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RESUMO 

 

 

Referência: ARAÚJO JR, Samuel Dias. Desenvolvimento de sistema baseado na produção 

de GFP dependente de densidade celular para a detecção e triagem funcional de genes 

com atividade antibacteriana. 2014. Dissertação de Mestrado em Biologia Microbiana. 

Universidade de Brasília - UnB. 

 

 

 

Vários estudos demonstram que a clonagem e expressão de enzimas e compostos bioativos 

utilizando a abordagem metagenômica é uma ótima alternativa para a exploração funcional de 

microrganismos ainda não cultiváveis. A detecção de clones com atividade antimicrobiana 

pode ser realizada atualmente por meio de visualização direta por alteração fenotípica do 

clone, como pigmentação e morfologia da colônia ou formação de halo de inibição quando 

realizado ensaios de sobreposição contra microrganismos indicadores. Essas estratégias já 

identificaram clones metagenômicos com atividade antimicrobiana, mas demonstraram, 

mesmo utilizando diversos hospedeiros, baixa resolução e sensibilidade, indicando a 

necessidade de métodos de triagem mais robustos para limites inferiores de detecção. Neste 

estudo é relatado o desenvolvimento de um sistema de detecção de atividade antibacteriana 

baseado na produção de fluorescência, por meio da expressão do gene gfp, decorrente à 

ativação por moléculas homoserina lactonas (HSL), que estão diretamente relacionadas à 

densidade celular da bactéria produtora utilizada no ensaio antibacteriano. Essa metodologia, 

denominada CEDDEX, apresentou sensibilidade significantemente superior quando 

comparada aos métodos tradicionais de triagem, além de poder ser executada de maneira 

relativamente simples em um curto período de dias e com um baixo custo operacional. 
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ABSTRACT 

 

 

Reference: ARAÚJO JR, Samuel Dias. Development of system based on production of 

cell-density-dependent GFP for the detection and functional screening of genes with 

antibacterial activity. 2014. Master’s Dissertation in Microbial Biology. University of 

Brasilia - UnB. 

 

 

 

Several studies demonstrate that the cloning and expression of enzymes and bioactive 

compounds utilizing the metagenomics approach is a great alternative for the functional 

exploitation of microorganisms not-yet cultivable. The detection of clones with antimicrobial 

activity can currently be performed through direct visualization by phenotypic alteration clone 

as pigmentation and colony morphology or formation of inhibition zone when performed 

overlay assays versus indicator microorganisms. Those strategies have already identified 

metagenomic clones with antimicrobial activity, but demonstrated, even using different hosts, 

low resolution and sensitivity, indicating the need for more robust methods of screening for 

lower detection limits. In this study is reported the development of an antibacterial activity 

detection system based in the production of fluorescence by the expression of the gfp gene 

due to activation molecules homoserine lactone (AHL), which are directly related to cell 

density of the producing bacterium used the antibacterial assay. This methodology, 

denominated CEDDEX, showed significantly higher sensitivity when compared to traditional 

methods of screening, and can be performed relatively easily in a short period of days and at a 

low operational cost. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Um dos principais obstáculos em ecologia microbiana é a incapacidade de cultivar a 

maior parte da diversidade microbiana presente nos ecossistemas sob as atuais condições de 

laboratório. Desta forma, a abordagem metagenômica, introduzida por Handelsman e 

colaboradores (Handelsman et al., 1998), é uma opção que permiti o acesso direto aos 

genomas complexos desses ecossistemas para a expressão heteróloga de genes e exploração 

funcional de microrganismos ainda não cultiváveis (Cowan et al., 2005; Li e Qin, 2005). 

 Para a expressão heteróloga eficiente de novos genes ou mesmo de agrupamentos de 

genes de microrganismos a partir de bibliotecas metagenômicas é necessária a utilização de 

(a) metodologias eficazes de extração e preparo do DNA metagenômico, (b) utilização de 

vetores com características específicas, (c) hospedeiros adequados para clonagem e expressão 

eficientes e de (d) técnicas sensíveis para triagem funcional dos clones positivos das 

bibliotecas (Van Elsas et al., 2008). 

Atualmente, a detecção funcional de clones com atividade antimicrobiana pode ser 

realizada por meio de visualização direta por alteração fenotípica do clone, como pigmentação 

e morfologia da colônia ou formação de halo de inibição quando realizado overlays 

(sobreposição) contra microrganismos indicadores (patogênicos ou não) (Handelsman et al., 

2002; Brady, 2007; Banik e Brady, 2010; Lloyd, 2012). Essas estratégias já identificaram 

clones metagenômicos com atividade antimicrobiana, mas demonstraram, mesmo utilizando 

diversos hospedeiros, baixa resolução e sensibilidade (Craig et al., 2010), indicando a 

necessidade de métodos de triagem mais robustos para limites inferiores de detecção. 

Dessa maneira, para melhorar a possibilidade de detecção e triagem de genes com 

atividade antibacteriana a partir de clones metagenômicos e isolados, ou até mesmo a partir de 

extratos e compostos de outras fontes, foi desenvolvido um método de ensaio antibacteriano 

denominado “Expressão Dependente de Densidade Celular” ou “Cell-Density-Dependent 

Expression” (CEDDEX), mais sensível do que os ensaios antibacterianos baseados somente 

na visualização de halos de inibição utilizados em métodos tradicionais. 

Ensaios antibacterianos em geral se baseiam na capacidade de um composto ou 

microrganismo em inibir o crescimento ou causar a morte de uma determinada bactéria, o que 

caracteriza, respectivamente, os conceitos de bacteriostáticos e bactericidas. Independente do 

tipo de ação contra a bactéria que é testada, a atividade antibacteriana causa uma diminuição 

da densidade celular, sendo ela absoluta ou não, ao longo da curva de crescimento do 
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microrganismo. Assim, o método CEDDEX foi fundamentado na capacidade de um clone 

metagenômico (ou qualquer composto) com atividade antibacteriana em inibir ou retardar o 

crescimento de uma célula bacteriana que produza um composto que esteja diretamente 

relacionado à densidade celular e que esse fosse detectável e quantificável. 

Muitas bactérias Gram-negativas utilizam um sistema de comunicação célula-célula e 

que dependem da concentração de moléculas homoserina lactonas (HSL) difusíveis que estão 

relacionadas à densidade da população microbiana em um processo conhecido como Quorum 

Sensing ou sensoriamento populacional (Waters e Bassler, 2005; Williams et al., 2007; Deep 

et al., 2011). Para viabilizar e otimizar o método, essa característica foi combinada com a 

capacidade de monitorar moléculas HSL in vivo por meio de biossensores de HSL que 

utilizam plasmídeos repórteres não tóxicos que expressam uma proteína verde fluorescente 

(GFP) que pode ser detectada por microscopia de epifluorescência ou qualquer outro sistema 

de detecção de fluorescência, em nível de uma única célula (Riedel et al., 2001; Steidle et al., 

2001; Steindler e Venturi, 2007). Desta forma, métodos que se baseiem na densidade celular e 

não somente na observação de halos de inibição em overlays ou pigmentação e mudanças na 

morfologia, podem ser utilizados como estratégias para a triagem de clones com atividade 

antibacteriana a partir de bibliotecas metagenômicas. 

O objetivo deste estudo foi desenvolver um sistema de detecção de atividade 

antibacteriana baseado na produção de fluorescência, por meio da expressão do gene gfp, 

decorrente à ativação por moléculas HSLs, que estão diretamente relacionadas à densidade 

celular da bactéria produtora utilizada no ensaio antibacteriano. Assim, essa nova metodologia 

poderá ser utilizada como estratégia para aumentar a sensibilidade de triagem de clones com 

atividade antibacteriana a partir de bibliotecas metagenômicas e/ou isolados, expandindo, 

significativamente, o potencial de bioprospecção de clones positivos. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. IMPORTÂNCIA DA METAGENÔMICA 

 

Um dos principais obstáculos em ecologia microbiana é a incapacidade de cultivar a 

maior parte da diversidade microbiana presente nos ecossistemas sob as atuais condições de 

laboratório. A divergência observada entre o número de células de bactérias que formam 

colônias em placas e contagem de células obtidas por observação microscópica é conhecida 

como “grande anomalia da contagem em placa” (Staley e Konopka, 1985). Estudos recentes 

baseados em técnicas dependentes e independentes de cultivo mostraram que a maioria dos 

microrganismos presentes nos mais diversos ambientes ainda é desconhecida (Torsvik, 

Goksoyr, et al., 1990; Béjà et al., 2000; Rondon et al., 2000; Hentschel et al., 2002; Mincer et 

al., 2002; Torsvik e Ovreas, 2002; Venter et al., 2004; De Castro et al., 2010; Mocali e 

Benedetti, 2010).  

Análises baseadas em rDNA 16S indicam que existem centenas de novas famílias, 

inclusive novos filos, de bactérias nos ecossistemas, sugerindo um alto potencial 

biotecnológico a partir dos metabólitos secundários e enzimas destes microrganismos. Assim, 

devido à atual necessidade de novos tipos de antibióticos para agir rapidamente contra 

patógenos multirresistentes e novos agentes infecciosos emergentes, a quimiodiversidade 

ambiental é uma das metas para a busca de medicamentos naturais (Brady et al., 2001; 

Gillespie et al., 2002; Lim et al., 2005; Banik e Brady, 2010; Torres-Cortes et al., 2011; 

Garmendia et al., 2012; Mcgarvey et al., 2012). 

Estudos metagenômicos demonstram, por exemplo, que 99% das bactérias de solos 

ainda não podem ser cultivadas pelos métodos convencionais (Handelsman et al., 1998; 

Rondon et al., 2000; Handelsman et al., 2002; Handelsman, 2004; Langer et al., 2006; Sabree 

et al., 2009). Desta forma, a abordagem metagenômica, introduzida por Handelsman e 

colaboradores (1988), tem surgido como uma opção para permitir o acesso direto aos 

genomas complexos desses ecossistemas para a expressão heteróloga de genes e exploração 

funcional de microrganismos ainda não cultiváveis (Cowan et al., 2005; Li e Qin, 2005). 

A metagenômica envolve a construção de bibliotecas de clones por meio da clonagem 

direta do DNA de amostras ambientais em vetores apropriados, a fim de facilitar a análise dos 

genes e das sequências dentro dessas bibliotecas (Handelsman et al., 1998; Handelsman, 

2004). A metagenômica foi inicialmente empregada para estudar a microbiota ainda não 
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cultivável e concentrou-se principalmente no entendimento da ecologia global em diferentes 

nichos ambientais. Atualmente muitos estudos estão utilizando a metagenômica para fins 

biotecnológicos (Lorenz e Eck, 2005). 

Até o momento, a principal área de aplicação da metagenômica é a exploração de 

genes metagenômicos que codifiquem novos biocatalisadores e drogas antimicrobianas 

(Lorenz e Eck, 2005). Vários estudos demonstram que a clonagem e expressão de enzimas e 

compostos bioativos utilizando a abordagem metagenômica é uma ótima alternativa para a 

exploração funcional de microrganismos ainda não cultivados (Torsvik, Goksã¸Yr, et al., 

1990; Handelsman et al., 1998; Hugenholtz et al., 1998; Rondon et al., 2000; Wang et al., 

2000; Brady et al., 2001; Macneil et al., 2001; Brady et al., 2002; Gillespie et al., 2002; 

Torsvik e Ovreas, 2002; Courtois et al., 2003; Rappe e Giovannoni, 2003; Martinez et al., 

2004; Piel et al., 2004; Brady e Clardy, 2005; Schirmer et al., 2005; Uchiyama et al., 2005; 

Wexler et al., 2005; Lam, 2006; Brady, 2007; Lämmle et al., 2007; Newman e Cragg, 2007; 

Kennedy et al., 2008; Taylor e Wright, 2008; Xu et al., 2008; Craig et al., 2009; Craig et al., 

2010; Bijtenhoorn et al., 2011; Feng et al., 2011; Torres-Cortes et al., 2011; Garmendia et al., 

2012; Iqbal et al., 2012; Mcgarvey et al., 2012). 

 

 

2.2. TRIAGEM FUNCIONAL DE CLONES METAGENÔMICOS 

 

A maioria dos biocatalisadores utilizados para fins biotecnológicos ou industriais são 

de origem microbiana. Isso reflete o fato de que a maior variedade genética na biosfera pode 

ser encontrada nas diferentes comunidades microbianas presentes nos vários ecossistemas da 

Terra (Ferrer et al., 2009). A aplicação da abordagem metagenômica (independente de 

cultura) permite explorar esse recurso quase ilimitado de novas biomoléculas (Cowan et al., 

2005). Várias técnicas têm sido utilizadas para identificar e recuperar genes e agrupamentos 

de genes a partir de bibliotecas metagenômicas. Devido à complexidade dessas bibliotecas, 

técnicas de alto desempenho e triagens cada vez mais sensíveis têm sido empregadas. 

Bibliotecas metagenômicas podem ser analisadas para o descobrimento de novos 

genes e vias metabólicas com técnicas baseadas na sequência ou por meio da seleção da 

atividade com análise da expressão de novos fenótipos em hospedeiros heterólogos (Sabree et 

al., 2009). A vantagem da triagem funcional é que a mesma pode detectar atividades 

provenientes de genes cujas funções não podem ser previstas por meio de análise de 
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bioinformática das sequências de DNA ou da proteína. Ou seja, a principal vantagem da 

abordagem por triagem funcional é que são detectados apenas genes de comprimento total e 

os produtos dos genes funcionais. Por outro lado, a identificação de novas atividades 

utilizando a triagem funcional é dependente de transcrição e tradução bem sucedida dos genes 

clonados, ou seja, a incapacidade do hospedeiro para expressar os genes estranhos e para 

formar as proteínas recombinantes ativas (Aakvik et al., 2009). 

 

2.2.1. Métodos de triagem funcional 

A capacidade para detectar, isolar e caracterizar os genes expressos em uma biblioteca 

metagenômica depende do método de avaliação do clone com a atividade em questão. Uma 

ampla variedade de métodos de triagem funcional pode ser utilizada. Entre eles, três 

estratégias gerais de detecção são distinguíveis: “Detecção de Inserção Fenotípica” (DIF), 

“Detecção Modulada” (DM) e “Expressão de Genes Induzidos” (EGI) (Ekkers et al., 2011; 

Simon e Daniel, 2011). A combinação dessas três estratégias pode ser utilizada para 

aperfeiçoar a triagem funcional. 

A abordagem DIF é a mais comumente utilizada para triagem funcional de bibliotecas 

metagenômicas e é baseada na detecção de características fenotípicas específicas. Esses traços 

fenotípicos podem ser detectados de várias maneiras. O primeiro se baseia na expressão 

direta, como por exemplo, através da detecção de pigmentação ou morfologia de colônias 

(Brady, 2007), ambas as quais podem resultar diretamente a partir do gene inserido expresso 

(Craig et al., 2010). Outra maneira (indireta) é a reação ou interação de uma substância 

adicionada com o produto do gene expresso ou de um produto que é uma consequência da 

expressão (clones com atividade proteolítica ou lipolítica identificados por formação halo de 

degradação do substrato correspondente). Por último, a detecção pode ser baseada na 

coexpressão de um gene repórter, que está ligado ao gene alvo na biblioteca. A intensidade 

(nível) da expressão do gene é uma questão importante, pois sinais tênues de expressão 

podem ser facilmente perdidos em triagens de alto desempenho. Uma ajuda possível é 

oferecida por abordagens usando volumes de microlitros a nanolitros (Taupp et al., 2011). 

A estratégia MD se baseia na produção de um produto que é necessário para o 

crescimento sob condições seletivas e é adequado para triagens de elevada produtividade. 

Utiliza detecção indireta de um gene expresso, por meio de uma rota de expressão pré-

desenhada. Hospedeiros ou vetores podem ser modulados para a expressão de genes 

repórteres (produção de beta-galactosidase pela expressão do gene LacZ) (Schipper et al., 
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2009) ou complementação heteróloga (produção de DNA polimerase I em hospedeiros 

deficientes para esta enzima) (Simon et al., 2009). Isso resulta em triagens mais específicas e 

sinais detectáveis padronizados. 

A utilização da abordagem EGI é baseada na expressão induzida do gene clonado por 

meio de um substrato ou produto específico. Até o momento foram desenvolvidas duas 

técnicas utilizando a abordagem EGI baseado na indução pelo substrato, acoplados com 

sistemas repórteres de produção de fluorescência: Substrate-induced gene expression 

(SIGEX) ou Expressão Induzida pelo Substrato (Uchiyama et al., 2005) e Metabolite-

regulated Expression (METREX) ou Expressão Regulada pelo Metabólito (Williamson et al., 

2005). Recentemente, foi desenvolvido outro método, baseado na indução pelo produto, 

também acoplado com sistema repórter de produção de fluorescência, denominado Product-

Induced Gene Expression (PIGEX) (Uchiyama e Miyazaki, 2010). Essas técnicas 

demonstraram que sistemas repórteres são sensíveis e eficientes para a exploração e detecção 

de alto desempenho de atividades específicas em clones metagenômicos. 

O sistema SIGEX foi desenvolvido como um método de triagem para determinados 

genes catabólicos (Uchiyama et al., 2005; Uchiyama e Watanabe, 2007; Uchiyama e 

Miyazaki, 2009). Este método emprega um operon gfp-trap em um vetor de expressão. A 

triagem é baseada no fato de que a expressão do gene catabólico é induzida principalmente 

por substratos específicos que são controlados por elementos reguladores localizados 

próximos ao gene regulado. Para realizar o SIGEX, o DNA metagenômico é clonado à 

montante do gene gfp, colocando a expressão de gfp sob o controle de promotores presentes 

no DNA metagenômico inserido no vetor. Os clones que influenciam a expressão de gfp após 

a adição do substrato de interesse são isolados por um método de separação de células ativas 

por fluorescência. Pelo método SIGEX já foram isolados genes induzidos por hidrocarbonetos 

aromáticos a partir de uma biblioteca metagenômica derivada de águas subterrâneas 

(Uchiyama et al., 2005). 

Semelhante ao sistema SIGEX, a triagem pelo método METREX (Williamson et al., 

2005) foi desenvolvido para identificar clones metagenômicos que produzem pequenas 

moléculas sinalizadoras. METREX utiliza um biossensor que detecta pequenas moléculas 

difusíveis de sinalização que induzem quorum sensing dentro da mesma célula, utilizando um 

vetor clonado com DNA metagenômico. O principal componente do biossensor é um 

promotor que detecta moléculas de quorum sensing e controla o gene repórter gfp. Quando a 

molécula, codificada pelo DNA metagenômico, alcança um limiar de concentração, a 

fluorescência verde é produzida. Subsequentemente, os clones positivos são identificados por 
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microscopia de fluorescência. Por meio dessa estratégia já foi identificada uma nova classe de 

indutores de quorum sensing a partir da microbiota do intestino médio de larvas de mariposa 

cigana (Guan et al., 2007). 

Recentemente, foi desenvolvido o método PIGEX (Uchiyama e Miyazaki, 2010), 

baseado na abordagem SIGEX. Nesse sistema de ensaio repórter, as atividades enzimáticas 

também são detectadas pela expressão da gfp, que é induzida pela formação de produto. De 

modo a rastrear amidases, foi utilizado como sensor o regulador transcricional de benzoato, 

BenR. Clones metagenômicos de células recombinantes de E. coli contendo o sensor foram 

cultivadas na presença do substrato benzamida. Em resposta a produção de benzoato, 

produzidos pelos clones metagenômicos, as células sensores produziram fluorescência. Por 

meio dessa estratégia já foram identificados três novos genes que codificam amidases. 

 

2.2.2. Triagem funcional de antimicrobianos 

A detecção de clones com atividade antimicrobiana pode ser realizada por meio de 

visualização direta por alteração fenotípica do clone, como pigmentação e morfologia da 

colônia ou formação de halo de inibição quando realizado overlays (sobreposição) contra 

microrganismos indicadores (patogênicos ou não) (Brady, 2007; Banik e Brady, 2010) 

(Figura 1). Essas estratégias já identificaram clones metagenômicos com atividade 

antimicrobiana (Torsvik, Goksoyr, et al., 1990; Handelsman et al., 1998; Wang et al., 2000; 

Brady et al., 2001; Macneil et al., 2001; Brady et al., 2002; Brady e Clardy, 2005; Newman e 

Cragg, 2007; Taylor e Wright, 2008; Craig et al., 2010), mas demonstraram, mesmo 

utilizando diversos hospedeiros, baixa resolução e sensibilidade (Craig et al., 2010), 

indicando a necessidade de métodos de triagem mais robustos para limites inferiores de 

detecção. 

Além da visualização de alterações fenotípicas e/ou formações de halos de inibição em 

overlays, também podem ser realizados ensaios antibacterianos em cultura com a 

determinação da densidade óptica para verificar clones que possuam atividade microbiocida 

ou microbiostática. Ensaios semelhantes, utilizando os mesmos princípios, também podem ser 

utilizados para o descobrimento de compostos, extratos (de plantas, secreções, etc), 

microrganismos isolados, ou qualquer substância que possua atividade antimicrobiana. No 

entanto, independente da fonte da atividade, esses métodos não possuem sensibilidade 

suficiente para revelar e detectar a atividade em condições onde o composto antimicrobiano 

está ou foi produzido em concentrações inferiores aos limites de detecção desses métodos. 
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Figura 1 – Detecção clássica de clones com atividade antimicrobiana.

Após crescimento dos clones por alguns dias (A), é realizada a identificação de colônias com 

alterações fenotípicas, como por exemplo, de pigmentação ou morfologia (B). Posteriormente 

é realizado overlay (sobreposição) com um microrganismo indicador (C) e após a incubação é 

identificado o clone com atividade antimicrobiana por meio da formação de halo de inibição 

(D), que posteriormente é repicado e isolado (E). Adaptado de (Brady, 2007). 

 

 

Em uma situação hipotética (Figura 2), em um experimento clássico de antibiose 

utilizando overlay, um clone metagenômico ou um isolado microbiano produz um composto 

com atividade antimicrobiana capaz de inibir ou causar a morte de um microrganismo alvo 

(Figura 2A). Necessariamente, para ser possível a formação do halo de inibição em torno do 

clone ou isolado, o produtor da atividade deve ser resistente ao antimicrobiano produzido e o 

microrganismo alvo deve ser sensível (Figura 2B) Nesta situação, a presença da atividade é 

detectada por meio da formação de um halo de inibição e, ocasionalmente, o tamanho do halo 

de inibição caracteriza a potência dessa inibição (Figura 2C). Ou seja, quanto maior o halo de 

inibição, maior a capacidade de inibição ou morte pelo composto secretado, como observado 

na Figura 2C pelos diferentes tamanhos de halo de inibição produzidos por diferentes 

microrganismos hipotéticos. No entanto, a não formação de halo de inibição visível não 

caracteriza uma ausência de composto com atividade antimicrobiana, mas tão logo, somente 

uma concentração do composto em níveis inferiores para a formação do halo de inibição 

visivelmente detectável. 

Como visualizado na Figura 2C, os locais onde houve crescimento do microrganismo 

indicador possuem alta concentração celular desse microrganismo e, contrariamente, os locais 

onde houve a formação do halo de inibição, possuem nenhuma ou baixa concentração celular, 

não capaz de formar colônias ou crescimento celular visível. 
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Figura 2 – Exemplo de clone metagenômico ou isolado produtor de composto com atividade 

antimicrobiana e detecção em ensaio clássico por meio de visualização de halo de inibição.

O clone metagenômico ou isolado produz composto que possui atividade antimicrobiana 

contra um microrganismo alvo, causando sua morte ou inibição de seu crescimento (A). O 

produtor do composto antimicrobiano, necessariamente, é resistente ao mesmo, e o 

microrganismo alvo é sensível a este composto (B). Nos locais de formação de halo de 

inibição existem nenhuma ou baixa concentração celular do organismo alvo utilizado no 

ensaio, enquanto que as áreas sem formação de halo de inibição possuem grande concentração 

desse microrganismo (C). 

 

 

2.3. UTILIZAÇÃO DE GFP PARA DETECÇÃO DE EXPRESSÃO GÊNICA 

 

A GFP é uma pequena proteína encontrada na água viva Aequorea victoria e foi 

relatada pela primeira vez em 1962 por Shimomura e colaboradores, durante experimentos 

que visavam identificar a molécula capaz de promover a emissão de bioluminescência da água 

viva (Shimomura, 2009). O alvo do estudo era a proteína quimioluminescente aquarina, 

entretanto, outra proteína capaz de emitir forte fluorescência verde foi identificada como um 

subproduto do processo de purificação da aquarina, e foi nomeada posteriormente como GFP. 

Em 1974, Morise e colaboradores elucidaram a relação entre as proteínas aquarina e 

GFP na bioluminescência de Aequorea sp. A aquarina é responsável pelo fornecimento de 

energia necessária para a emissão de luz, que promove a excitação das moléculas de GFP. A 

GFP possuiu a propriedade de fluorescer quando excitada por UV ou por luz azul de onda 

curta. A sequência de aminoácidos da cadeia primária da GFP foi elucidada em 1992 por 

Prasher e colaboradores, por meio da clonagem e sequenciamento do DNA genômico e 

complementar (cDNA) do gene correspondente, denominado gfp. Foi determinado que a 
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proteína possuía 238 resíduos de aminoácidos e massa molecular calculada de 26.888 Da 

(Chalfie, 1995). 

A fluorescência de GFP é explicada pela presença de um cromóforo denominado p-

hidroxibenzilideneimidazolidinona formado pela ciclização e oxidação autocatalítica dos 

resíduos de três aminoácidos contínuos próximos ao aminoácido terminal da proteína (Ser-

Tyr-Gly), nas posições 65-67 (Cody et al., 1993). A formação do cromóforo ocorre 

independente da adição de cofatores e com a proteína solubilizada, uma vez que em estado 

insolúvel a cadeia polipeptídica é incapaz de adquirir a conformação ativa da proteína (Reid e 

Flynn, 1997). 

Com a expressão heteróloga de GFP ativa, as perspectivas de utilização dessa proteína 

como ferramenta para pesquisa in vivo se tornaram ilimitadas. As primeiras clonagens foram 

realizadas em células de E. coli e Caenohabidtis elegans (Chalfie et al., 1994) e em 

Drosophila melanogaster (Wang e Hazelrigg, 1994), demonstrando a capacidade de 

expressão de GFP tanto em organismos procariotos como em eucariotos. Também foi 

possível confirmar que a formação do cromóforo não necessita de substrato ou de enzima 

específica de A. victoria, assim como nenhum cofator para induzir a fluorescência. 

A utilização da GFP pode ser utilizada no monitoramento de expressão de genes e 

localização de proteínas, dentro outros usos, devido à necessidade de essa marcação não afetar 

os membros da comunidade. A utilização da GFP em análises biológicas tem aumentado 

muito, pois não necessita da destruição das células e nem da adição de nenhum substrato 

exógeno (Chalfie et al., 1994). 

O emprego de GFP tornou-se mais atraente graças ao sucesso na rastreabilidade 

genética de muitos organismos, além da maneira fácil e rápida que pode ser expressa nos 

diversos sistemas e condições biológicas. A utilização de GFP como molécula repórter teve 

um impacto comparável à aplicação de LacZ para o estudo de localização de macromoléculas 

in vivo, incluindo bactérias. Estudos de macromoléculas, até então por imunomarcação 

utilizando ouro e por microscopia de imunofluorescência, eram limitados, pois necessitavam 

de anticorpos diretos contra a proteína alvo e a fixação da amostra, impossibilitando a 

investigação em células vivas. A obtenção de anticorpos é um processo trabalhoso e com 

rendimento baixo e, por esse motivo, o uso de uma proteína repórter de fácil visualização 

como a GFP proporcionou rápido desenvolvimento no estudo de diversas moléculas (Phillips, 

2001). 

Com o desenvolvimento das metodologias de monitoramento da expressão de GFP, 

diversos estudos sobre localização, tanto de proteínas como de DNA foram facilitados. Esses 
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estudos proporcionaram o entendimento de uma variedade de processos como a divisão 

celular, replicação e divisão de cromossomo, esporulação, transdução de sinais, etc. Essa 

metodologia proporcionou, também, um grande avanço no esclarecimento da organização 

celular bacteriana (Phillips, 2001), o monitoramento da expressão gênica, do transporte de 

proteínas, perturbando minimamente as células, tecidos ou organismos (Heim et al., 1994). 

A estratégia geral para construção de fusões do gene repórter gfp utiliza a reação em 

cadeia da polimerase (PCR), ou outras técnicas de clonagem, modificando sítios de restrição 

tanto na sequência do gene gfp, quanto na sequência do alvo. O gene gfp repórter pode ser 

fusionado em ambas as extremidades da sequência do gene alvo, gerando fusões traducionais 

amino ou carboxi-terminais. Essas fusões devem considerar a estrutura da proteína alvo, 

respeitando as condições para que esta permaneça funcional (Phillips, 2001). 

Apesar das inúmeras vantagens da GFP nativa, sua utilização pode ser limitada pela 

formação lenta do cromóforo, que requer, em média, duas horas após a síntese para ser 

formado. Essa característica limita estudos que requerem monitoramento dentro desse 

intervalo de tempo, como é o caso da detecção de proteínas com meia-vida curta. A GFP 

selvagem tende a formar corpos de inclusão, principalmente quando em altas temperaturas 

(superiores a 37ºC), além da intensidade da fluorescência ser relativamente baixa, o que pode 

induzir a interpretação incorreta dos resultados (Heim et al., 1994; Phillips, 2001). Dessa 

forma, com o objetivo de contornar as limitações da GFP selvagem, foram realizadas, por 

exemplo, alterações para a otimização no tempo de formação do fluoróforo, o aumento da 

emissão de fluorescência e a alteração das propriedades espectrais, gerando proteínas 

variantes mais eficientes que a GFP nativa (Cormack et al., 1996).  
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2.4. QUORUM SENSING 

 

2.4.1. Quorum sensing em bactérias 

Muitas bactérias Gram-negativas utilizam um sistema de comunicação célula-célula e 

que depende da concentração de moléculas homoserina lactonas (HSL) difusíveis que estão 

relacionadas à densidade da população bacteriana em um processo conhecido como Quorum 

Sensing ou sensoriamento populacional (Waters e Bassler, 2005; Williams et al., 2007; Deep 

et al., 2011). 

O mecanismo de percepção de quorum foi relatado pela primeira vez em Vibrio 

fischeri, uma bactéria que vive livremente na água do mar ou em simbiose com lulas e peixes. 

O exemplo mais estudado envolve a simbiose entre V. fischeri e Euprymna scolopes, uma 

pequena lula que possui órgãos luminescentes, devido à presença em alta densidade da 

bactéria simbionte. A luminescência produzida por estes vibrios marinhos é resultante de um 

processo mediado por homoserina lactonas (HSL), conhecidas como autoindutores (AI) 

(Ruby, 1996; Visick e Mcfall-Ngai, 2000). 

HSL são sintetizadas no citoplasma bacteriano e se difundem através da membrana 

plasmática, acumulando-se no meio externo durante o crescimento da bactéria. A percepção 

de HSL pelas bactérias é parte de um crescimento complexo de monitoramento das mudanças 

do meio e de respostas cooperativas (Fuqua e Greenberg, 1998). 

Tipicamente esse sistema de comunicação depende de duas proteínas, uma HSL 

sintase, geralmente membro da família LuxI de proteínas, e uma proteína receptora de HSL, a 

qual pertence à família LuxR de reguladores transcricionais. Em baixa densidade populacional 

as células produzem um nível basal de HSL por meio da atividade da HSL sintase. À medida 

que se aumenta a densidade de células a molécula sinal difusível HSL se acumula no meio de 

crescimento. Ao atingir um limiar de concentração intracelular crítico, a HSL liga-se ao 

receptor cognato tipo LuxR, que por sua vez leva a indução/repressão de genes alvos (Riedel 

et al., 2001; Waters e Bassler, 2005; Rice et al., 2008). Ou seja, bactérias são capazes de 

perceber a densidade celular através da detecção da concentração do autoindutor, que está 

intimamente relacionado à densidade celular. 

A detecção de moléculas sinalizadoras envolvidas na percepção de quorum tem sido 

bastante facilitada devido ao desenvolvimento de sistemas repórteres já que elas são 

produzidas em concentrações extremamente baixas pelas células bacterianas. 
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2.4.1. Quorum sensing em P. aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria altamente adaptável que pode colonizar o 

solo, águas, plantas e animais, incluindo humanos (Van Delden e Iglewski, 1998; De Kievit et 

al., 2002). A patogenicidade de P. aeruginosa baseia-se na sua habilidade de produzir e 

secretar diversos fatores de virulência extracelulares como proteases, hemolisinas, exotoxina 

A, exoenzima S e piocianina. Estes fatores são capazes de causar extensivo dano aos tecidos 

do hospedeiro (Nicas e Iglewski, 1985; Van Delden e Iglewski, 1998). A regulação dos genes 

codificadores destes produtos depende de um sistema de sinalização que engloba pelo menos 

dois grupos de homólogos LuxRI, las e rhl (também referido como VsmRI). Estes sistemas 

estão interligados de maneira hierárquica, e o sistema las controla o sistema rhl em ambos os 

níveis: transcricional (Latifi et al., 1996; De Kievit et al., 2002) e traducional (Pesci et al., 

1997). Em P. aeruginosa, um dos sistemas de percepção de quórum melhor estudados, a 

percepção de moléculas de sinalização afeta direta e/ou indiretamente a expressão de cerca de 

200 genes (Whiteley et al., 1999). 

O sistema las consiste de um regulador de transcrição, LasR, e sua molécula 

sinalizadora, N-(3-oxododecanoil) homoserina lactona (3O-C12-HSL ou OdDHL), sintetizada 

por uma AHL sintase, codificada pelo gene lasI (Gambello e Iglewski, 1991; Pearson et al., 

1994). O sistema LasRI regula a expressão da elastase LasA, elastase LasB, exotoxina A e 

protease alcalina (Toder et al., 1991; Passador et al., 1993). 

O sistema rhl consiste da proteína RhlR e uma AHL sintase (RhlI), que está envolvida 

na produção de N-butiril homoserina lactona (C4-HSL) (Pearson et al., 1994; Winson et al., 

1995). Esta AHL interage com RhlR para ativar a expressão de rhlAB, um operon que codifica 

uma ramnosil-transferase necessária para a produção de ramnolipídeos surfactantes (Ochsner 

et al., 1994). A presença destes componentes reduz a tensão superficial que permite às células 

de P. aeruginosa deslizarem sobre superfícies semi-sólidas (Kohler et al., 2000).  Diversos 

resultados mostram que o sistema RhlRI é também necessário para indução da expressão de 

outros fatores, incluindo protease alcalina, piocianina, cianeto de hidrogênio, lectina e elastase 

(Brint e Ohman, 1995; Pessi e Haas, 2000). Latifi e colaboradores (1996) sugeriram que RhlR 

ativado pode ser capaz de ativar a transcrição de rpoS (codificador de σs, o fator sigma da 

fase estacionária). 

Os sistemas Las e Rhl também são requeridos para a expressão de dois genes (xcpP e 

xcpR) que codificam componentes do sistema secretor Xcp de P. aeruginosa (Chapon-Herve 

et al., 1997). O sistema secretor Xcp media a passagem de exoproteínas (tais como exotoxina 
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A, elastase e fosfolipase) através da membrana do microrganismo (Tommassen et al., 1992). 

A vantagem deste sistema regulatório é que as células de P. aeruginosa controlam a produção 

dos fatores virulentos para que este seja expresso somente em alta densidade populacional. 

Isto impede que a bactéria alerte o hospedeiro da sua presença, impedindo a ativação de 

sistemas de defesa específicos. 

Pesci e colaboradores (1999) identificaram outra molécula sinalizadora no 

sobrenadante de culturas de P. aeruginosa. A síntese desta molécula, identificada como 2-

heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS), é dependente de LasR. A adição de PQS exógena induziu 

a expressão de lasB e rhlI e, em menor extensão, de lasR e rhlR, sugerindo portanto outra 

ligação entre os sistemas Las e Rhl (Pesci et al., 1997; Mcknight et al., 2000). Populações de 

P. aeruginosa sintetizam PQS na fase estacionária de crescimento (Mcknight et al., 2000). 

McKnight e colaboradores (2000) sugeriram que P. aeruginosa poderia usar PQS para regular 

a expressão de rhlI e, como consequência, os genes regulados pelo sistema rhl durante a fase 

estacionária de crescimento, como um meio de obter nutrientes pelo hospedeiro. 

 

 

2.5. BIOSENSORES DE HSL 

 

Um grande número de sistemas HSL foi identificado por meio da utilização de 

biossensores bacterianos que são capazes de detectar a presença de HSL. Esses biossensores 

não produzem HSL e contém uma proteína funcional da família LuxR clonada juntamente a 

um promotor cognato (normalmente o promotor cognato da enzima luxl sintase), o qual 

regula positivamente a transcrição de um gene repórter (bioluminescência, β-galactosidase, 

proteína verde fluorescente GFP, violaceína) (Steindler e Venturi, 2007) (Figura 3). 

Biossensores de HSL podem ser utilizados para quantificar HSL em determinadas 

condições, medindo a atividade do sistema repórter presente na estirpe bacteriana biossensora. 

Isso é útil para o estudo da regulação da síntese de HSL e para a identificação de diferentes 

níveis de produção de HSL. Para quantificar e determinar com precisão a quantidade mínima 

de HSL necessários para uma resposta mínima, bem como a quantidade necessária para uma 

resposta saturada, HSLs sintéticos podem ser utilizados para traçar a resposta em dose linear. 
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Figura 3 – Esquema de construção e utilização de um biossensor bacteriano de HSL.

Na parte superior da figura é mostrada a estrutura genérica de uma HSL. A HSL exógena 

interage com uma proteína da família LuxR dentro do biossensor bacteriano (não produtor de 

HSL), que resulta na produção de um gene(s) repórter (violaceína, luxCDABE, lacZ, gfp) 

regulado por um promotor da família LuxR-HSL, como mostrado pelo triângulo branco. O 

gene da família LuxR está usualmente expresso a partir de um promotor constitutivo, como 

mostrado pelo triângulo preto. O biossensor HSL pode, então, ser utilizado em ensaios de 

detecção específicos para cada tipo de gene repórter utilizado. Adaptado de (Steindler e 

Venturi, 2007). 

 

 

A capacidade de monitorar moléculas HSL in vivo foi determinada principalmente 

pela criação de biossensores de HSL que utilizam plasmídeos repórteres não tóxicos que 

expressam uma proteína verde fluorescente (GFP) que pode ser detectada por microscopia de 

epifluorescência (Steindler e Venturi, 2007). Alguns plasmídeos repórteres já foram 

desenvolvidos utilizando essa estratégia, como por exemplo, pJBA132, baseado no sistema 

luxR de Vibrio fischeri (Andersen et al., 2001), pKR-C12, baseado no sistema las de 

Pseudomonas aeruginosa PAO1, e pAS-C8, baseado no sistema CepI/R de Burkholderia 

cepacia  (Riedel et al., 2001). Esses três vetores contém uma fusão traducional do gene 

gfp(ASV), que codifica a proteína Gfpmut3* (Andersen et al., 1998).  A grande vantagem 

desses sensores é a possibilidade de detecção de HSL em nível de uma única célula. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. VETORES, CEPAS DE BACTÉRIAS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

As características do vetor e cepas bacterianas utilizados neste estudo estão 

relacionadas na Tabela 1. O vetor repórter pKR-C12 (Riedel et al., 2001), clonado na cepa P. 

putida F117 (Steidle et al., 2001), foi utilizado como célula biossensora de N-(3-

Oxododecanoyl)-L-homoserine lactone (OdDHL) por meio da produção de fluorescência após 

os ensaios antibacterianos utilizando a cepa P. aeruginosa ATCC 27853, produtora da HSL 

N-(3-oxododecanoil) homoserina lactona (3O-C12-HSL ou OdDHL). 

As cepas P. aeruginosa e P. putida foram cultivadas em meio Luria-Bertani/Luria 

Broth (caldo LB) (10 g/L NaCL, 10 g/L peptona, 5 g/L extrato de levedura) ou LBA (LB 

ágar) (12 g/L ágar) e LBM (LB modificado) (4 g/L NaCL, 10 g/L peptona, 5 g/L extrato de 

levedura) ou LBAM (LB ágar modificado) (12 g/L ágar) a 30ºC, de acordo com o indicado. O 

antibiótico gentamicina foi utilizado nas seguintes concentrações: 25 µg/ml para P. putida e 

concentrações diversas para P. aeruginosa, de acordo com o indicado. As bactérias foram 

estocadas com glicerol 10% e armazenadas a -80ºC (Lee, 1992), quando necessário. 

 

 

Tabela 1 – Características dos vetores e cepas bacterianas utilizadas neste estudo 

Cepas bacterianas Características Fonte ou referência 

pKR-C12 
Vetor repórter pBBR1MCS-5-PlasB-gfp(ASV)-Plac-lasR 

sensível a OdDHL; Gm
R
 

(Riedel et al., 2001) 

P. putida F117 pKR-C12 
Cepa biossensora não produtora de HSL derivada de P. 

putida IsoF, ∆ppuI, sensível a OdDHL 
(Steidle et al., 2001) 

P. aeruginosa 27853 
Cepa de teste de atividade antibacteriana e produtora de 

HSL (OdDHL) 
ATCC 

 

 

A cepa P. putida F117 clonada com o vetor pKR-C12 foi gentilmente cedida pela Dra. 

Cristina Dantas Vanetti da Universidade Federa de Viçosa (UFV) e a P. aeruginosa 27853 foi 

gentilmente cedida pelo Dr. Octávio Luiz Franco da Universidade Católica de Brasília (UCB). 
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3.2. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

 

3.2.1.  Cultivo líquido 

Foi utilizado o método da microdiluição em caldo para se determinar a CIM em meio 

LBM. O inóculo foi preparado a partir de uma suspensão a 0,5 McFarland (ou 10
8
 UFC/ml), 

obtida de colônias isoladas de P. aeruginosa ATCC 27853 em meio LBA. Foi realizada uma 

cultura para cada uma das seguintes concentrações finais de gentamicina: 25 µg/ml, 20 µg/ml, 

15 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml, 1 µg/ml, 0,5 µg/ml e 0,1 µg/ml. As culturas foram incubadas a 

30ºC por 24 horas, com agitação constante (180 RPM). No dia seguinte foi avaliada a 

turvação e medida a OD600nm de cada cultura para determinar a concentração mínima de 

gentamicina capaz de inibir o crescimento visível da bactéria. Após as análises, as culturas 

foram reinoculadas em LBM sem antibiótico e incubadas por 24 horas a 30ºC. 

 

3.2.2.  Cultivo sólido em placa 

Foram preparadas placas de Petri contendo 25 ml de meio LBAM cada. Após a 

solidificação do meio de cultura, em cada uma das placas foi realizado um furo central de 

cerca de 1 cm de diâmetro utilizando a base de uma ponteira P1000 estéril. Em cada furo foi 

adicionado meio LBAM ainda líquido contendo as diferentes concentrações de gentamicina 

utilizadas no cultivo líquido, até preencher todo o espaço do furo e alcançar o mesmo nível da 

superfície. Em cada uma das placas foram inoculadas e espalhadas homogeneamente 100 µl 

da suspensão de P. aeruginosa ATCC 27853 preparada como descrito anteriormente. As 

placas foram incubadas durante a noite (16-20 horas) a 30ºC. No dia seguinte foi avaliada e 

registrada, sob luz ultravioleta, a formação de halo de inibição em cada placa e determinada a 

concentração inibitória mínima de gentamicina capaz de formar halo visivelmente detectável. 

 

 

3.3. SISTEMA BIOSSENSOR DE HSL 

 

3.3.1.  Preparo do biossensor de HSL 

Para preparar a célula biossensora para o ensaio de produção padrão de fluorescência 

foi realizado o inóculo de P. putida F117 pKR-C12 em 50 ml de meio LBM suplementado 

com 25 µg/ml de gentamicina e posterior incubação a 30ºC com agitação (180 RPM) durante 
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a noite (16-20 horas). No dia seguinte, 10 ml da cultura anterior foram inoculados em 100 ml 

de meio LBM suplementado com 25 µg/ml de gentamicina. Essa nova cultura foi incubada 

nas mesmas condições descritas até atingir uma densidade óptica de 0,5 (Figura 4A). 

 

3.3.2.  Curva padrão de HSL e fluorescência 

Para obter a curva dose-resposta da concentração de homoserina lactona e produção de 

fluorescência (Figura 4), após a célula biossensora atingir a densidade óptica indicada, foram 

transferidos 200 µl da cultura para os poços de uma microplaca estéril de 96 poços em 

poliestireno preto com fundos planos transparentes (Corning) (Figura 4B). Em cada um dos 

poços foram adicionados 25 µl de LBM e 25 µl de acetonitrila (Sigma) contendo a 

concentração adequada de OdDHL (Sigma) para alcançar as respectivas concentrações finais: 

0,5 nM, 1 nM, 5 nM, 10nM, 50nM, 100nM, 500nM, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 50 µM e 100 µM 

(Riedel et al., 2001) (Figura 4C). Como controle de crescimento e produção de fluorescência 

foram utilizados 200 µl da cultura de P. putida F117 pKR-C12, com o acréscimo de 25 µl de 

LBM e µl 25 µl de acetonitrila sem adição de OdDHL. Para cada um dos ensaios foram 

realizadas 6 repetições. 

 

 

Figura 4 – Curva-padrão da concentração de HSL OdDHL e produção de fluorescência.

A cepa biossensora P. putida F117 pKR-C12 foi preparada (A) e transferida para uma 

microplaca (B) com a adição de diferentes concentrações de HSL OdDHL (C). Durante a 

incubação foi realizada a leitura de fluorescência verde, representada em RFU (D). 
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A microplaca foi transferida para o Spectramax M3 (Molecular Devices) e incubada 

por 4 horas a 30ºC. A fluorescência verde (FV) foi detectada e medida cineticamente 

utilizando um comprimento de onda de excitação de 475nm e de emissão de 515nm 

(Andersen et al., 2001; Riedel et al., 2001) com um cutoff de 495nm. As leituras foram 

realizadas pelo fundo da microplaca a cada 20 minutos, com agitação de 2 segundos após 

cada intervalo de leitura (Figura 4D). 

 

 

3.4. PRODUÇÃO DE HSL EM CULTIVO 

 

A bactéria P. aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como bactéria produtora de 

OdDHL nos ensaios de atividade antibacteriana deste estudo. Para confirmar a presença do 

gene que codifica a HSL N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserine lactone (OdDHL) no genoma 

da P. aeruginosa utilizada como modelo neste estudo, foi comparada a sequência que codifica 

o gene da HSL OdDHL (NCBI Gene ID: 882260 - pvdQ) do genoma anotado de P. 

aeruginosa PAO1 (GenBank accession number NC_002516.2) contra o genoma sequenciado 

de P. aeruginosa ATCC 27853 (GenBank: AJKG00000000.1) (Fang et al., 2012). 

 

3.4.1.  Preparo da célula produtora de HSL 

Para preparar a célula produtora de HSL para a curva de crescimento e o ensaio 

antibacteriano, foi realizado o inóculo de P. aeruginosa 27853 em 5 ml de meio LBM e 

posterior incubação a 30ºC com agitação (180 RPM) durante a noite (16-20 horas). No dia 

seguinte, a cultura foi centrifugada a 4300 RPM por 10 minutos. Após descartar o 

sobrenadante, o sedimento bacteriano foi ressuspendido em 5 ml de meio LBM e seguiu-se 

com nova centrifugação de acordo como descrito. A amostra foi novamente ressuspendida no 

mesmo volume de meio LBM e 500 µl foram inoculados em 50 ml de meio LBM. Essa 

cultura diluída foi utilizada nos experimentos seguintes (Figura 5A). 

 

3.4.2.  Curva de crescimento e produção de HSL 

Para obter a curva de crescimento e produção de HSL (Figura 5), foram transferidos 

190 µl da cultura diluída de P. aeruginosa, preparada anteriormente, para os poços de uma 

microplaca estéril de 96 poços em poliestireno transparente com fundos planos (Corning) 

(Figura 5B). Em cada um dos poços foram adicionados 10 µl de água purificada (Figura 5C).  



    28 

O ensaio foi realizado em triplicata e cada triplicata foi repetida 9 vezes (para posterior 

coleta). As amostras deste ensaio foram nomeadas como CC (curva de crescimento de P. 

aeruginosa). As amostras coletadas receberam a mesma designação acompanhada do tempo 

(em minutos) de incubação. 

 

3.4.3.  Curva de crescimento com inibição e produção de HSL 

Para obter a curva de crescimento com inibição e produção de HSL (Figura 5), foram 

transferidos 190 µl da cultura diluída de P. aeruginosa, preparada anteriormente, para os 

poços da mesma microplaca estéril de 96 poços utilizada no ensaio anterior (Figura 5B). Em 

cada um dos poços foram adicionados 10 µl de água purificada contendo a concentração 

adequada de gentamicina para alcançar a concentração final de 0,1 µg/ml (Figura 5D). O 

ensaio foi realizado em triplicata e cada triplicata foi repetida 9 vezes (para posterior coleta). 

As amostras deste ensaio foram nomeadas como CI (curva de crescimento de P. aeruginosa 

com inibição). As amostras coletadas receberam a mesma designação acompanhada do tempo 

(em minutos) de incubação. 

 

3.4.1.  Coleta de amostras e curva de fluorescência 

A microplaca, contendo as amostras para a curva de crescimento padrão e a curva de 

inibição com gentamicina (CC e CI), foram transferidas para o Spectramax M3 (Molecular 

Devices) e incubada por 24 horas a 30ºC, sem agitação. Durante todo o período de incubação, 

foi realizada a leitura de densidade óptica a 600nm, a cada 30 minutos (Figura 5E). Após 16h 

de crescimento foi realizada a coleta de 200 µl de uma triplicata CC e de uma triplicata CI. As 

coletas foram realizadas a cada 1h até completar o período total de incubação de 24 horas, 

resultando em 9 coletas para cada uma das culturas CC e CI. Imediatamente após cada coleta, 

cada uma das amostras foi centrifugada a 13.000 RPM por 10 minutos. Os sobrenadantes 

foram armazenados a 4ºC até o momento do uso (Figura 5F). 

Para realizar o ensaio de fluorescência, 50 µl de cada uma das triplicatas dos 

sobrenadantes coletados foram transferidos para uma microplaca estéril de 96 poços em 

poliestireno preto com fundos planos transparentes (Corning). Posteriormente, em cada um 

dos poços foi adicionado 200 µl de uma cultura da célula biossensora P. putida F117 pKR-

C12 preparada de acordo como descrito anteriormente (Figura 4BC). 
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A microplaca foi transferida para o Spectramax M3 (Molecular Devices) e incubada 

por 6 horas a 30ºC. A fluorescência verde foi detectada e medida cineticamente assim como 

descrito anteriormente (Figura 4D). 

 

 

Figura 5 – Curva de crescimento e ensaio antibacteriano para a produção de OdDHL.

A cepa produtora de OdDHL, P. aeruginosa ATCC 27853, foi preparada (A) e transferida 

para uma microplaca (B) com a adição de diferentes concentrações de gentamicina (C). Para o 

controle foi adicionado água estéril (D). Durante a incubação foi realizada a leitura de 

densidade óptica a 600nm e a coleta de amostras nos intervalos de tempo indicados (E). As 

amostras coletadas foram processadas e os sobrenadantes foram reservados para serem 

utilizadas no ensaio de fluorescência (F). 

 

 

 

 

  



    30 

4. RESULTADOS 

 

Para simular um ensaio antibacteriano e estabelecer a capacidade de um suposto 

antibiótico em produzir halo de inibição visível em placa ou turvação detectável em cultura, 

foi realizada a determinação da concentração inibitória mínima (CIM) de gentamicina para a 

cepa bacteriana P. aeruginosa ATCC 27853. A CIM foi determinada em meio sólido (placa) e 

líquido (cultura) com o objetivo de se definir a menor concentração do antibiótico capaz de 

inibir o desenvolvimento visível do microrganismo. 

No cultivo líquido foi possível observar turvação, em nível crescente, somente nas 

culturas de P. aeruginosa contendo 1 µg/ml, 0,5 µg/ml e 0,1 µg/ml de gentamicina (Figura 

6A). O resultado foi comprovado por meio dos valores de OD medidos. Após o reinóculo em 

meio de cultura sem gentamicina e incubação por 24 horas, foi observado que as mesmas 

culturas apresentaram-se mais turvas e os valores de OD aumentaram. No entanto, nos 

reinóculos das culturas que anteriormente continham 10 µg/ml e 5 µg/ml foi observada 

turvação mais discreta em relação às outras culturas turvas, não sendo observada turvação das 

outras culturas negativas nas primeiras 24 horas de incubação (Figura 6B). 

 

 

Figura 6 – Cultivo líquido de P. aeruginosa ATCC 27853 com diferentes concentrações de 

gentamicina e visualização de níveis de turvação e densidade óptica.

O cultivo foi realizado com diferentes concentrações de gentamicina (A) e depois foi 

realizado o recultivo das mesmas amostras em meio de cultura sem gentamicina (B).  
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No cultivo em placa foi observada a formação de halo de inibição nas culturas de P. 

aeruginosa contendo 5 µg/ml, 10 µg/ml, 15 µg/ml, 20 µg/ml e 25 µg/ml de gentamicina a 

partir do furo central da placa (Figura 7). No entanto, na placa contendo 5 µg/ml de 

gentamicina, considerando o diâmetro do furo central onde foi adicionado o meio de cultura 

com o antibiótico e descontando essa área do halo de inibição formado, observa-se que o halo 

de inibição somente seria facilmente visualizado nas placas contendo de 10 µg/ml a 25 µg/ml 

de gentamicina. 

 

 

 

Figura 7 – Cultivo em placa de P. aeruginosa ATCC 27853 em diferentes concentrações de 

gentamicina e visualização de halos de inibição em ensaio de sobreposição.

Foram realizados furos centrais e adicionado meio de cultura contendo diferentes 

concentrações de gentamicina para cada placa. 
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Dessa forma, avaliando os resultados do cultivo líquido e do cultivo em placa, de 

acordo com as condições estipuladas neste estudo, determinou-se que a concentração 

inibitória mínima de gentamicina para inibição visivelmente detectável de P. aeruginosa foi 

de aproximadamente 10 µg/ml. Este resultado será utilizado para comparar a sensibilidade do 

método tradicional de triagem de isolados, clones ou compostos com possível atividade 

antibacteriana (halo de inibição em placa ou inibição em cultura líquida) com o novo método 

proposto neste estudo. 

Para estabelecer a capacidade e sensibilidade da célula biossensora P. putida F117, 

clonada com o vetor repórter pKR-C12, para produzir fluorescência verde (GFP) na presença 

de concentrações crescentes de OdDHL, foi definida, inicialmente, a concentração celular, por 

meio da OD, necessária para iniciar o ensaio de fluorescência. Desta maneira, a partir de um 

pré-inóculo de 10% (10 ml de cultura de P. putida F117 em 100 ml de LBM suplementado 

com 25 µg/ml de gentamicina), foi estabelecida uma concentração celular com OD de 

aproximadamente 0,5 (fase exponencial), com 2 horas de incubação a 30ºC, com agitação. 

Foi determinado o limite inferior e superior de produção de fluorescência da célula 

biossensora P. putida F117 pKR-C12, na presença de concentrações crescentes de OdDHL, 

no intervalo de tempo de 4 horas. Os valores de fluorescência verde foram expressos em um 

diagrama de barras, relacionando o tempo de incubação, a concentração da OdDHL utilizada 

e a respectiva fluorescência produzida, representada em RFU (unidades de fluorescência 

relativa) (Figura 8). Os valores de RFU para cada concentração de OdDHL, em cada intervalo 

de incubação e leitura, foram corrigidos subtraindo-se dos valores de RFU do ensaio controle 

(sem adição de ODdHL). Para a construção dos gráficos a leitura inicial de fluorescência foi 

considerada como zero e os valores seguintes foram calculados subtraindo-se do valor da 

primeira leitura. 

De acordo com os gráficos da Figura 8 observa-se que a quantidade de fluorescência 

produzida está diretamente relacionada com a concentração de OdDHL. No entanto, não 

existe uma proporcionalidade entre a concentração de OdDHL e produção de fluorescência. 

Nos primeiros 20 minutos não existem diferenças consideráveis em relação à produção de 

fluorescência, mas, a partir de 40 minutos, os ensaios com concentração de OdDHL maior que 

5 nM já possuem uma tendência exponencial. Ao final do período de incubação, as 

concentrações de 0,5 e 0,1 nM produziram menos do que 400 RFUs e as concentrações acima 

de 5 nM produziram acima de 2000 RFUs (5x mais fluorescência com 5x a concentração de 

OdDHL). Com 10 nM de OdDHL foram produzidos 2500 RFUs. As concentrações de 50 nM 
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a 100 µM de OdDHL produziram de 2700 a 3000 RFUs, no entanto, de acordo com os 

desvios padrão, não existem diferenças significativas entre os valores de RFUs produzidos. 

 

 

Figura 8 – Curva padrão da concentração de OdDHL e produção de fluorescência.

Produção de fluorescência verde, representada em RFU (unidades de fluorescência relativa), 

para diferentes concentrações de OdDHL, durante o período de incubação de 4 horas. 

 

 

Após definir a capacidade e sensibilidade do sistema biossensor para detectar 

concentrações variadas de OdDHL e produzir fluorescência, foi realizada a escolha de uma 

cepa capaz de produzir HSL, principalmente OdDHL, em concentrações detectáveis pelo 

sistema biossensor, em condições de cultivo de laboratório, e que pudesse ser utilizada em 

ensaios antibacterianos. Desta maneira, foi escolhida a cepa comercial P. aeruginosa ATCC 

27853. A sequência do gene que codifica a HSL 3-oxo-C12-homoserine lactone acylase pvdQ 

(OdDHL), encontrada no genoma anotado de P. aeruginosa PAO1, também foi encontrada no 

genoma P. aeruginosa utilizada neste estudo (Figura 9). 

O gene pvdQ responsável síntese da OdDHL de P. aeruginosa PAO1 possui 2288pb e 

produz uma proteína com 762 aminoácidos (Figura 9A). Em P. aeruginosa ATCC 27853 foi 

encontrada a mesma sequência contendo os mesmos 2288pb, formando uma proteína também 

de 762 aminoácidos, com 100% de identidade (Figura 9B). 
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Figura 9 – Localização do gene pvdQ, responsável pela síntese da HSL OdDHL, no genoma 

de P. aeruginosa PAO1 e P. aeruginosa ATCC 27853. 

 

 

Após determinar que a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 possuía capacidade gênica 

para sintetizar a OdDHL, foi realizado ensaio para verificar e estabelecer a produção de HSL 

em cultivo, com e sem inibição. Inicialmente, foi preparado um pré-inóculo diluído em novo 

meio de cultura, para evitar a introdução de possíveis OdDHL nos ensaios seguintes, devido a 

uma possível síntese de HSL durante a produção do pré-inóculo. Dessa forma, foram 

realizadas lavagens das células em meio LBM sem antibiótico. 

Para obter a curva de crescimento, nas condições sem inibição (CC) e com inibição 

(CI), foi preparado um inóculo de P. aeruginosa ATCC 27853, a partir do pré-inóculo 

diluído, com 1% do volume do inóculo (500 µl em 50 ml de LBM sem antibiótico). Nas 

amostras CC não foram adicionadas nenhum antibiótico e nas amostras CI foram adicionadas 

concentrações variadas de gentamicina, assim como descrito anteriormente. As amostras 

foram incubadas conjuntamente e foram realizadas leituras de OD600nm em intervalos 

definidos. Foram realizadas coletas de ambas as amostras nos tempos de 16 a 24 horas, com 

1h de intervalo entre as coletas. Todas as amostras coletadas foram processadas e preparadas 

para serem utilizadas no ensaio de fluorescência. Os valores de densidade óptica foram 

expressos em um diagrama de barras, relacionando o tempo de incubação e os valores de OD 

obtidos para cada uma das curvas CC e CI (Figura 10). 
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As curvas de crescimento (CC e CI) apresentaram comportamento semelhante ao 

longo do gráfico, com algumas alterações. Foi possível identificar as principais etapas de um 

típico crescimento bacteriano. Para ambas as curvas, a fase de latência ocorreu na primeira 

hora, seguida do início da fase exponencial. Não houve alterações significantes até as duas 

curvas atingirem uma OD de aproximadamente 0,2, o que ocorreu entre 5 e 6 horas. Por volta 

de 6 horas de incubação foi possível verificar um crescimento mais lento da cultura CI, que se 

manteve mais tempo em fase exponencial (das 2h às 20h, aproximadamente). A cultura CC 

atingiu uma OD superior a 0,5 por volta de 10 horas de incubação, enquanto que a cultura CI 

atingiu essa mesma OD somente após 16 horas do início do período de incubação. A cultura 

CC se manteve em fase exponencial por 16 horas (das 2h às 18 horas), momento no qual se 

iniciou a fase estacionária e o encontro com os valores de OD da cultura CI, que ainda estava 

em fase exponencial. A fase estacionária da cultura CI foi iniciada somente por volta de 21 

horas, ou seja, cerca de 3 horas após a cultura CC. Ao final do período de 24 horas de 

incubação, os valores de OD da curva de crescimento com inibição (CI) foram maiores que os 

valores de OD da curva de crescimento sem adição de antibiótico (CC). 

 

 

Figura 10 – Curva de crescimento e curva de inibição de P. aeruginosa ATCC 27853.

A curva de crescimento (CC) e a curva de inibição (CI), utilizando gentamicina, foram 

realizadas com incubação a 30ºC, por 24 horas, com leitura de densidade óptica a 600nm a 

cada 30 minutos. As barras representam os desvios padrão das triplicatas realizadas para cada 

amostra representada. 
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O ensaio de fluorescência com as amostras coletadas (de 16 a 24 horas) foi realizado 

de acordo com a curva de fluorescência padrão descrita anteriormente, mas neste caso, foram 

utilizados como fonte de OdDHL os sobrenadantes coletados das amostras CC e CI, nos 

diferentes tempos de coleta. Os valores de RFU para cada amostra coletada foram corrigidos 

subtraindo-se dos valores de RFU do ensaio controle. Para a construção dos gráficos a leitura 

inicial de fluorescência foi considerada como zero e os valores seguintes foram calculados 

subtraindo-se do valor da primeira leitura. 

Os valores de fluorescência verde para as amostras coletadas nos ensaios CC e CI, 

entre 16h e 24h, foram expressos em um diagrama de barras, relacionando o tempo de 

incubação, a concentração da OdDHL utilizada e a respectiva fluorescência produzida, 

representada em RFU (unidades de fluorescência relativa) (Figura 11). Os valores de RFU 

também foram representados aos pares em um diagrama de barras, para comparar a produção 

de fluorescência em cada uma das coletas para os ensaios CC e CI (Figura 12). 

De acordo com o gráfico da Figura 11, que demonstra os valores de RFU produzidos 

para as amostras de sobrenadantes coletadas entre 16 e 24 horas da cultura sem inibição (CC), 

observa-se que a quantidade de fluorescência produzida está diretamente relacionada com o 

tempo de incubação das amostras. Ainda, no decorrer do ensaio de fluorescência, é possível 

verificar o aumento da produção de RFU para cada um dos tempos das amostras coletadas. 

Nos primeiros 20 minutos todas as amostras produziram em média 10 RFUs. Ao final do 

período de incubação do ensaio de fluorescência, a amostra CC16h produziu menos de 300 

RFUs, enquanto que as amostras CC17h, CC18h e CC19 produziram aproximadamente 350 

RFUs. As amostras CC20h e CC21h produziram entre 550 e 650 RFUs. As amostras CC22h e 

CC23h produziram praticamente de fluorescência, quase 900 RFUs. A amostra de 

sobrenadante coletada com mais tempo de incubação, 24 horas, foi a que gerou a maior 

produção de fluorescência, ultrapassando 1500 RFUs. 

Os valores de fluorescência das amostras coletadas entre 16 e 24 horas das culturas 

com inibição (CI) estão relacionados no gráfico da Figura 12. Diferentemente das amostras 

que foram incubadas sem inibição, os sobrenadantes das culturas em questão não 

apresentaram uma produção de fluorescência diretamente relacionada com o tempo de 

incubação para cada amostra coletada. Todas as amostras produziram uma quantidade mínima 

de fluorescência nos primeiros 20 minutos de ensaio, mas não de forma homogênea de acordo 

com o tempo de coleta de cada um dos sobrenadantes, como observado para os sobrenadantes 

das culturas incubadas sem inibição. Ao final do período de incubação do ensaio, nenhuma 

amostra produziu mais de 100 RFUs. As amostras CI16h, CI17h e CI18h produziram 
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aproximadamente 55 RFUs e as amostras CI22h, CI23h e CI24h produziram cerca de 60 

RFUs. As amostras que mais produziram fluorescência ao final do ensaio foram as CI20h e 

CI21h, com um total de cerca de 75 RFUs e 90 RFUs, respectivamente. 

 

 

Figura 11 – Curva de produção de fluorescência a partir dos sobrenadantes coletados da 

curva de crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853, entre 16 e 24 horas.

Valores de fluorescência representados em RFU para cada amostra no período de 6 horas. 

 

 

 

Figura 12 – Curva de produção de fluorescência a partir dos sobrenadantes coletados da 

curva de inibição de P. aeruginosa ATCC 27853, entre 16 e 24 horas.

Valores de fluorescência representados em RFU para cada amostra no período de 6 horas. 
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Os gráficos da Figura 12 demonstram a comparação entre os níveis de produção de 

fluorescência a partir dos sobrenadantes coletados nas duas condições de cultivo, com e sem 

inibição, para cada um dos tempos de incubação, entre 16h e 24 horas. É possível verificar em 

todos os gráficos que nos primeiros 20 minutos não houve diferenças significativas na 

quantidade de produção de fluorescência para ambas as amostras (CC e CI). No entanto, a 

partir de 40 minutos já é possível observar um aumento mais expressivo do nível de 

fluorescência das amostras CC, que é verificado até o final do ensaio. Comparativamente, ao 

final do ensaio de fluorescência, o menor valor de RFUs produzidos pelos sobrenadantes das 

culturas CC foram pelo menos 5x maiores que os menores valores produzidos pelos 

sobrenadantes das culturas CI. Ainda, o maior nível de produção de fluorescência das 

amostras CC foram pelo menos 16x maiores que os maiores níveis de produção de 

fluorescência das amostras CI. 
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Figura 13 – Curva de fluorescência comparativa a partir das amostras coletadas da curva de 

crescimento (CC) e curva de inibição (CI) de P. aeruginosa ATCC 27853.

Valores de fluorescência representados em RFU para cada amostra no período de 6 horas. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A metagenômica funcional é uma ferramenta utilizada para expressão heteróloga de 

genes de diversas comunidades microbianas. Atualmente é um campo emergente na área de 

biotecnologia. Nos últimos anos, a possibilidade de descoberta de novos compostos utilizando 

a metagenômica tem-se desenvolvido rapidamente. Assim, a metagenômica é considerada 

uma estratégia promissora para a busca de recursos para a indústria biotecnológica e 

farmacêutica. No entanto, apesar do trabalho inovador no campo da genômica funcional, nos 

últimos anos, a produção de estudos de metagenômicas funcionais não gerou quantidades 

significativas de novos produtos. Assim, um novo conjunto de estratégias é necessário para a 

expressão gênica e identificação dos produtos em comparação às estratégias tradicionais. 

Estas novas estratégias devem se basear não somente na produção das bibliotecas 

metagenômicas ou expressão heteróloga dos genes clonados, mas também nas metodologias 

utilizadas para a detecção, identificação e isolamento dos clones positivos para as atividades 

de interesse. 

A maior parte das triagens de bibliotecas metagenômicas para o isolamento de genes 

que codificam para novas biomoléculas é baseada nas atividades metabólicas dos clones. 

Desta forma, a triagem funcional é a única estratégia, até o momento, que tem o potencial 

para identificar inteiramente novas classes de genes para funções conhecidas ou novas 

funções. É a capacidade para detectar, isolar e caracterizar os genes expressos em uma 

biblioteca metagenômica que determina o sucesso de qualquer avaliação baseada em 

metagenômica funcional. 

 Inúmeros métodos de triagens funcionais foram desenvolvidos para as mais diversas 

classes de moléculas (Simon e Daniel, 2009; Ekkers et al., 2011), em especial para genes 

catabólicos. No entanto, os métodos utilizados para a triagem de genes com atividade 

antimicrobiana, ainda são escassos e baseados em técnicas com pouca sensibilidade. Neste 

caso, os testes são baseados em características fenotípicas específicas. Esse método visual de 

triagem fenotípica é relativamente simples, porém, bastante trabalhoso. 

 Este método funciona através da triagem de clones positivos que exibem uma 

característica que é diretamente observável. Podem ser citados como exemplos dessas 

características observáveis a pigmentação de colônias, morfologia irregular de colônias ou 

formação de halos em ensaios antimicrobianos utilizando sobreposição. Uma desvantagem 

desse método é a sua relativamente baixa resolução e sensibilidade. Por exemplo, se a 
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expressão é baixa em um determinado clone positivo, uma característica fenotípica pode não 

ser imediatamente detectável, resultando em falsos-negativos. Em um estudo recente (Craig et 

al., 2010), foram construídas bibliotecas metagenômicas em diversos hospedeiros e os 

mesmos foram avaliados com base nas características fenotípicas mencionadas anteriormente. 

Essas características foram escolhidas porque são comumente associadas à produção de 

moléculas com atividade antimicrobiana. Apesar da realização da triagem em grande 

desempenho, utilizando diversos hospedeiros (o que aumenta a possibilidade de expressão do 

gene, pois utiliza maquinarias de expressão e processamento diversas), muitos estudos, que 

utilizam dessa abordagem, não estão conseguindo resultados favoráveis para a detecção, 

identificação e caracterização de novos genes com atividade antimicrobiana. 

 Dessa forma, o estudo em questão abordou o desenvolvimento de uma nova 

sistemática para melhorar e otimizar a detecção e identificação de clones metagenômicos que 

tenham a capacidade de expressar genes com atividade antibacteriana, mesmo em condições 

de subexpressão, aumentando dessa forma a sensibilidade e resolução dos ensaios de triagem 

utilizados para este fim. 

Para desenvolver um sistema de triagem para genes com atividade antibacteriana, 

baseado nessas características, foi elaborada uma metodologia capaz de identificar um 

composto que estivesse intimamente relacionado ao crescimento populacional da bactéria 

utilizada no ensaio antibacteriano e que o mesmo fosse detectado e quantificado de forma 

sensível, rápida e não laboriosa. Assim, foi utilizada a capacidade de determinadas bactérias 

de produzir e secretar moléculas homoserina lactonas (HSL) quando a população bacteriana 

atinge certo limiar. No entanto, era necessário que essa bactéria produtora de HSL também 

fosse algum organismo padrão para ser utilizado em ensaios antibacterianos. 

A maioria dos estudos baseados na produção de moléculas HSL utiliza a bactéria P. 

aeruginosa PAO1 como organismo modelo (Brint e Ohman, 1995; Shaw et al., 1997; Cha et 

al., 1998; Andersen et al., 2001; Brelles-Marino e Bedmar, 2001; Riedel et al., 2001; Steidle 

et al., 2001; Williamson et al., 2005; Steindler e Venturi, 2007; Bijtenhoorn et al., 2011; 

Saeidi et al., 2011). No entanto, este organismo não está disponível de forma comercial para 

fácil aquisição. Deste modo, foi escolhida para este estudo a cepa comercial P. aeruginosa 

ATCC 27853, que também possuía a capacidade gênica e funcional para produzir moléculas 

HSL (Figura 9) e é usualmente utilizada como organismo teste em ensaios antibacterianos ou 

de resistência. 

Antes de determinar a capacidade de produção de HSL da bactéria P. aeruginosa 

ATCC 27853, foi necessário escolher um sistema para detectar e identificar a produção de 
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HSL de forma sensível e relativamente fácil. Desta maneira, foi escolhido um biossensor 

bacteriano capaz de identificar e responder a presença de concentrações mínimas de HSL, a 

cepa P. putida F117 clonada com o vetor repórter pKR-C12, produtor de GFP na presença de 

HSL. A detecção de AHL em diversos organismos é frequentemente realizada através da 

utilização de plasmídeos que contém promotores sensores de HSL fusionados aos genes 

repórter gfp ou lacZ (Shaw et al., 1997; Andersen et al., 2001). 

O plasmídeo sensor pKR-C12 contém uma fusão traducional do gene lasB de 

Pseudomonas aeruginosa (Riedel et al., 2001) com o gene gfp(ASV), que codifica a proteína 

Gfpmut3* (Andersen et al., 1998).  Esta forma mutante da proteína GFP emite fluorescência 

numa intensidade 21 vezes maior e é degradada mais rapidamente que a do tipo selvagem, o 

que confere vantagens em ensaios de detecção. Este plasmídeo contém o gene lasR, que 

codifica a proteína receptora de 3-O-C12-HSL (OdDHL), sob controle do promotor lac. Este 

sistema sensor é mais sensível a 3-O-C12-HSL e, com menor sensibilidade a HSLs de cadeia 

longa (3-O-C10-HSL, C10-HSL e C12-HSL). 

Apesar de este plasmídeo sensor responder com variado grau de sensibilidade a mais 

de uma molécula de HSL (Riedel et al., 2001; Steidle et al., 2001), estudos comprovam que a 

produção na presença de OdDHL é muito superior em relação às outras HSLs. Riedel e 

colaboradores (2001) ao testarem a sensibilidade de pKR-C12 a diferentes moléculas de 

HSLs, em cepas HSLs negativas de P.aeruginosa e Burkholderia cepacia, mostraram que o 

perfil na emissão da fluorescência é estirpe dependente. Em B. cepacia H111-I,  pKR-C12 

exibiu menor sensibilidade por 3-OH-C12-HSL que em P. aeruginosa PAO1-JP2. Quando 

testada com C12-HSL a estirpe H111-I foi sensível, enquanto PAO1-JP2 foi insensível, 

mesmo em altas concentrações desta AHL. Além disso, alguns microrganismos podem 

produzir sinais que não são detectáveis pelo sensor ou podem produzir moléculas em 

concentrações abaixo dos níveis de detecção do sensor (Shaw et al., 1997). A modulação da 

produção de HSL por outros circuitos regulatórios e também pelo meio e condições de cultivo 

da bactéria, podem influenciar na quantidade de moléculas produzidas necessárias para a 

detecção pelo sensor (Pearson et al., 1994; Shaw et al., 1997). 

Entre muitas bactérias gram-negativas que utilizam sistemas de sensoriamento 

populacional modulados por HSLs, como P. aeruginosa, é comum a produção de múltiplas 

moléculas de HSLs (Winson et al., 1995; Rosemeyer et al., 1998). O tipo de moléculas de 

HSLs produzidas por uma determinada espécie pode ser estirpe dependente, por refletir os 

diferentes ambientes que as estirpes individuais colonizam (Eberl, 1999). 
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Para determinar a capacidade de detecção e produção de fluorescência do biossensor 

P. putida F117 pKR-C12, foi realizado ensaio de produção de fluorescência utilizando 

concentrações variadas de OdDHL. De acordo com os resultados (Figura 8), a menor 

concentração utilizada de OdDHL (0,1 nM) já é capaz de produzir fluorescência em níveis 

detectáveis, com apenas 20 minutos de ensaio. Concentrações a partir de 5 nM já são 

suficientes para produzir grandes quantidades de GFP (acima de 2000 RFUs). Esses 

resultados estão de acordo com os encontrados por Riedel e colaboradores (2001), 

desenvolvedores do plasmídeo repórter pKR-C12 (Riedel et al., 2001). 

Após definida a sensibilidade do sistema biossensor de HSL era necessário determinar 

se a produção extracelular de OdDHL por P. aeruginosa ATCC 27853 seria capaz de ativar 

precocemente o plasmídeo repórter para a produção detectável de fluorescência. Dessa forma, 

foi realizada uma curva de crescimento de P. aeruginosa ATCC 27853 com coletas de 

amostras a partir do final da fase exponencial e início da fase estacionária de crescimento 

(Figuras 5 e 10). Essas amostras temporais foram utilizadas como fonte de HSL para a 

produção de GFP no ensaio de fluorescência (Figura 4ABD). 

De acordo com os dados da Figura 11, que relaciona a produção de fluorescência para 

as amostras coletadas entre 16h e 24h da curva de crescimento de P. aeruginosa ATCC 

27853, é possível verificar que a amostra CC16h, que quando coletada apresentava uma 

OD600nm entre 0,5 e 0,6, ou seja, no final da fase exponencial, produziu cerca de 10 RFUs 

nos primeiros 20 minutos do ensaio de fluorescência e pouco menos de 300 RFUs ao final do 

experimento, demonstrando que é possível com pouco tempo de incubação, produzir 

quantidade suficiente de OdDHL capaz de ser detectada pelo sistema biossensor utilizado 

neste estudo. Avaliando a produção final de fluorescência das amostras CC16h a CC19h 

(Figura 11), é possível constatar que a P. aeruginosa utilizada produziu de 0,1 a 0,5 nM de 

OdDHL, quando este resultado é comparado ao gráfico padrão de fluorescência (Figura 8). 

Ainda, constata-se, que no período de 24h de incubação, a P. aeruginosa ATCC 27853 é 

capaz de secretar OdDHL capaz de produzir pouco mais de 1500 RFUs, o que representa até 5 

nM de OdDHL. Esses resultados são muito inferiores quando comparados com os dados de 

estudos anteriores que determinaram a concentração extracelular estimada de OdDHL 

produzida por biofilmes de P. aeruginosa nas proximidades dos sítios de infecção, entre 1 µM 

a 100 µM (Pearson et al., 1995; Charlton et al., 2000). Ou seja, as características de cultivo 

utilizadas neste estudo proporcionaram condições para a produção de níveis inferiores de 

OdDHL que viabilizam a sensibilidade do biossensor bacteriano de HSL.  
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A produção de moléculas sinalizadoras HSLs é um processo estritamente dependente 

dos parâmetros de crescimento, como fontes de carbono e temperatura (Pearson et al., 1994; 

Shaw et al., 1997; Cha et al., 1998). Assim, o estágio de crescimento bacteriano e a 

composição do meio de cultivo exercem grande influência no nível de moléculas 

sinalizadoras de quorum produzidas (Brelles-Marino e Bedmar, 2001). 

Muitos autores têm utilizado meios mínimos para a produção de moléculas 

sinalizadoras de percepção de quorum em bactérias, com a extração dessas moléculas no final 

da fase exponencial de crescimento ou no início da fase estacionária (Pearson et al., 1994; 

Shaw et al., 1997; Cha et al., 1998). Eberhard (1972) detectou a presença de um inibidor da 

sinalização celular quando realizado o crescimento de V. fischeri em meio complexo, e a 

ausência desse inibidor quando em meio mínimo, sugerindo que o fenômeno da autoindução 

ocorreria somente em meio mínimo (Eberhard, 1972). Pearson e colaboradores (1994) 

observaram que a concentração de moléculas sinalizadoras foi muito maior na metade da fase 

logarítmica de crescimento de P. aeruginosa quando comparada à fase estacionária (Pearson 

et al., 1994). Contrariamente, Lithgow e colaboradores (2000) detectaram concentrações 

maiores de moléculas sinalizadoras produzidas por Rhizobium leguminosarum em meio 

complexo, durante a fase estacionária (Lithgow et al., 2000). As razões para essas diferenças 

nos estágios de crescimento ainda são desconhecidas. 

Esses resultados têm demonstrado que a privação nutricional e a densidade 

populacional são monitoradas pelas células e determinam o momento de início da fase 

estacionária. Em outro estudo, utilizando meio mínimo, foi demonstrado que a produção de 

HSL em P. aeruginosa é detectada no final da fase exponencial, e que a concentração desse 

autoindutor é muito maior na fase logarítma de crescimento do que na fase estacionária 

(Pearson et al., 1994). De acordo com a metodologia de cultivo empregada neste estudo para 

a produção de HSL (Figura 5), foi constatado que, em meio complexo (LBM), P. aeruginosa 

ATCC 27853 também é capaz de produzir HSL detectável no final da fase exponencial, no 

entanto, a produção é muito maior durante a fase estacionária de crescimento. Esse resultado 

pode ser explicado pelo fato de que, em meio mínimo, a taxa de crescimento bacteriano é 

mais lenta e os nutrientes disponíveis são esgotados rapidamente, provocando uma maior taxa 

de morte celular durante a fase estacionária, o que acarreta em menor concentração de células 

para produzir moléculas HSL nessa fase. Em contrapartida, utilizando meio complexo, como 

o LBM, a disponibilidade de nutrientes é maior, o que favorece a uma maior taxa de 

crescimento, ocasionando uma maior concentração de células ativas, produzindo maiores 
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quantidades de autoindutores HSL durante a fase estacionária em relação à fase exponencial, 

que ocasionalmente ainda possui nutrientes em abundância. 

Relacionando os níveis de produção de fluorescência gerados a partir das amostras da 

curva de inibição de P. aeruginosa (Figura 12) com os níveis de produção da curva de 

crescimento sem inibição (Figura 11) é possível constatar que as condições de cultivo, na 

presença de um antibiótico, podem alterar significativamente a produção de HSLs. Sem 

relacionar os mecanismos de controle de quorum sensing e todas as outras moléculas 

envolvidas, pode-se inferir que o deslocamento para a esquerda da curva de crescimento, 

ocasionada pela presença de gentamicina (Figura 10), na curva de inibição (CI), foi capaz de 

alterar os níveis de produção de HSL que, consequentemente, produziu quantidades 

extremamente inferiores de fluorescência em relação às amostras que não tiveram o seu 

crescimento inibido por esse antibiótico (Figura 13). 

Em geral, compostos utilizados como antibióticos, tem sua capacidade bactericida ou 

bacteriostática relacionada à concentração de uso. De acordo com o ensaio líquido de inibição 

(Figura 6), pode-se observar que a concentração de gentamicina utilizada neste estudo 

produziu um efeito bactericida somente em 15 µg/ml, comprovado após o reinóculo em meio 

de cultura sem antibiótico (Figura 6B). O efeito bacteriostático (que tem relação com a 

concentração inibitória mínima) foi demonstrado, em meio líquido, com 1 µg/ml de 

gentamicina. No ensaio em placa, para a visualização de halo de inibição (Figura 7), foi 

possível verificar que as amostras contendo de 0,1 a 1 µg/ml não favoreceram a formação de 

nenhum halo de inibição. No entanto, desconsiderando o furo central da placa, só é possível 

detectar visualmente o halo de inibição nas culturas contendo pelo menos 10 µg/ml de 

gentamicina. 

Comparando os dados de turvação e OD do ensaio líquido (Figura 6) e do ensaio em 

placa (Figura 7) com os dados de produção de fluorescência (Figura 13), é possível confirmar 

que a metodologia desenvolvida neste estudo é pelo menos 100 vezes mais sensível do que os 

métodos tradicionalmente utilizados para a triagem de genes com atividade antibacteriana a 

partir de clones metagenômicos ou isolados. Ou seja, enquanto que ensaios antibacterianos 

empregando a visualização de turvação, determinação de densidade óptica ou observação de 

halos em ensaios de sobreposição com microrganismos indicadores, conseguiriam detectar a 

atividade antibacteriana de gentamicina somente com concentrações acima de 10 µg/ml, o 

método proposto neste estudo foi capaz de detectar e identificar essa atividade com 

concentrações inferiores a 0,1 µg/ml do mesmo antibiótico. 
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Desse modo, este estudo desenvolveu uma metodologia inovadora e altamente 

sensível para a detecção e identificação de genes e/ou compostos que possuem atividade 

antibacteriana. Devido ao fato de essa metodologia empregar o uso de um sistema biossensor 

baseado na produção de GFP decorrente à ativação por moléculas HSLs, especificamente 

OdDHL, produzidas previamente em um ensaio antibacteriano e que são diretamente 

relacionadas à densidade celular da bactéria produtora, essa abordagem foi denominada 

“Expressão Dependente de Densidade Celular” ou “Cell-Density-Dependent Expression” 

(CEDDEX) (Figura 14). 

 

 

Figura 14 – Esquema geral representativo do princípio utilizado no sistema CEDDEX.

Em uma condição de baixa densidade populacional, ocorre a produção de nenhuma ou pouca 

quantidade de moléculas autoindutoras HSL (triângulos vermelhos). Em contrapartida, uma 

alta concentração celular, demonstrada, por exemplo, por um alto valor de densidade óptica 

(OD), produz uma maior concentração de HSLs (A). As HSLs OdDHL produzidas são 

detectadas por um biossensor bacteriano, que contém um plasmídeo repórter, pKR-C12, capaz 

de expressar gfp na presença de OdDHL, ou seja, dependente da densidade celular da cepa 

produtora de HSL (B). 
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 A metodologia CEDDEX desenvolvida neste estudo possui características específicas 

para a detecção e identificação de compostos com atividade antibacteriana e foi idealizada 

para ser utilizada na triagem de clones metagenômicos ou isolados microbianos positivos 

(Figura 15). No entanto, essa abordagem poderá ser utilizada também para a identificação de 

compostos antibacterianos advindos de outras fontes de bioprospecção (extratos de plantas, 

secreções de animais, etc). 

 

 

Figura 15 – Esquema geral para triagem e identificação de clones ou isolados produtores de 

compostos com atividade antibacteriana utilizando o sistema CEDDEX.

Um clone metagenômico ou isolado é cultivado por alguns dias para a expressão e produção 

do composto antibacteriano. Uma alíquota do sobrenadante dessa cultura é transferida para 

uma microplaca (A) para ser cultivada com uma cultura padronizada da cepa produtora de 

HSL P. aeruginosa ATCC 27853 (B). O ensaio bacteriano é realizado por um período 

determinado (T1) (C) e os sobrenadantes são transferidos para outra microplaca (D) para 

serem cultivados com uma cultura padronizada do biossensor P. putida F117 pKR-C12 (E). O 

ensaio de fluorescência é realizado por um período determinado (T2) e posteriormente é 

realizada a leitura de produção de GFP (F). 
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 Comparativamente ao método tradicional de triagem de clones metagenômicos 

positivos para atividade antibacteriana (Brady, 2007), o sistema CEDDEX, além de possuir 

limite de detecção e identificação consideravelmente inferiores, apresenta outras vantagens, 

como o tempo necessário para realizar os procedimentos e o custo do método.  

A abordagem apresentada por Brady (2007), comumente utilizada para realizar a 

triagem em larga escala de clones produtores de compostos com atividade antibacteriana, após 

a construção de bibliotecas metagenômicas, demora aproximadamente de 7 a 10 dias, o que 

corresponde ao período de 1 dia para o crescimento dos clones em placas, na temperatura 

ótima de crescimento do hospedeiro, e de 3 a 7 dias para a produção heteróloga do possível 

composto antibacteriano, em temperatura ambiente. Os procedimentos para a preparação do 

microrganismo indicador, ensaio de sobreposição, incubação para formação do halo de 

inibição e isolamento do clone positivo, demoram cerca de 4 dias e podem ser iniciados 1 dia 

antes de finalizar o período de incubação dos clones. Para realizar todo esse processo são 

utilizados, basicamente, placas de Petri, meio de cultura líquido com e sem ágar e o 

microrganismo indicador resistente ao mesmo antibiótico utilizado para selecionar os clones 

da biblioteca, ou clonado com o mesmo vetor sem o inserto utilizado na clonagem. 

Utilizando o sistema CEDDEX, serão requeridos de 7 a 9 dias para realizar todos os 

procedimentos de triagem. Os clones metagenômicos serão crescidos em 24 horas, na 

temperatura ótima de crescimento do hospedeiro ou isolado, e depois serão mantidos de 3 a 7 

dias em temperatura ambiente, para a produção heteróloga do possível composto 

antibacteriano. O ensaio antibacteriano será realizado de 16 a 24 horas, seguido de mais 6 

horas para realizar o ensaio de fluorescência (Figura 15). Depois de identificado, o clone 

positivo será então repicado e isolado para confirmar a atividade. Para realizar todos esses 

procedimentos serão utilizadas, essencialmente, microplacas de 96 poços, meio de cultura 

líquido, o microrganismo indicador produtor de HSL (P. aeruginosa ATCC 27853) e o 

biossensor de HSL produtor de GFP (P. putida F117 pKR-C12), além do equipamento para a 

leitura de fluorescência em microplacas. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Até o momento, a utilização de técnicas tradicionais já identificaram clones 

metagenômicos ou isolados com atividade antimicrobiana. No entanto, mesmo com melhorias 

no processo de clonagem e expressão dos genes, como a utilização de diversos hospedeiros, 

essas metodologias estão se tornando cada vez mais ineficazes, pois, sozinhas, apresentam 

baixa resolução e sensibilidade, indicando a necessidade de métodos de triagem mais robustos 

para limites inferiores de detecção. 

O sistema CEDDEX, desenvolvido neste estudo, possui características até hoje nunca 

utilizadas para a triagem de genes com atividade antibacteriana a partir de clones 

metagenômicos, isolados ou até mesmo a partir de extratos e compostos de outras fontes. 

Apresentou sensibilidade pelo menos 100 vezes superior quando comparado aos métodos 

clássicos de triagem, além de poder ser executado de maneira relativamente simples em um 

período de tempo igual ou inferior e não possuir custos elevados para operação. 

 Dessa maneira, as diversas abordagens de construção e expressão de bibliotecas 

metagenômicas em conjunto com a utilização do sistema CEDDEX, para realizar a triagem e 

identificação de clones produtores de compostos antibacterianos, terão potencial para gerar 

novos compostos químicos e drogas bioativas assim como acelerar a descoberta de novos 

genes com atividade antibacteriana de interesse biotecnológico. 
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