estirpes monitoras C. violaceum CV026 e E. coli pBS403.

A producdo de AHL por E. cloacae também foi verificada em meio minimo de
sais - MMS (K,HPO,; 7 g . L' KH,PO4 2 g . L MgS04.7H,0 0.2 g . L™ (NH4),SO04 1
g . L"; glicerol 4 g . L e CaCl, 1 mmol . L") utilizando as estirpes monitoras C.
violaceum CV026 e E. coli pSB403. A estirpe E. cloacae 067 foi ativada em 10 mL de
meio de cultura LB a 30 °C, por aproximadamente, 24 horas. Posteriormente, a cultura
foi centrifugada em microcentrifuga a 4.300 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em mesmo volume de solugdo salina 0,85 %,
seguindo-se nova centrifugacdo na mesma velocidade e tempo. Apds essa etapa,
descartou-se o sobrenadante e a densidade optica das células foi padronizada em
espectrofotometro Spectronic 20D+ (Thermo Electron Corporation, Madison WI, EUA)
a 600 nm de forma a se obter uma populagdo equivalente a 10’ UFC . mL™. Aliquota de

1 mL da cultura padronizada foi transferida para 100 mL de caldo MMS e incubada a 30
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°C, por 96 horas, sob agitacao. Nos tempos 0, 20, 48, 72 ¢ 96 horas aliquotas foram
retiradas para a contagem de células pela técnica de microgotas (MORTON, 2001) e
para a avalia¢do da producao de AHL.

Para a determinacdo de AHL, aliquotas de 3 mL da cultura foram centrifugadas
em microcentrifuga a 4.300 g por 10 minutos. O sobrenadante foi esterilizado por
filtracdo em membranas de 0,22 pm e 25 mm de didmetro (Schleicher & Schuell,
Brasil) e desidratados por liofilizagdo. Apos a liofilizagdo, as amostras foram
adicionadas de 50 mM de Tris-HCL pH 7,0 e estocadas a — 20 °C até a realizacdo do
ensaio. Aliquotas de 1 mL de culturas de C. violaceum CV026 e E. coli pSB403
cultivadas em meio de cultura LB por 24 horas, foram adicionadas a 100 mL de 4gar LB
0,75 % a temperatura de 50 °C e vertidas em placas de Petri. Dois pocinhos foram feitos
em cada placa contendo as estirpes monitoras e, a eles, adicionados 50 pL dos extratos
concentrados de E. cloacae 067 coletados nos diferentes tempos de cultivo. As placas
inoculadas com C. violaceum CV026 foram incubadas a 30 °C ¢ as inoculadas com E.
coli pSB403 foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Como controle positivo foi utilizado
50 uL de 0,01 mg . mL" de hexanoil homoserina lactona (HHL) sintética e, como

controle negativo, 50 uL de MMS.

3.3. Determinacédo de temperaturas de crescimento

E. cloacae selvagem e transconjugante foram cultivadas, por
aproximadamente, 18 horas a 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm, em 10 mL de meio de
cultura LB apropriado para cada estirpe. Aliquotas das culturas ativas foram adicionadas
a 3 mL de caldo LB apropriado, at¢é que se alcancasse a absorvancia de 0,1,
correspondendo a, aproximadamente, 10’ UFC . mL"'. A incubagio foi feita a
temperaturas variando de 4 °C a 43 °C. A absorvancia foi medida de 30 em 30 minutos
por até 6 horas e, posteriormente, em intervalos de tempo varidveis até 80 horas, em
espectrofotometro Spectronic 20D+ (Thermo Electron Corporation, Madison WI, EUA)
a 600 nm.
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3.4. Determinacao de crescimento em diferentes meios de cultivo

C¢élulas de E. cloacae 067 foram cultivadas por, aproximadamente, 18 horas a 30
°C, sob agitacdo, em 5 mL de meio de cultura LB apropriado para cada estirpe. Em
seguida, a absorvancia da suspensdo de células foi padronizada de forma a se obter uma
populagdo equivalente a 10’ UFC . mL™', conforme descrito no item 3.1. Aliquotas de
20 pL dessa suspensdo foram inoculadas em 180 puL de caldo LB, TYEP (triptona 10 g
L', extrato de levedura 2,5 g . L', K;HPO, 1 g . L', KH,PO4 1 g . L), TYEP + CaCl,
0,25 % , meio ABC (CLARK e MAALQE, 1967) e MMS, distribuidos em microplacas
de poliestireno com 96 pogos. Naqueles meios destinados ao cultivo de E. cloacae
transconjugante, foram adicionados 50 pg . mL"' de kanamicina. As placas foram
incubadas a 30 °C, sem agitacdo. Em determinados periodos de tempo, durante 54
horas, a absorvancia da suspensdo de células foi determinada a 630 nm em leitora de

Elisa Versa Max (Molecular Devices, Califérnia, EUA).

3.5. Determinacdo de motilidade por espalhamento e por contracao

Para a determinag¢do da motilidade por espalhamento, culturas ativadas de E.
cloacae selvagem ou transconjugante, foram inoculadas no centro de placas contendo
meio minimo ABC (CLARK e MAALOE, 1967) suplementado com 0,25 % de
casaminoacidos e solidificado com 0,7 % de agar (EBERL et al., 1999), acrescido de 50
pg . mL"' de kanamicina para cultivo do transconjugante. Foram utilizadas como
controles positivo e negativo, as estirpes de S. liquefaciens MG 1 e MG 44,
respectivamente. S. liquefaciens MG 44 ¢ mutante da estirpe MG 1 e ndo apresenta
motilidade por espalhamento (EBERL et al., 1996). O padrdo de motilidade das estirpes
foi observado apos 24 horas de incubacao a 30 °C. Para a avaliagdo da motilidade por
contragdo, o mesmo procedimento foi utilizado, substituindo o meio de cultura ABC por
meio de cultura LB acrescido de 1% de agar e o periodo de incubagdo foi de 48 horas

(ULRICH, 2004).
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3.6. Determinacéao de formacao de biofilme em placas de poliestireno

Aliquotas de 20 pL da suspensdo de células de E. cloacae 067 selvagem e
transconjugante, contendo cerca de 10’ UFC . mL™, preparadas conforme descrito no
item 3.1, foram inoculadas em 180 pL dos respectivos meios LB contidos em
microplacas de poliestireno de 96 pogos. A incubagdo foi a 30 °C, por até 72 horas.
Durante o periodo de incubagao, a absorvancia da suspensdo de células foi determinada
a 630 nm e, em seguida, o meio de cultura foi removido, invertendo-se a microplaca
sobre papel absorvente. As células aderidas as microplacas foram coradas por 30
minutos com 200 pL de cristal violeta a 0,1 % (p/v) em agua. Em seguida, o corante foi
descartado e os pogos das microplacas foram lavados delicadamente, por trés vezes
consecutivas, com 200 uL de 4dgua destilada. As placas foram secas em estufa a 40 °C,
por 15 minutos. O cristal violeta retido pelas células aderidas foi dissolvido em 200 pL
de etanol (95 %) e a absorvancia medida a 630 nm (CONWAY et al., 2002) em leitora
de Elisa Versa Max (Molecular Devices, Califérnia, EUA).

O mesmo procedimento foi realizado substituindo-se o meio LB pelo MMS, caldo
TYEP e caldo TYEP adicionado de 0,25 g . L' de CaCl, e, para cultivo da estirpe

transconjugante, cada meio de cultura foi acrescentado de 50 pg.mL™"' de kanamicina.

3.7. Determinacédo da formacao de biofilme em cupons de a¢o inoxidavel

Foram utilizados cupons de aco inoxidavel AISI 304, acabamento # 4, nas
dimensdes de 2,0 x 6,0 x 0,1 cm perfurados em um dos vértices. A manutencdo dos
cupons suspensos € imersos no meio de cultura liquido foi realizada conforme descrito
por MACHADO (2006). Para limpeza e esterilizagdo, os cupons e os fios de niquel-
cromo foram tratados segundo procedimentos descritos por ANDRADE et al. (1998),
com modificagdes. Os cupons foram submetidos a escovagdo com detergente liquido e
enxaguados em agua destilada. Residuos de gordura foram retirados pela imersdo em
acetona durante 30 minutos. A seguir, foram imersos em solu¢do de NaOH 1 % durante

1 hora e enxaguados varias vezes com agua destilada (PINTO, 2004). Apos secagem ao
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ar, cada cupom foi preso na extremidade do fio de niquel-cromo, embrulhado em papel

kraft e esterilizado a 121 °C, durante 15 minutos, em autoclave (MACHADO, 2006).

Frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 280 mL de MMS ou TYEP foram
esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Para o cultivo do
transconjugante, os meios foram suplementados com 50 png . mL™' de kanamicina, apos
a esteriliza¢dao. Os meios de cultivo foram inoculados com uma aliquota de 2,8 mL das
estirpes de E. cloacae selvagem e transconjugante ativadas no meio de cultura LB,
conforme descrito no item 3.1, padronizadas em densidade Optica equivalente a,
aproximadamente, 10° UFC . mL™". Apés inoculagio e homogeneizagio, 14 cupons de
aco inoxidavel esterilizados foram imersos no meio de cultura seguindo-se de incubagao
a 30 °C. Dois cupons foram retirados imediatamente apos a inoculagdo, sendo um deles
usado para a quantificagdo de células aderidas em tempo inicial do experimento e o
segundo tratado para observacdo em microscopio de epifluorescéncia. A cada 24 horas,
os cupons foram assepticamente removidos, lavados em 280 mL de solucdo salina
esterilizada e transferidos para um novo frasco contendo 280 mL de meio previamente
inoculado como descrito acima, segundo metodologia descrita por JOSEPH et al.
(2001). A cada periodo de tempo definido (16, 24, 48, 72 e 96 horas), um cupom foi
retirado, para posterior quantificacdo de células aderidas, e outro, para observagdo em

microscopia de epifluorescéncia.

3.7.1. Quantificacdo de células aderidas

Para quantificagdo das células aderidas, os cupons foram retirados dos frascos de
cultura nos diferentes tempos de amostragem e lavados em solugdo salina esterilizada,
para retirada de células ndo-aderidas. A seguir, foram mergulhados em 20 mL de salina
esterilizada contida em tubos de ensaio e submetidos a acao de ultra-som (Ultrasonic
Cleaners — Model 1510), durante 30 minutos, para remog¢ao das células aderidas. Essa
suspensdo foi homogeneizada em agitador de tubos e uma aliquota foi retirada para o
preparo de dilui¢cdes decimais para serem plaqueadas pela técnica de microgotas em
agar padrao para contagem (PCA). Apds incubagdao por 18 a 24 horas a 30 °C, a

contagem de coldnias foi feita em lupa (Olympus — SZ40).
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3.7.2. Observacao de biofilmes por microscopia de epifluorescéncia

Os cupons removidos dos meios de cultivo foram lavados com solucdo fosfato
de potassio (KH,PO4 68 g . L', pH 7,2) e afixados em laminas de microscopia com fita
adesiva dupla-face. Foram recobertos com solucdo Kirkpatrick (4lcool isopropilico,
cloroférmio e formaldeido, 6:3:1) durante 10 minutos, para fixacdo das bactérias. A
seguir, foram, recobertos com alaranjado de acridina a 0,04 % em agua, durante 5
minutos (PARIZZI, 1999). O excesso de corante foi retirado com enxagiie brando com
solucao fosfato de potassio. Procedeu-se ao exame dos cupons corados em microscopio
de epifluorescéncia, modelo PX60 (Olympus, Japao), em aumento de 400 e 1.000 vezes

e com os filtros WB e WG.

3.8. Avaliacao das atividades amilolitica, celulolitica e pectinolitica

Aliquotas de 10 pL das culturas ativas das estirpes de E. cloacae foram
inoculadas no centro de placas de Petri contendo os meios solidos acrescentados dos
substratos das enzimas avaliadas. A presenca da enzima amilase foi avaliada em éagar
nutriente contendo 0,2 % amido (STAMFORD et al., 1998), a atividade celulolitica foi
avaliada em agar carboximetilcelulose (STAMFORD et al., 1998) e a presenga de
pectinases foi verificada em agar pectina de frutas citricas (HANKIN et al., 1971). A

incubagao foi a 30 °C por até 72 horas.

3.9. Avaliacao da atividade lipolitica

Para a verificagdo da atividade lipolitica de E. cloacae foi utilizado agar
tributirina (HAAS, 2001). Uma aliquota de 20 uL das culturas de E. cloacae selvagem e
transconjugante, ativadas por 18 horas a 30 °C, foi inoculada na superficie do agar
tributirina. Ap6s o periodo de incubagdo a 30 °C por 72 horas, a presenga € o tamanho

de halo de clarificagao foram verificados.
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3.10. Avaliagdo e quantificacdo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi avaliada em meios de cultura contendo como
substrato, gelatina (peptona de carne 0,5 %, extrato de carne 0,3 % e gelatina 12 %),
caseina em agar caseinato (MARCY e PRUETT, 2001) ou 4gar LB suplementado com 2
% de leite desnatado reconstituido. O meio gelatina foi incubado por 12 diasa30°Ce a
revelagdo foi feita incubando os tubos a 8 °C. A nio solidificacdo do meio indicou a
utilizagdo da gelatina. O agar caseinato ¢ agar LB suplementado com 2 % de leite
desnatado foram incubados a 30 °C por 48 horas e apds este periodo, na presenga de
halo de clarificacao foi usado como indicativo da atividade proteolitica.

A quantificacdo da atividade proteolitica foi realizada conforme descrito por
CHRISTENSEN et al. (2003). Aliquotas das culturas de E. cloacae selvagem e
transconjugante cultivadas a 30 °C em meio TYEP acrescido de 0,25 % de cloreto de
calcio foram coletadas e esterilizadas por filtragdo. Volumes de 150 pL dessas amostras
foram adicionadas a 250 pL de 2% (p/v) de azocaseina, seguindo de incubagdo por 12
horas a 30 °C. A reacdo enzimatica foi cessada pela adicdo de 1,2 mL de de acido
tricloroacético 10 % (p/v). A mistura foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente e entdo, centrifugada por 10 minutos a 4.300 g. Posteriormente, uma aliquota
de 600 uL do sobrenadante foi adicionada a 750 pL de solugdo de NaOH 1 M. A
atividade proteolitica foi quantificada pela determinacido do valor da absorvancia a 440
nm em espectrofotometro (Beckman DU640, EUA) A atividade especifica da enzima
foi determinada pela razdo entre absorvancia a 440 nm pela concentracdo de proteinas

totais na amostra e pelo tempo de reagao.

3.11. Grau de protedlise

A indicagdo da presenca de proteases nas estirpes de E. cloacae também foi
realizada por determinagdo do grau de proteolise, medido pela liberacao da tirosina no
leite (HULL, 1947). Uma aliquota de 5 mL da amostra de leite inoculada com as

estirpes selvagem ou transconjugante de E. cloacae foi adicionada a 10 mL de acido
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tricloroacético 0,72 mol . L e 1 mL de 4gua destilada. Apos agitacio e repouso de 10
minutos, a mistura foi filtrada em papel de filtro Whatman n°® 42. Foram coletados 5 mL
do filtrado e adicionados a 10 mL de solucdo de carbonato de sédio e tetrafosfato de
sodio, a 40 °C. Ap6s 10 minutos, foram adicionados 3 mL de reagente fendlico, sob
agitacdo. A leitura foi feita ap6s cinco minutos, em espectrofotometro Spectronic 20D+
(Thermo Electron Corporation, Madison WI, EUA), a 650 nm. Os valores de
absorvancia obtidos foram convertidos em equivalente de tirosina, empregando-se uma
curva padrdo, previamente preparada, com solugdes de tirosina com concentragdes

conhecidas. Os resultados foram expressos em miligramas de tirosina por 5 mL de leite.

3.12. Zimograma

A atividade proteolitica das estirpes de E. cloacae foi analisada em zimograma
contendo azocaseina ou gelatina como substrato. Como controle positivo foi utilizado o
sobrenadante livre de células da estirpe P. fluorescens 041. Aliquotas do sobrenadante
livre de células das estirpes selvagem e transconjugante cultivadas em caldo TYEP +
0,25 % CaCl, incubados por 36 horas a 30 °C sob agitacdo, concentradas 15 vezes por
liofilizagdo e em leite desnatado reconstituido 12 % (LDR 12 %), tiveram as proteinas
quantificadas. Esses sobrenadantes foram adicionados de um volume correspondente
1/3 de tampao de amostra e submetidas a fervura por 10 minutos. Posteriormente,
aliquotas foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE) acrescido de 0,2
% de azocaseina. Apos eletroforese a 100 mV, por aproximadamente, 2 horas, as
proteinas foram renaturadas, incubando-se o gel em solugdo de Tris-HCI 50 mmol . L™
(pH 7,5) acrescido de isopropanol 25% (v/v) por 15 minutos. Em seguida, o gel foi
incubado em Tris-HC1 50 mmol . L™ (pH 7,5) por 15 minutos. Este procedimento foi
repetido por duas vezes, sendo que, na ultima etapa, a incubagdo com Tris-HCI 50
mmol . L™ (pH 7,5) foi por 12 horas a 4 °C. Apés a renaturagio, o gel foi incubado por
24 horas em Tris-HC] 50 mmol . L™ (pH 7,5) contendo 0,25 % de CaCl, a 30 °C. Para a
revelagdo, foi adicionado ao gel uma solugao de NaOH 1 M. A atividade proteolitica no
gel foi evidenciada como zonas claras (CHRISTENSEN et al., 2003).

O mesmo procedimento foi realizado para o zimograma de gelatina com

algumas modificagdes. Foi adicionado ao gel de poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE), 0,2
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% de gelatina. As amostras ndo foram submetidas a fervura antes de serem aplicadas no
gel. Apos a eletroforese, o gel foi lavado por 30 minutos em 2,5 % e 1 % de Triton X-
100 seguido por trés lavagens em tampdo de protease (Tris-HC1 0,1 mol.L", pH 8,0 /
CaCl, 0,5 mmol . L"). Em seguida, o gel foi incubado por 10 dias em tampdo de
protease a 30 °C (ZHU et al., 2002). A atividade de enzimas proteoliticas no gel foi
observada como zonas claras, resultantes da hidrdlise de gelatina apos o gel ser corado

com azul de Coomasie.

3.13. Avaliagdo da atividade proteolitica por coagulacao do leite

A atividade proteolitica também foi avaliada pela coagulacao de LDR 12 % e do
leite pasteurizado. Amostras de LDR 12 % e leite pasteurizado foram inoculadas com
10%, 10° ¢ 10" UFC . mL" das estirpes de E. cloacae selvagem e transconjugante e
incubadas a 30 °C por 96 horas, sob agitacdo. Durante o periodo de incubagdo, foi feita
a observacao visual da coagulagdo do leite, conforme realizado por CHRISTENSEN et

al. (2003).

3.14. Avaliacdo do perfil proteinas extracelulares de E. cloacae selvagem e

tranconjugante

As proteinas do extrato extracelular foram avaliadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de acordo com LAEMMLI (1970), em Sistema Mini-
Protean® II, com fonte Power Pac 300 - Bio-Rad. Aliquotas do extrato protéico livre de
células das estirpes selvagem e transconjugante cultivadas em caldo TYEP + CaCl,
incubados por 36 horas a 30 °C sob agitagdo, foram liofilizadas e ressuspendidas em 50
mM de Tris-HCL pH 8,0, de forma a obter o sobrenadante concentrado cerca de 15
vezes. As proteinas das amostras foram quantificadas e o volume contendo 60 pg e 86
ug de proteina foram adicionadas ao tampao da amostra e submetidas a fervura por 10

minutos. Posteriormente, um volume mdximo de 40 pL foi aplicado em gel de
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poliacrilamida 12 %. O gel foi submetido a eletroforese a 100 mV, por
aproximadamente 2 horas e, em seguida, foi corado com o corante azul de Coomasie

coloidal G-250.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producao de AHL pelas estirpes de E. cloacae 067

A indugdo das estirpes sensoras de AHLs, C. violaceum CV026 e E. coli
pSB403, pela estirpe transconjugante E. cloacae 067 ndo foi observada no bioensaio de
estrias cruzadas em agar LB apds 24 horas de incubagdo. Este resultado confirmou a
expressao do gene aiiA no transconjugante que, consequentemente, se tornou incapaz de
acumular AHL.

A produgdo de AHL pela estirpe selvagem de E. cloacae 067 foi observada no
bioensaio em agar LB, confirmando os resultados obtidos por MARTINS (2007). A
presenga de AHL também foi constatada no sobrenadante da cultura de E. cloacae 067
selvagem cultivada em MMS, adicionado de glicerol como fonte de carbono e
concentrado 10 vezes por liofilizagdo. Neste ensaio, a estirpe monitora C. violaceum
CV026 detectou a presenca de AHL nos sobrenadantes coletados nos tempos de
incubacdo de 48 e 96 horas. Entretanto, a estirpe monitora E. coli pSB403 detectou
AHL nos sobrenadantes coletados a partir de 20 horas de incubacdo, quando a
populagio de E. cloacae 067 atingiu 1,0 x 10° UFC . mL™. Este resultado indica a maior
sensibilidade de E. coli pBS403 a presen¢a de AHLs exodgenas produzidas por E.
cloacae 067. Segundo STEINDLER e VENTURI (2007), E. coli pBS403 ¢ sensivel a
AHL de cadeias laterais de seis a oito carbonos com substituintes oxo, enquanto a
estirpe monitora C. violaceum CV026 responde muito bem a AHL com seis carbonos na

cadeia lateral, mas fracamente a AHL com substituintes oxo. De fato, MARTINS
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(2007) verificou que E. cloacae 067 produz 3-oxo0-C6-AHL além de C6-AHL.
Entretanto, esse autor ndo detectou a presenca de AHL, por espectrometria de massa,
em extrato de AHL obtido do sobrenadante livre de células de E. cloacae 067, cultivada
em meio minimo ABG, contendo glicose como unica fonte de carbono, por 20 horas a
30 °C, sob agitacdo. A influéncia do meio de cultura e da fonte de carbono na produgao
de AHL ja foi verificada (MEDINA-MARTINEZ et al. 2006). Além da variagdo no
meio de cultivo, outro fator que pode explicar a diferenca do resultado obtido com a
mesma estirpe de E. cloacae 067 neste estudo e por MARTINS (2007) é o uso do
sobrenadante da cultura concentrado. E possivel que o crescimento de E. cloacae 067
em meio minimo resulte em menor producdo de AHL e a concentragdao do sobrenadante
em 10 vezes, como feito no presente estudo, permitiu a deteccdo de quantidades

menores de AHL.

4.2. Crescimento E. cloacae 067 selvagem e transconjugante em diferentes

temperaturas

Estirpes selvagem e transconjugante de E. cloacae 067 cresceram na faixa de
temperatura de 4 a 43 °C (Figuras 2 e 3). A temperatura 6tima de crescimento de E.
cloacae ¢ 30 °C, sendo que alguns isolados clinicos crescem a 37 °C (MURRAY,
1983). Segundo JAY (2005), E. cloacae cresce bem a 7 °C por 30 dias e também ¢
capaz de crescer bem a 43 °C.

Os parametros cinéticos de crescimento bacteriano (Tabela 2) evidenciaram
maiores velocidades especificas de crescimento () em temperaturas entre 30 a 43 °C.
Embora os maiores valores p tenham ocorrido a 41 °C, a absorvancia maxima das
culturas, determinadas a 600 nm, ndo alcangou os valores maximos, constatados quando
as culturas foram incubadas a 30 °C (Figuras 2 e 3). A 41 °C as estirpes atingem a fase
estacionaria precocemente. DUNSTALL et al. (2005) avaliaram o efeito de nove AHLs
sintéticas no crescimento de P. fluorescens isoladas de leite e constataram que N-
benzoiloxicarbonil-L-homoserina lactona e N-3-oxihexanoil-DL-homoserina lactona
reduziram a duragdo da fase lag e aumentaram a taxa de crescimento de trés estirpes
avaliadas. Neste estudo, a presenca da AHL reduz a velocidade especifica de

crescimento a temperaturas acima de 17 °C.
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Figura 2 - Crescimento da estirpe selvagem E. cloacae 067 em meio LB, incubado as
temperaturas de 4 a 43 °C por 80 horas. -e- 4 °C; -0- 8 °C; ~¥ 17 °C; -A-
26 °C; & 30 °C; —T— 36 °C; —#— 41 °C; —~—43°C.

In absorvancia (600nm) x 100

Tempo (h)

Figura 3 - Crescimento da estirpe transconjugante E. cloacae 067 em meio LB,
incubado as temperaturas de 4 a 43 °C por 80 horas. -e- 4 °C; -o- 8 °C;

¥ 17 °C; -A- 26 °C; —& 30 °C; —0— 36 °C; —#— 41 °C; —~— 43°C.
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Os resultados também revelaram a tendéncia da velocidade especifica de
crescimento da estirpe transconjugante ser menor a temperaturas de até 17 °C, quando
comparada a estirpe selvagem e maior quando em temperaturas acima de 30 °C (Tabela
2). A adicdo de 50 pg . mL de kanamicina ao meio de cultivo da estirpe transconjugante
pode estar contribuindo para esta menor velocidade especifica de crescimento a
temperaturas menores que 17 °C. A baixa temperatura e a adi¢do de antibidtico sdo
fatores de estresse que podem contribuir para a menor velocidade especifica de

crescimento.

Tabela 2 - Velocidade especifica de crescimento de E. cloacae 067 selvagem e
transconjugante inoculadas em caldo LB e incubadas a diferentes

temperaturas.
Estirpe Temperatura (°C)
E. cloacae 067 4 8 17 26 30 36 41 43
Selvagem 0,152 0,237 0,268 0,529 0,672 0,685 0,919 0,730

Transconjugante 0,118 0,185 0,245 0,535 0,748 0,766 0,944 0,861

4.3. Crescimento das estirpes selvagem e transconjugante de E. cloacae 067 em

diferentes meios

Observou-se que ambas as estirpes de E. cloacae cresceram melhor nos meios
mais ricos, LB, TYEP e TYEP + 0,25 % CaCl, (Figuras 4 ¢ 5). Os maiores valores de
absorvancia obtidos nesses meios de cultivo se justificam, pois se tratam de substratos
nutricionalmente ricos, que contém compostos como triptona, peptona e extrato de
levedura. Os meios MMS e ABC sdo meios pobres e quimicamente definidos, sendo
menos favoraveis ao crescimento microbiano.

Independente do meio de cultivo, a estirpe transconjugante apresentou maior

velocidade especifica de crescimento do que a estirpe selvagem (p < 0,05) (Tabela 3).
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Figura 4 - Crescimento da estirpe selvagem E. cloacae 067 em meios LB, TYEP,
TYEP + 0,25 % CaCl,, MMS e ABC, incubadas a 30 °C por 48 horas.
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Figura 5 - Curva de crescimento da estirpe transconjugante E. cloacae em meios LB,
TYEP, TYEP + 0,25 % CaCl,, MMS e ABC, incubadas a 30 °C por 48
horas. -e-LB; < TYEP; =¥ TYEP + 0,25 % CaCl,; -A-MMS;
—& ABC.
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Tabela 3 - Velocidade especifica de crescimento das estirpes de E. cloacae inoculadas
em meios LB, TYEP, TYEP + CaCl,, MMS e ABC, incubadas a 30 °C por

48 horas.
Estirpe Meios de cultivo
E. cloacae 067 LB TYEP TYEP + MMS ABC
0,25 % CaCl,
Selvagem 0,969 0,833 0,460 0,124 0,267
Transconjugante 1,000 1,110 0,969 0,360 0,371

4.4. Motilidade

A motilidade por espalhamento (swarming) ndo foi verificada em ambas as
estirpes de E. cloacae 067 (Figura 6). Esse tipo de motilidade, importante na
colonizacao rapida de superficies, ocorre em razdo do movimento de flagelos com
arranjo peritriquio, os quais devem funcionar como propulsores helicoidais dirigidos por
um motor biologico. Em S. liquefaciens foi demonstrado que a iniciagdo da
diferenciacdo em células chamadas de swarmer, envolve a regulacdao por moléculas
sinalizadoras, N-butanoil-;-homoserina lactona e N-hexanoil-j-homoserina lactona
liberadas no meio de crescimento (EBERL et al., 1996; EBERL et al., 1999). Mutantes
incapazes de sintetizar AHL ndo apresentaram motilidade por espalhamento, que foi

restaurada pela adi¢do de AHL exdgena (EBERL et al., 1996).

Figura 6 - Motilidade por espalhamento em agar ABC com as estirpes selvagem e
transconjugante de E. cloacae 067 a 30 °C por 24 horas. (a) S. liquefaciens
MGT1 (controle positivo); (b) E. cloacae 067 selvagem; (c) E. cloacae 067
transconjugante.

A motilidade por contragdo nao variou nas estirpes selvagem e transconjugante

de E. cloacae 067. Estes resultados sugerem que esse tipo de motilidade ndo esta sob a
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regulagdo do mecanismo de quorum sensing neste isolado, como ocorre em outras
bactérias. Em B. thailandensis, a expressdo do gene aiiA alterou a motilidade por
espalhamento e contragdo (ULRICH , 2004).

4.5. Formacéao de biofilmes em placas de poliestireno

Os valores de absorvancia representativos do crescimento das estirpes selvagem
e transconjugante de E. cloacae 067 em meios de cultura ricos € minimo, em pogos da
placa de poliestireno, confirmaram o crescimento mais rdpido da estirpe transconjugante
a 30 °C, que atingiu popula¢do maxima apds 24 horas de incubagao (Figura 8).

As estirpes E. cloacae selvagem e transconjugante foram capazes de formar
biofilmes na superficie de poliestireno tanto em meio rico, TYEP e LB, quanto em meio
minimo, evidenciado pela medida da absorvancia do cristal violeta retido nas células
aderidas (Figura 9). Maior adesao foi constatada quando E. cloacae 067 foi cultivada
em LB e TYEP, embora a adi¢ao de calcio ao meio TYEP tenha reduzido a adesdo da
estirpe selvagem (Figura 9). Estes resultados sdo diferentes dos encontrados por VIANA
(2006), que observou maior adesdo de 12 estirpes de P. fluorescens quando cultivadas
em meios minimos como MMS e ABC do que em meios nutricionalmente ricos. Outros
autores também relatam que, condi¢des de restri¢do nutricional e presencga de ions sdo
favoraveis a formagdo de biofilmes. RICE e KOH (2005) verificaram que a reducdo ou
limitacdo de nutrientes desempenha um papel na transicdo entre um biofilme
filamentoso de S. marcescens para um biofilme na forma de microcolonia. Cations
divalentes como Mg*" e Ca”" podem influenciar diretamente a formacdo dos biofilmes
por meio de interagdes eletrostaticas e, indiretamente, via processos de adesdo
dependentes da fisiologia, pois podem possuir fungdes celulares importantes como, por
exemplo, os co-fatores de enzimas (FLETCHER et al., 1988).

A avalia¢do do potencial de adesdo das estirpes E. cloacae 067 em relagdo a
densidade celular também confirmou que a incapacidade do transconjugante em
acumular AHL afetou negativamente (p < 0,05) a formacao de biofilmes por esta estirpe
nos meios LB, TYEP e MMS (Figura 10). Estudos de microscopia eletronica mais
detalhados deverdo ser feitos para elucidar as etapas de formagao de biofilmes reguladas

pelo mecanismo de quorum sensing em E. cloacae 067.
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Figura 8 - Crescimento (absorvancia 630 nm) das culturas de E. cloacae 067 selvagem
(m) e transconjugante (m) em meios LB, TYEP, TYEP + 0,25 % CaCl, e
MMS, apos incubacdo a 30 °C por 24, 48 e 72 horas. A) 24 horas; B) 48

horas e C) 72 horas.
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Figura 9 - Formagao de biofilmes determinado pela absorvancia (630 nm) extrato de
cristal violeta (AECV) das culturas de E. cloacae 067 selvagem (m) ¢
transconjugante (m) em meios LB, TYEP, TYEP + 0,25 % CaCl, e MMS,
apo6s incubagdo a 30 °C por 24, 48 e 72 horas. A) 24 horas; B) 48 horas ¢ C)
72 horas.
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Figura 10 - Potencial de adesdo determinado pela razdo entre a absorvancia do extrato
do cristal violeta (AECV) e a absorvancia das células (AC) das estirpes de
E. cloacae 067 selvagem (m) e transconjugante (=) cultivadas em meios
LB, TYEP, TYEP + 0,25 % CaCl, e MMS ap6s incubagao a 30 °C por (A)
24 horas; (B) 48 horas; e (C) 72 horas.
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4.6. Formacao de biofilme em cupons de aco inoxidavel

Ap6s 16 horas de incubacdo em TYEP e MMS, foi possivel a observagao de
células aderidas de ambas as estirpes de E. cloacae aos cupons de ago inoxidavel
(Figuras 11 e 12). Observagdo semelhante foi feita por VIANA (2006) com esta mesma
estirpe selvagem, apds 16 horas de incubagdo. Essa autora descreveu a presenca de
multicamadas de células e de aglomerados celulares na superficie de aco inoxidavel. A
capacidade de E. cloacae formar biofilmes em superficies de ago inoxidavel apos 24
horas de contacto também foi evidenciada por FUSTER-VALL et al. (2007).

A diferenca na contagem de células das estirpes selvagem e transconjugante
aderidas nos cupons incubados em TYEP e MMS foi, de aproximadamente um ciclo
logaritmico (Figura 13). A diferenca no nimero de células aderidas foi constada
também quando da observacdo dos cupons de ago inoxidavel ao microscopio de
epifluorescéncia (Figuras 11 e 12). Células da estirpe selvagem de E. cloacae
apresentaram maior freqiiéncia de aglomerados com predominio de multicamadas,
independente de meio de cultivo ser o TYEP ou o MMS (Figuras 11 e 12). Esta maior
adesdo da estirpe selvagem foi observada até 48 horas de incubacdo e, apods este
periodo, ndo se percebeu diferenga significativa entre as estirpes, seja pela observacao
microscopica dos cupons ou pela contagem de células aderidas.

O fato da estirpe transconjugante, que ndo acumula AHL, ter apresentado menor adesao
e formagao de aglomerados celulares menos espessos até 48 horas de incubacao ¢ indicativo
da regulagdo da formagdo de biofilmes pelo sistema quorum sensing. A formagdo de
biofilmes ¢ dependente do sistema quorum sensing em muitas bactérias. Em P. aeruginosa
ha evidéncias do papel das AHLs no desenvolvimento dos biofilmes e, mutantes no gene da
sintase de AHL lasl, responsavel pela sintese de 3-oxo-C12-HSL, foram incapazes de
formar um biofilme espesso e estruturado, caracteristico do formado pela estirpe parental
selvagem (DAVIES et al.,, 1998). O efeito de AHLs na formacdo de biofilmes por
Nitrosomonas europea (BATCHELOR et al., 1997), por B. cepacia (HUBER et al., 2001;
CONWAY et al., 2002; RIEDEL et al., 2003) e por A. hydrophila foram relatados (LYNCH
et al., 2002). LYNCH et al. (2002) avaliaram a formagdo de biofilme pela estirpe selvagem
e seu mutante, deficiente na produgdo de C4-HSL, e verificaram que a estirpe mutante
falhou em formar um biofilme maduro, sendo que essa capacidade foi restaurada pela

adi¢dao de C4-HSL exdgena.
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E. cloacae 067 selvagem E. cloacae 067 transconjugante
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Figura 11 - Micrografias de biofilmes formados por E. cloacae 067 selvagem e
transconjugante em cupons de ago inoxidavel imersos em TYEP, a 30
°C, no periodo de 16 a 96 horas de incubag@o. Aumento de 1000 vezes.

37



E. cloacae 067 selvagem E. cloacae 067 transconjugante

16 horas
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Figura 12 - Micrografias de biofilmes formados por E. cloacae 067 selvagem e
transconjugante em cupons de aco inoxidavel imersos em MMS, a 30 °C,
no periodo del6 a 72 horas de incubagdo. Aumento de 1000 vezes.

38



Deve-se considerar que o transconjugante possui, além da enzima lactonase,
gene que codifica resisténcia a kanamicina, que sempre foi adicionada ao meio para o
cultivo dessa estirpe. Nao se sabe o efeito do antibidtico kanamicina na formacao de
biofilmes de E. cloacae. Em Staphylococcus epidermidis, concentragdes subinibitdrias
dos antibioticos tetraciclina e estreptogramina semi-sintética aumentaram em até 11
vezes a expressdo de ica, gene responsavel pela codificagdo de uma adesina intercelular
importante na formag¢do de biofilmes, enquanto penicilina, oxacilina, cloranfenicol,
clindamicina, gentamicina, ofloxacina e vancomicina ndo tiveram efeito na expressao de
ica (RACHID et al., 2000). Em P. aeruginosa, a presen¢a do antibiotico azitromicina
ocasionou um retardamento na formacao de biofilmes (GILLIS e IGLEWSKI, 2004).
Resultados diferentes apresentados por HOFFMAN et al. (2005) indicaram que
concentragdes subinibitorias de antibidticos aminoglicosideos induzem a formagao de

biofilmes por P. aeruginosa e E. coli.
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Figura 13 - Logaritmico de UFC . mL' de células das estirpes selvagem e
transconjugante de E. cloacae 067 aderidas a cupons de aco inoxidavel,
cultivadas em MMS e TYEP a 30 °C por até 96 horas. -e- E. cloacae 067
selvagem em MMS; -o- E. cloacae 067 transconjugante em MMS; -V -
E. cloacae 067 selvagem em TYEP; -A- E. cloacae 067 transconjugante
em TYEP.
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4.7. Atividades amilolitica, celulolitica, pectinolitica e lipolitica

As atividades das enzimas hidroliticas, amilases, celulases e pectinases foram
avaliadas, entretanto nem a estirpe selvagem, nem a transconjugante demonstraram

atividades dessas enzimas.

A atividade lipolitica em agar tributirina também ndo foi verificada em ambas as
estirpes de E. cloacae 067. Segundo o Manual de Bergey (MURRAY et al., 1983), a
presenca de lipases, verificada pela utilizagdo de 6leo de milho, ndo foi detectada em E.
cloacae. A atividade lipolitica do sobrenadante da estirpe E. cloacae selvagem,
cultivada em meios LB ¢ TYEP por 12 horas, também nao foi detectada em p-

nitrofenilpalmitato (MARTINS, 2007).

4.8. Atividade proteolitica

A produgdo da enzima gelatinase, determinada pela capacidade de liquefazer o
meio contendo 12 % de gelatina como agente solidificante, foi constatada na estirpe
transconjugante, apds 12 dias de incubagdo a 30 ° C (Figura 14). A incapacidade de E.
cloacae hidrolisar a gelatina esta registrado no Manual de Bergey (MURRAY et al.,
1983) e o resultado obtido sugere que a inibi¢cdo do sistema quorum sensing permite a

atividade hidrolitica nesta espécie.

Figura 14 - Hidrolise de gelatina pelas estirpes de E. cloacae 067. (a) Controle
negativo (meio ndo inoculado); (b) E. cloacae 067 selvagem; (C) E.
cloacae 067 transconjugante. Os tubos foram colocados a 8 °C apés o
periodo de incubacao e fotografados na posi¢ao horizontal.
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A atividade proteolitica em 4dgar LB suplementado com 2 % de leite desnatado e
em agar caseinato foi verificada em ambas as estirpes avaliadas. Entretanto, E. cloacae
067 transconjugante apresentou maior halo de hidrélise da caseina do leite adicionado
ao agar LB (Figura 15). Estes resultados confirmam observagdes anteriores de
MARTINS (2007) que também verificou maior atividade proteolitica da estirpe
transconjugante de E. cloacae 067. Estes dados sugerem que o sistema quorum sensing
estad envolvido em uma regulagdo negativa, mas ndo completa da atividade proteolitica
em E. cloacae 067. Embora a maioria das proteinas do tipo LuxR atuem como
ativadores transcricionais dependentes de AHL, poucos membros dessa familia de
proteinas atuam como repressores. VON BODMAN et al. (1998) sugeriram que a
proteina EsaR ativa, similar a proteina LuxR, atue como um repressor transcricional de
genes requeridos para a produgdo de exopolissacarideos em Pantoea stewartii, pois
mutacdo no gene esaR levou a hiperproducdo de exopolissacarideos. Em P. aeruginosa,
uma mutacdo no gene rsaL levou ao aumento drastico na producao de N-acil
homoserina lactona, destacando a funcdo chave deste regulador negativo no controle do
sistema quorum sensing (RAMPIONI et al., 2006). Acredita-se que RsaL ativa se ligue

ao promotor lasl impedindo a transcrigdo da sintase de AHL.

Figura 15 - Atividade proteolitica das culturas de E. cloacae 067 selvagem e
transconjugante em agar LB suplementado com 2 % de leite desnatado,
incubadas a 30 °C por 48 horas.
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4.9. Quantificacdo da atividade proteolitica e grau de protedlise

Atividade proteolitica ndo foi detectada no sobrenadante das culturas das
estirpes selvagem e transconjugante de E. cloacae em caldo TYEP acrescido de 0,25 %
de CaCl, por até 120 horas de incubagdo a 30 °C, sob agitacdo. VIANA (2006) e
MARTINS (2007) também nao detectaram atividade proteolitica no sobrenadante do
meio TYEP inoculado com a estirpe E. cloacae 067 selvagem quando foi utilizada
azocaseina como substrato. Embora a atividade proteolitica dessa espécie tenha sido
confirmada pela hidrélise de caseina em meio sélido, pode-se supor que etapas de
preparo da mistura de reagdo possam interferir com a estabilidade da protease de E.
cloacae ou ainda, o meio TYEP ndo seja o ideal para a determinagdo de atividade
proteolitica.

O grau de protedlise do LDR 12 % inoculado com as estirpes selvagem e
transconjugante de E. cloacae 067 por 96 horas a 30 °C, sob agitagdo, aumentou com o
tempo de incubacdo (Figura 16). E. cloacae transconjugante sempre apresentou maiores
valores de tirosina em relagdo ao selvagem (Figura 16) e, este resultado reforca a
existéncia de um possivel controle negativo da atividade proteolitica pelo sistema

quorum sensing.

2,0

Tirosina (mg de tirosina . 5 mL"')

0‘0 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100

Tempo (h)

Figura 16 - Grau de proteolise, determinado por mg de tirosina, em LDR 12 %
inoculado com estirpe selvagem (-e-) ¢ transconjugante (-o-) de E. cloacae
067, e incubados a 30 °C por 96 horas, sob agitacao.
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4.10. Zimograma

Os sobrenadantes obtidos das culturas selvagem e transconjugante de E. cloacae
067, cultivadas em meio TYEP acrescido de 0,25 % de CaCl, e mantidas a 30 °C por 96
horas ndo apresentaram atividade proteolitica detectavel em zimograma contendo 2 %
de azocaseina. O mesmo resultado foi obtido quando se analisou os sobrenadantes das
células cultivadas em meio LDR 12 %, a 30 °C por até 120 horas. A liofilizagdo dos
sobrenadantes de culturas das estirpes selvagem e transconjugante, cultivadas no mesmo
meio de cultivo, a 30 °C por 36 horas, com posterior ressuspensao em 50 mM de Tris-
HCL pH 8,0, para serem concentrados 15 vezes, ndo resultou na detec¢do de tal
atividade (Figura 17). Atividade proteolitica nesses concentrados também nao foi
detectavel em ensaios enzimaticos usando azocaseina como substrato. Uma possivel
explicativa para a ndo deteccdo da atividade proteolitica no sobrenadante das culturas ¢

o fato da protease de E. cloacae estar ligada a membrana.

Controle 067 067T 067 067T
positivo (60 ng) (60 ng) (86 ng) (86 ng)

Figura 17 - Zimograma em SDS-PAGE 12 % utilizando como substrato 2 % de
azocaseina do extrato livre de células das estirpes selvagem (067) e
transconjugante (067 T) de E. cloacae 067 concentrado 15 vezes e de P.
fluorescens 041 (Controle positivo).
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Entretanto, a atividade de gelatinase foi observada em sobrenadante da cultura
das estirpes selvagem e transconjugante de E. cloacae 067 em zimograma utilizando 2
% de gelatina como substrato (Figura 18). Pode-se sugerir que a estirpes selvagem e
transconjugante possuem gelatinases diferentes, uma vez que as bandas onde ha
degradacdo da gelatina foram observadas com migragdes diferentes no gel ou, que por
algum motivo, a protease da estirpe selvagem ficou retida no inicio do gel de separagao.

A protease de P. fluorescens, usada como controle positivo, possui massa
molecular de, aproximadamente 50 KDa e assim, ¢ possivel inferir que a protease da
estirpe transconjugante deve possuir massa molecular de, aproximadamente, 40 a 45
KDa. Ha apenas um relato na literatura de proteases de espécies de Enterobacter.
KOTHARY et al. (2007) relataram a presenca de uma metaloprotease de,

aproximadamente, 38 KDa em uma estirpe de E. sakazakii.

067 067T 067 067T Controle
(60 ua) (60 ua) (86 ua) (86 ua) positivo

Figura 18 - Zimograma em SDS-PAGE 12 % utilizando como substrato 2 % de
gelatina com amostras do extrato livre de células das estirpes selvagem
(067) e transconjugante (067 T) de E. cloacae 067 concentrado 15 vezes
e P. fluorescens 041 (Controle positivo).
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4.11. Avaliacdo da atividade proteolitica por coagulacéo do leite

O leite pausteurizado ¢ o LDR 12 % foram coagulados pela estirpe
transconjugante de E. cloacae 067, inoculados com populacio inicial 10%, 10° e 10’
UFC. mL™, ap6s 36 horas de incubagdo a 30 °C sob agitagio (Figura 19). Nas mesmas
condicdes de inoculacdo e incubacdo, a estirpe selvagem coagulou as amostras de leite
pasteurizado e LDR 12 % apds 96 horas (Figura 19). Este resultado aumenta as
evidéncias de que o mecanismo de quorum sensing regula negativamente a atividade
proteolitica em E. cloacae 067.

MARTINS (2007) também verificou que a estirpe E. cloacae transconjugante foi
mais proteolitica em LDR 12% inoculado com 10* UFC . mL" por 18 horas a
temperatura ambiente. A alta atividade proteolitica da estirpe transconjugante pode ser
atribuida a incapacidade da proteina HalR interferir com a expressdo da protease quando
estd ligada a AHL. Outra possibilidade ¢ a produ¢ao de mais de uma protease que ndo ¢é
regulada negativamente por quorum sensing. A producdo de protease pela estirpe 067
selvagem indica que AHL nao reprime completamente HalR de se ligar ao promotor da

protease (MARTINS, 2007).

36 horas 96 horas
Controle (-) 067 067 T Controle (-) 067 067
- 48 < s :
€))
(b)

Figura 19 - Coagulagdo de leite pasteurizado e LDR 12% inoculado com 10° UFC. mL"
das estirpes selvagem (067) e transconjugante (067 T) de E. cloacae 067,
incubados a 30 °C por 96 horas sob agitagdo.(a) Leite pasteurizado; (b) LDR
12 %.
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4.12. Perfil de proteinas extracelulares de E. cloacae selvagem e transconjugante

Proteinas extracelulares foram verificadas nos sobrenadantes livres de células,

das estirpes selvagem e transconjugante concentrados, 15 vezes (Figura 20).

067 067T 067 067T
(60 ng) (60 ng) (86 pg) (86 ng)

Marcador

200 KDa —

116 KDa —
97,4 KDa —

66 KDa —
— Aproximadamente 55 KDa

— Aproximadamente 50 KDa
45 KDa —

31 KDa —
21 KDa —

Figura 20 — SDS-PAGE 12 % contendo amostras quantificadas de proteinas do extrato
livre de células das estirpes E. cloacae selvagem (067) ¢ transconjugante
(067T) concentrado 15 vezes.

E possivel a observagdo de diferencas no proteoma extracelular da estirpe
selvagem e transconjugante de E. cloacae. A diferenga no nimero de bandas observadas
em SDS-PAGE no sobrenadante livre de células da estirpe transconjugante de E.
cloacae 067 sugere que o sistema quorum sensing pode estar envolvido na regulacdo da
produ¢do de outras proteinas extracelulares, além da protease. Uma proteina
extracelular de massa molecular estimada em 55 KDa foi observada tanto na estirpe

selvagem quanto na transconjugante (Figura 20). Esta proteina aparece como uma banda
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mais forte na estirpe transconjugante que na estirpe selvagem, indicado que esta seja
uma possivel protease, uma vez que o transconjugante apresentou maior atividade
proteolitica do que a estirpe selvagem. MARTINS (2007) observou a presenga de uma
proteina de aproximadamente, 50 KDa em extrato protéico livre de células das estirpes
selvagem e transconjugante, cultivadas em meio de cultivo TYEP acrescido de 0,25 %
de CaCl, por 16 horas e concentrados quatro vezes. Além dessa proteina de 50 KDa,
esse mesmo autor registrou a presenga de apenas mais uma proteina correspondente a
16 KDa no sobrenadante de ambas as estirpes e outra de, aproximadamente 20 KDa na
estirpe selvagem. O fato de, no presente estudo, ter sido utilizado o sobrenadante
concentrado 15 vezes obtido de culturas com 36 horas de incubacao pode ser a razao da
deteccdao de maior numero de proteinas extracelulares do que observado por MARTINS
(2007).

A proteina de massa molecular de, aproximadamente, 50 KDa presente no
sobrenadante da cultura da estirpe selvagem e ausente no sobrenadante da cultura
transconjugante ¢ mais uma evidéncia de que o sistema quorum sensing regula a sintese

de proteinas extracelulares em E. cloacae 067 (Figura 20).
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5. CONCLUSOES

A estirpe transconjugante de E. cloacae 067, que possui o sistema quorum
sensing inibido, apresentou velocidade especifica de crescimento aumentada a
temperaturas acima de 30 °C em meios nutricionalmente complexos, bem como em
meios de constituicdo minima. A inibicdo desse mecanismo de comunicagdo célula-
célula também aumentou a atividade proteolitica da estirpe transconjugante sobre a
caseina e gelatina, sugerindo a ocorréncia de um sistema de regulacdo negativa da
sintese de enzimas hidroliticas mediada por AHLs. A adesdo celular e etapas da
formagdo de biofilmes por E. cloacae 067 também parece estar sobre a regulagdo do
sistema quorum Sensing, uma vez que a estirpe transconjugante apresentou menor
potencial de adesdao e de desenvolvimento inicial de biofilmes. Entretanto, fenotipos
como presenca de motilidade por contracdo e auséncia de motilidade por espalhamento,
de hidrolise do amido, celulose, pectina e tributirina ndo foram alterados na estirpe
transconjugante. A diferenca entre o nimero de proteinas no sobrenadante livre de
c¢lulas de E. cloacae 067 transconjugante ¢ selvagem sugere que o sistema quorum
sensing pode estar envolvido na regula¢do de outras proteinas extracelulares, além da

proteases.
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