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Resumo 

FIGUEIRA, Augusto Tiberio. Interações populacionais mediadas por quorum 
sensing na microbiota do soro-fermento utilizado na produção do queijo 
canastra: subtítulo do trabalho. 2022. 76p. Dissertação (Mestrado) – Programa de 
Pós-graduação em Ciências dos Alimentos. Faculdade de Ciências Farmacêuticas. 
Universidade de São Paulo, SP, 2022. 

Bactérias regulam a expressão de diversos fenótipos de acordo com a sua 
densidade populacional, em um comportamento conhecido como quorum sensing. 
Em micro-organismos de origem alimentar, o quorum sensing pode influenciar na 
formação de biofilmes, produção de toxinas e de enzimas hidrolíticas. Em bactérias 
Gram-negativas a sinalização é normalmente mediada por moléculas de N-acil-
homoserina lactona (AHLs), conhecidas por autoindutor 1 (AI-1). Estudos revelam a 
inibição do quorum sensing nestas bactérias por enzimas que degradam as AHLS, 
em um processo denominado quorum quenching. Tipicamente brasileiro, o queijo 
Canastra é um produto artesanal maturado, produzido a partir de leite cru e do 
“pingo”, um tipo de soro-fermento coletado e utilizado diariamente na produção. A 
composição microbiana do pingo é diversificada e característica da região produtora. 
Essa combinação de bactérias, única em cada queijaria, resulta em aroma e textura 
típicos.  Enquanto a microbiota Gram-positiva contribui para o desenvolvimento de 
sabor, textura e aroma no produto, bactérias Gram-negativas nesses queijos são 
geralmente associadas à formação de olhaduras, aromas desagradáveis, má 
coagulação da massa e até à patogenicidade. Este trabalho visou analisar a 
interação entre a microbiota Gram-positiva e Gram-negativa presente no pingo pela 
detecção dos sistemas de quorum sensing e quorum quenching nas amostras. A 
presença de AHLs foi avaliada em 45 amostras de pingo, a partir da extração em 
acetato de etila acidificado e da avaliação dos extratos por meio de bioensaios com 
Agrobacterium tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372) e 
KYC55(pJZ410)(pJZ372)(pJZ384), resultando em apenas uma amostra positiva. Em 
seguida, 350 isolados foram obtidos a partir de 11 amostras de pingo, sendo 200 
isolados classificados como Gram-positivos e 150 Gram-negativos. Os Gram-
negativos foram avaliados quanto à produção de AHLs in vitro através de ensaio em 
placa utilizando as estirpes biossensoras A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), 
Chromobacterium violaceum CV026 e Escherichia coli pSB403, resultando em 39 
isolados produtores de AHLs, provenientes de 10 pingos diferentes. Já os isolados 
Gram-positivos foram analisados quanto à capacidade de inibição do QS utilizando 
as estirpes biossensoras C. violaceum CV026 e A. tumefaciens 
WCF47(pCF218)(pCF372), em meio suplementado com C6-HSL ou 3-oxo-C12-HSL. 
Foi detectada a inibição total da resposta ao quórum por 78 isolados testados, 
enquanto a inibição parcial foi provocada por outros 63. A inibição do crescimento 
das estirpes biossensoras também foi observada para 24 isolados. Os isolados 
promotores de inibição parcial foram recultivados em meio mínimo com C6-HSL ou 
3-oxo-C12-HSL como únicas fontes de carbono. Foram recuperados 28 isolados, e a 
ação desses sobre diferentes substratos foi avaliada, resultando em 22 isolados 
produtores de lactonases e 6 produtores de acilase. Os 39 isolados Gram-negativos 
e os 28 isolados Gram-positivos finais foram identificados por MALDI-TOF MS, 
resultando, segundo o conhecimento do autor, no primeiro relato de produção de 
AHLs por Pseudomonas fulva, Enterobacter xiangfangensis e Lelliottia amnigena, 



 

 

bem como a produção de lactonases por Staphylococcus xylosus e a produção de 
acilase por S. aureus, Microbacterium maritypicum e Rothia kristinae. Este trabalho 
mostrou que interações populacionais mediadas por quorum sensing dependente de 
AHLs na microbiota do soro-fermento são possíveis. Porém, essas interações estão 
propensas a serem inibidas por meio de lactonases e acilases produzidas por parte 
das bactérias Gram-positivas.  

Palavras-chave: quorum sensing; quorum quenching; biossensores; queijo canastra. 



 

 

Abstract 

FIGUEIRA, Augusto Tiberio. Population interactions mediated by quorum 
sensing in the microbiota of the endogenous culture used in the production of 
canasta cheese. 2022. 76 p. Dissertation (Master Degree) – Graduate Program in 
Food Science, Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, SP, 
2022. 

Bacteria regulate the expression of different phenotypes according to their population 
density, in a behavior known as quorum sensing. In food-borne microorganisms, 
quorum sensing can influence the formation of biofilms, production of toxins and 
hydrolytic enzymes. In Gram-negative bacteria, signaling is normally mediated by N-
acyl homoserine lactone molecules (AHLs), known as autoinducer 1 (AI-1). Studies 
reveal the inhibition of quorum sensing in these bacteria by enzymes that degrade 
AHLS, in a process called quorum quenching. Typically Brazilian, Canastra cheese is 
a matured artisanal product, produced from raw milk and “pingo”, a type of 
endogenous culture collected and used daily in production. The microbial 
composition of “pingo” is diverse and characteristic of the producing region. This 
combination of bacteria, unique in each cheese factory, results in a typical aroma and 
texture. While the Gram-positive microbiota contributes to the development of flavor, 
texture and aroma in the product, Gram-negative bacteria in these cheeses are 
generally associated with the formation of eyes, off-flavors, poor curd coagulation 
and even pathogenicity. Thus, this work aimed to analyze the interaction between the 
Gram-positive and Gram-negative microbiota present in this culture by detecting 
quorum sensing and quorum quenching systems in the samples. The presence of 
AHLs was evaluated in 45 samples of “pingo”, with extraction with acidified ethyl 
acetate and the evaluation of the extracts through bioassays with Agrobacterium 
tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372) and KYC55(pJZ410)(pJZ372)(pJZ384 ), 
resulting in only one positive sample. Then, 350 isolates were obtained from 11 
endogenous culture samples, with 200 being classified as Gram-positive and 150 
Gram-negative. Gram-negatives were evaluated for the production of AHLs in vitro by 
plaque assay using the biosensor strains A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), 
Chromobacterium violaceum CV026 and Escherichia coli pSB403, resulting in 39 
AHL-producing isolates from 10 different samples. Gram-positive isolates were 
analyzed for their ability to inhibit quorum sensing using biosensor strains C. 
violaceum CV026 and A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), in medium 
supplemented with N-hexanoyl-L-homoserine lactone or 3-oxo-dodecanoyl-L-
homoserine lactone. Total inhibition of the quorum response was detected by 78 
tested isolates, while partial inhibition was caused by 63. Growth inhibition of 
biosensor strains was also observed for 24 isolates. Partial inhibition promoter 
isolates were recultured on minimal medium with C6-HSL or 3-oxo-C12-HSL as sole 
carbon sources. Twenty-eight isolates were recovered, and the action of these 
isolates on different substrates was evaluated, resulting in 22 lactonase producers 
and 6 acylase producers. The 39 Gram-negative isolates and the final 28 Gram-
positive isolates were identified by MALDI-TOF MS, resulting, to the best of the 
author's knowledge, in the first report of AHL production by Pseudomonas fulva, 
Enterobacter xiangfangensis and Lelliottia amnigena, as well as the lactonase 
production by Staphylococcus xylosus and acylase production by S. aureus, 
Microbacterium maritypicum and Rothia kristinae. This work demonstrated that 



 

 

population interactions mediated by AHLs-dependent quorum sensing in Canastra 
cheese endogenous culture microbiota are possible. However, these interactions are 
prone to inhibition by lactonases and acylases produced by Gram-positive bacteria. 

Keywords: quorum sensing; quorum quenching; biosensors; canastra cheese.  
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1 Introdução 

1.1 Quorum sensing e quorum quenching 

Diversos comportamentos bacterianos como formação de biofilme, 

bioluminescência e secreção de fatores de virulência são realizados eficientemente 

quando existe uma população suficientemente grande de bactérias. Essa unidade 

comportamental mínima é designada como um quorum de bactérias, e a capacidade 

de detectar e responder a essa densidade populacional é denominada quorum 

sensing (FUQUA, WINANS e GREENBERG, 1994; MILLER e BASSLER, 2001; 

YANG et al., 2022). 

Com o aumento da resistência a antibióticos em micro-organismos 

patogênicos tanto a saúde humana quanto a animal, a interferência no quorum 

sensing para o controle da expressão de fatores de virulência surgiu como uma 

estratégia alternativa. Dessa forma, processos que visam à inibição da comunicação 

por quorum sensing são denominados quorum quenching (CHEN et al., 2013). 

Diferentemente da terapia antibiótica tradicional, onde as bactérias são inativadas ou 

possuem seu crescimento inibido, a terapia por quorum quenching visa suprimir os 

fatores de virulência através de interferência na síntese de moléculas sinalizadoras, 

na degradação das mesmas, ou no bloqueio dos receptores dessas moléculas 

(GESKE, O’NEILL e BLACKWELL, 2008; GALLOWAY et al., 2011; DELSHAD et al., 

2018; WANG et al., 2022). 

O quorum sensing é possível a partir da produção, liberação e detecção de 

moléculas de sinalização extracelular, denominadas autoindutores, que se 

acumulam no meio à medida que a densidade populacional bacteriana aumenta. As 

bactérias são sensíveis às mudanças na concentração de autoindutores, permitindo 

que identifiquem variações em sua densidade populacional e acionem coletivamente 

padrões de expressão gênica específicos (PAPENFORT e BASSLER, 2016; ZHANG 

et al., 2022). 

Certos peptídeos servem como moléculas sinalizadoras em muitas bactérias 

Gram-positivas, enquanto nas Gram-negativas, os sinais mais comuns são as N-acil-

homoserina lactonas, conhecidas como AHLs ou autoindutor-1 (AI-1) (FUQUA, 

WINANS e GREENBERG, 1996; KLEEREBEZEM et al., 1997).  
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As AHLs são compostos sintetizados a partir dos substratos S-

adenosilmetionina (SAM) e grupos acil carreados por proteínas denominadas acyl 

carrier proteins (ACP) (MORÉ et al., 1996). As AHLs são formadas por um anel 

lactona invariante (anel homoserina lactona - HSL) ligado a uma cadeia acil que 

pode variar em comprimento de 4 a 18 átomos de carbono. Além disso, as AHLs 

também podem diferir no estado de saturação dessa cadeia e em seu estado de 

oxidação (PARSEK et al., 1999). 

As proteínas receptoras de AHL demonstram certo grau de especificidade 

quanto à saturação, oxidação ou comprimento das cadeias acil das AHLs 

correspondentes. Consequentemente, a comunicação bacteriana em várias espécies 

depende de uma enzima sintase e um proteína receptora (ou ativador transcricional) 

correspondente, que responde a uma molécula de AHL específica (LASARRE e 

FEDERLE, 2013; LIMA et al., 2020). 

Os sistemas de detecção baseados nas moléculas de AHL geralmente são 

homólogos dos genes luxI/luxR. Para ativação desses sistemas, são necessários: 

uma molécula sinalizadora (AHL) difusível sintetizada por uma enzima (homóloga de 

LuxI); um receptor de AHL (homólogo de LuxR), cuja ligação ao DNA é alterada em 

resposta à ligação à molécula de AHL e; uma sequência de DNA tipicamente 

referida como box lux, localizada na região promotora dos genes alvo. Assim, o 

sistema permite que o homólogo de LuxR atue como um regulador transcricional e 

um conjunto de genes alvo que resulta num fenótipo particular (GRAM et al., 2002; 

AYUBA, UMENO e KAWAI-NOMA, 2022). 

As moléculas de AHLs são difusíveis pela membrana celular e a proteína 

reguladora LuxR requer uma concentração mínima de AHLs para ser ativada. Assim, 

embora as AHLs estejam presentes em baixos níveis em culturas diluídas, a ligação 

à proteína receptora e a ativação transcricional dos genes-alvo só ocorrem em altas 

densidades celulares (DICKEY et al., 2017; LI et al., 2022a).  

Em alimentos, muitas enzimas extracelulares microbianas como celulases, 

lipases, quitinases, nucleases e proteases, já foram relatadas como sendo reguladas 

por quorum sensing, sugerindo que um dos meios potenciais de prevenir ou retardar 

a deterioração pode se dar pelo controle da comunicação celular (SKANDAMIS e 

NYCHAS, 2012). 

De acordo com Pinto et al. (2007), a produção de AHL é comum entre 

bactérias psicrotróficas isoladas do leite cru refrigerado, o que indica que a 
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comunicação por quorum sensing pode desempenhar um papel importante na 

deterioração deste produto.  

AHLs presentes em sistemas alimentares como leite, carne e vegetais, são 

majoritariamente provenientes de micro-organismos deterioradores ou patogênicos, 

geralmente pertencentes aos gêneros Pseudomonas spp., Aeromonas spp. e aos 

membros da família Enterobacteriaceae (GRAM et al., 2002; LU, HUME e PILLAI, 

2004; MARTINS et al. 2018; KIM et al., 2022). 

Nesses sistemas, diversos fatores influenciam a concentração de 

autoindutores, como a distribuição espacial das bactérias no meio, geralmente de 

forma não homogênea, a difusão e a degradação dos indutores por compostos 

presentes e mesmo a produção de outros autoindutores por bactérias diferentes, 

afetando a resposta bacteriana (AMMOR, MICHAELIDIS e NYCHAS, 2008). 

Dessa forma, o uso de compostos inibidores do quorum sensing poderia ser 

empregado para gerar diferentes efeitos e confundir as bactérias, promovendo a 

interrupção de sua atividade metabólica, numa abordagem conhecida como quorum 

quenching (SKANDAMIS e NYCHAS, 2012). 

O principal meio de ação do quorum quenching é o enzimático. Na inativação 

das AHLs são conhecidas as enzimas lactonases, acilases e oxidoredutases. 

As lactonases são metaloproteínas que hidrolisam a ligação éster do anel de 

lactona das AHLs, produzindo uma molécula de acil-homoserina (DONG et al., 2000; 

DONG et al., 2001). Elas normalmente são pouco seletivas em relação à inativação 

de AHLs devido ao fato de que o anel de lactona alvo é majoritariamente idêntico 

entre os mais diversos tipos de AHLs (LIU et al., 2008; SIKDAR e ELIAS, 2020).  

As acilases, por sua vez, hidrolisam a ligação acil-amida entre a cadeia de acil 

e o anel de lactona, resultando na libertação de uma cadeia de ácido graxo e do anel 

lactona (LEADBETTER e GREENBERG, 2000; LIN et al., 2003). Ao contrário das 

lactonases, as acilases podem apresentar especificidade de substrato com base no 

comprimento da cadeia acil (BOKHOVE et al., 2010; SIKDAR e ELIAS, 2020).  

Já as oxidoredutases oxidam ou reduzem a cadeia lateral acil, inativando a 

molécula de AHL sem que haja degradação da mesma. São as menos abundantes 

dentre as três (UROZ et al., 2005). 

Além da adição de moléculas isoladas, diversos estudos comprovam a 

eficácia da inibição de quorum sensing através de bactérias produtoras de enzimas 

inibidoras. Dong et al. (2001) isolaram e caracterizaram uma lactonase, extraída de 
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uma cultura de Bacillus, que inativou moléculas de AHL produzidas por bactérias 

Gram-negativas, enquanto Delshad et al. (2018) reportaram degradação de AHLs 

por diferentes estirpes de Bacillus, Pseudomonas e bactérias entéricas. Baseado na 

capacidade de uma estirpe inibir a produção de violaceína em Chromobacterium 

violaceum, Park et al. (2005) relataram a identificação e isolamento de uma nova 

variante de Streptomyces. 

Extratos bacterianos Gram-positivos preparados por Dong et al. (2002) 

demonstraram grande atividade inibidora de AHLs. As bactérias identificadas como 

inibidoras foram Bacillus thuringiensis, B. cereus e B. mycoides, enquanto B. 

fusiformis e B. sphaericus, não exibiram atividade de inativação detectável.  

Utilizadas usualmente como uma ferramenta eficaz para o controle da 

dinâmica da microbiota intestinal, bactérias lácticas e probióticas também se 

mostram capazes de provocar quorum quenching (NHAN et al., 2010; YUN; 

GRIFFITHS, 2014; SONG et al., 2015; PALUCH et al., 2020).  

Boopathi, Selvakumar e Sivakumar (2017) demonstraram que uma cepa de 

Enterococcus sp. isolada de leite bovino não pasteurizado, além de possuir teor 

probiótico, possuía a capacidade de inibir sistemas de quorum sensing, sem 

apresentar ação antimicrobiana. A inibição, a princípio, seria pela inativação das 

moléculas sinalizadoras ou pela competição com as proteínas receptoras.  

Um estudo realizado por Kim et al. (2018) mostrou que a bactéria probiótica 

Lactobacillus acidophilus 30SC reduziu especificamente as populações de 

coliformes, enquanto estimulou a comunidade probiótica, incluindo os gêneros 

Lactobacillus e Bifidobacterium, em leitões desmamados. Sua utilização não alterou 

de forma significativa o crescimento de Escherichia coli ATCC 43894, mas propiciou 

forte inibição do quorum sensing mediado por AI-2 e consequentemente a formação 

de biofilme pela estirpe. Isso demonstra sua capacidade de utilização como 

propiciadora de quorum quenching, inibindo virulência e formação de biofilme, sem 

que haja ação antimicrobiana. 

Valdéz et al. (2005) estudaram a ação de Lactobacillus plantarum sobre o 

sistema de quorum sensing de P. aeruginosa, em especial a formação de biofilme e 

a produção de elastase. Ambos os fenótipos foram inibidos diretamente pela cultura 

e por filtrados, mas não demonstraram alteração mediante exposição a células 

lavadas, indicando a secreção de moléculas inibidoras por parte da L. plantarum. 
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1.1.1 Estirpes biossensoras 

Com a evolução da compreensão a respeito dos mecanismos relacionados ao 

quorum sensing, novas estratégias para a identificação da comunicação bacteriana 

foram desenvolvidas. Dentre elas, a criação de bactérias geneticamente alteradas a 

fim de facilitar a observação da expressão fenotípica por quorum sensing se 

destacou como uma das mais importantes. Estirpes bacterianas previamente 

conhecidas que possuem seu sistema de quorum sensing elucidado foram utilizadas 

para a geração de mutantes capazes de responderem apenas em situações 

específicas, ajudando assim a compreender as interações populacionais de 

bactérias menos estudadas (RAI, RAI e VENKATESH, 2015). As estirpes 

biossensoras utilizadas neste trabalho são descritas a seguir e ilustradas na Figura 

1. 

Uma das primeiras estirpes biossensoras criadas, a Chromobacterium 

violaceum CV026, se mantém até hoje como uma das mais importantes. Produzida a 

partir de uma inserção dupla de transposons, o gene da variante selvagem 

responsável pela produção de uma homoserina lactona com cadeia de 6 carbonos 

foi interrompido. Dessa forma, a produção de violaceína na estirpe é inibida, sendo 

ativada apenas a partir do fornecimento de moléculas de homoserina lactona de 

cadeia de 4 a 8 carbonos de forma exógena (MCCLEAN et al, 1997).  

Baseada no primeiro sistema de quorum sensing descoberto, a estirpe de 

Escherichia coli pSB403 é resultado da inserção de um plasmídeo contendo o 

sistema de genes lux derivados da bactéria marinha Alivibrio fischeri (anteriormente 

Vibrio fisheri), com exceção do gene luxI. Assim, respondendo a AHLs exógenas de 

seis a oito carbonos, com ou sem substituição oxo, a estirpe produz 

bioluminescência observável em sala escura ou com auxílio de luminômetro 

(WINSON et al., 1998).  

Capaz de detectar uma alta gama de AHLs, com ou sem substituição oxo, a 

estirpe Agrobacterium tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372) é proveniente de uma 

cepa selvagem com a deleção do gene traI, impedindo a produção de AHLs por 

essa estirpe. O plasmídeo pCF218 expressa TraR, homólogo de LuxR, portanto o 

controlador do fenótipo a ser expresso, e o plasmídeo pCF372 contém uma fusão de 

PtraI-lacZ, permitindo a expressão de β-galactosidase ativada por quorum sensing 

pela estirpe (FUQUA e WINANS, 1996; ZHU et al., 1998).  
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Com uma gama de detecção comparável à A. tumefaciens 

WCF47(pCF218)(pCF372), mas com sensibilidade maior, a estirpe biossensora A. 

tumefaciens KYC55(pJZ410)(pJZ372)(pJZ384) foi construída de forma semelhante à 

anterior. Porém, o novo promotor do gene traR, PtetR, permite uma expressão muito 

maior de TraR, aumentando em até 100 vezes a sensibilidade da estirpe e 

expandindo ainda mais o leque de AHLs identificáveis. Por outro lado, certos 

compostos podem levar a falsos positivos, não sendo indicada para uso exclusivo 

(ZHU et al., 2003) 
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Figura 1(a – c) – Estirpes biossensoras utilizadas neste projeto. 

 

Fonte: o autor (2022) 

(a) Chromobacterium violaceum CV026 sob efeito de C6-HSL exógeno. (b) Escherichia coli 

pSB403 sob efeito de 3-oxo-C6-HSL exógeno observado em sala escura. (c) Agrobacterium 

tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372) sob efeito de C12-HSL exógeno em meio adicionado de 5-

bromo-4-cloro-3-indoxil-β-D-galactopiranosídeo (X-Gal). A estirpe biossensora 

KYC55(pJZ410)(pJZ372)(pJZ384) apresenta o mesmo fenótipo. 
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1.2 Leite e Queijo Canastra 

O leite, devido ao seu alto valor nutricional, pode sustentar uma rica 

microbiota, sendo documentada a ocorrência de mais de 400 espécies de bactérias, 

distribuídas em mais de 100 gêneros distintos (MONTEL et al., 2014).  Por serem 

extremamente variadas, desempenham diversos papéis como facilitadores de 

fermentação, a exemplo das bactérias lácticas, micro-organismos deterioradores e 

até mesmo os patogênicos (HAUG, HOSTMARK e HARSTAD, 2007; MANTHANI, 

KEERTHI, e RAO, 2022). O grupo das bactérias láticas é majoritariamente 

considerado benéfico, uma vez que propicia, além do desenvolvimento de aromas e 

sabores agradáveis aos alimentos nos quais atuam, como embutidos, queijos e 

conservas vegetais, um aumento significativo na segurança do mesmo 

(NASROLLAHZADEH et al., 2022). 

Os gêneros mais comuns de bactérias lácticas presentes no leite são 

Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus, enquanto 

populações de micro-organismos psicrotróficos, que normalmente se estabelecem 

durante a refrigeração do leite, também são um componente relevante, tendo como 

principais representantes Pseudomonas, Aeromonas e Acinetobacter spp. 

(QUIGLEY et al., 2011; KIELISZEK et al, 2021).  

Em leite cru, a microbiota tende a ser muito diversa, uma vez que, por conta 

de seu alto valor nutricional, ele se torna um excelente meio para o estabelecimento 

de praticamente qualquer micro-organismo que venha a entrar em contato com ele 

(MLADENOVIĆ et al., 2021). Dessa forma, produtos obtidos a partir dessa matéria 

prima in natura necessitam de rigoroso controle, uma vez que a proliferação de 

patógenos pode ocorrer livremente (BROOKS et al., 2012). 

A microbiota do leite também é fundamental no desenvolvimento de produtos 

lácteos. São os principais responsáveis pela alteração do leite para a elaboração 

dos mais diversos produtos, aumentando consideravelmente a variedade de 

impactos nas propriedades sensoriais, como textura, sabor e aroma. Além disso, 

parte dos micro-organismos sobrevive às etapas de produção, podendo estar 

presentes no produto final (WOUTERS et al., 2002; QUIGLEY et al., 2013). 

Dentre os diversos tipos de produtos lácteos existentes, o queijo se destaca 

como o mais difundido de todos. Em queijos elaborados a partir de leite cru, a 

microbiota do produto final tende a se assemelhar à microbiota do leite utilizado 
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durante os primeiros dias após a produção, mas sofrendo mudanças drásticas ao 

longo do processo de maturação que tais queijos muitas vezes necessitam. Porém, 

dentre a microbiota láctea desejada, diversos micro-organismos patogênicos podem 

estar presentes, sendo os principais Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Brucella melitensis, 

Campylobacter spp., Coxiella burnetii e Mycobacterium bovis (VERNOZY-ROZAND 

et al., 2005; OZTURKOGLU-BUDAK e DE VRIES, 2017; HAMMAD et al., 2021; 

LOBACZ e ZULEWSKA, 2021). 

Queijos produzidos a partir de leite cru eram historicamente unânimes até 

meados do século XX, onde foram sendo modificados ou substituídos por queijos 

produzidos a partir de leite pasteurizado, devido à sua maior segurança, 

previsibilidade, reprodutibilidade e vida de prateleira. Porém, até os dias de hoje, as 

técnicas tradicionais de produção queijeira ainda são aplicadas de forma global, 

resultando em produtos muitas vezes até superiores quanto à sua aceitação 

sensorial (HOLSINGER, RAJKOWSKI e STABEL, 1997; WEISBECKER, 2007; 

LUCEY, 2015). Por esses fatores, o estudo da microbiota desses alimentos é de 

grande interesse, levando não apenas a uma melhor caracterização dos produtos, 

mas desenvolvimentos substanciosos tanto na detecção e controle da microbiota 

indesejada como na produção de novas tecnologias. Estas visam desde a criação de 

fermentos lácteos que preservam a microbiota láctica original do produto até o pré-

tratamento do leite cru com tecnologias que eliminem a microbiota contaminante 

sem o uso de aquecimento, mantendo assim as características organolépticas do 

leite cru estáveis (GAGLIO, TODARO e SETTANNI, 2021; PINHEIRO et al., 2021; 

RASHTCHI et al., 2021; INÁCIO et al., 2022). 

Tipicamente brasileiro, o queijo Minas artesanal da Serra da Canastra é um 

queijo artesanal maturado, semi-duro e de baixa tiragem, produzido a partir de leite 

cru, elaborado exclusivamente na região da Serra da Canastra, estado de Minas 

Gerais (DORES, NOBREGA, FERREIRA, 2013; NOGUEIRA et al., 2021). Devido à 

sua produção essencialmente artesanal, baseada quase que integralmente em 

técnicas tradicionais, estes queijos possuem grande variação tanto sensorial quanto 

de composição, podendo estas ser originárias da alimentação do gado, da incidência 

de chuva no ano, dos instrumentos utilizados e do tempo total de maturação, dentre 

diversos outros fatores. Sua elaboração requer a utilização de um soro-fermento, 

conhecido popularmente como “pingo”, originário da dessora da massa de queijo da 
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produção anterior (RESENDE et al., 2011; FERRAR et al., 2021; FILHO et al., 2021; 

PINEDA et al., 2021). 

Devido a utilização do leite cru, a composição microbiana do pingo se 

assemelha muito à do leite, contendo majoritariamente bactérias lácticas dos 

gêneros Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus e Lactococcus (LEITE et al., 

1995; NÓBREGA, 2007; LIMA et al., 2009). Essa combinação de bactérias, única em 

cada queijaria, resulta em aroma e textura únicos do produto. No entanto, bactérias 

que apresentam risco à saúde humana também foram identificadas, como 

Sthaphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, conhecidas por possuírem 

diversos fatores de virulência e a capacidade de formação biofilme (LIMA et al., 

2009; BERARDI et al., 2015; CAMPOS et al. 2021). Estudos recentes indicam 

também a presença de micro-organismos contaminantes, como coliformes de origem 

fecal, em níveis acima dos permitidos por legislação em boa parte dos produtos 

finalizados ainda dentro das queijarias, embora uma diminuição significativa na 

contagem tenha sido observada durante o período de maturação (CAMPOS et al, 

2021; PINEDA et al. 2021). 

Devido à grande variedade de bactérias presentes no soro-fermento utilizado 

na fabricação do queijo Canastra e por estas poderem apresentar sistemas de 

quorum sensing e/ou quorum quenching, torna-se interessante o estudo da interação 

entre esta microbiota. Dessa forma, este estudo visa identificar as possíveis relações 

de competição entre a microbiota Gram-positiva e Gram-negativa, por meio da 

identificação dos mecanismos de comunicação e de interferência, além do 

levantamento de hipóteses relativas à qualidade e segurança do queijo, uma vez 

que o pingo tem influência direta na produção deste alimento.  
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo Geral 

Detectar a comunicação por quorum sensing e a sua interferência na 

microbiota do soro-fermento do queijo Canastra. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Detectar moléculas sinalizadoras (AHLs) no soro-fermento por ensaios 

fenotípicos em estirpes biossensoras, a fim de indicar a comunicação por 

quorum sensing em bactérias Gram-negativas in situ; 

 Verificar nos isolados Gram-positivos do soro-fermento a capacidade de 

inibir o quorum sensing dependente de AHLs, bem como identificar o 

mecanismo de inibição; 

 Verificar nos isolados Gram-negativos a capacidade de produzir AHLs in 

vitro; 

 Identificar taxonomicamente bactérias de interesse que produzam enzimas 

promotoras de quorum quenching. 
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3 Material e Métodos 

3.1 Material 

3.1.1 Soro-Fermento 

Foram analisadas 45 amostras de soro-fermento, obtidas de diferentes 

produtores localizados na Serra da Canastra-MG, mantidas congeladas a -20 °C até 

o momento de uso. 

3.2 Métodos 

3.2.1 Obtenção de isolados provenientes do soro fermento 

Culturas bacterianas obtidas através de uma pré-seleção em amostras de 

soro-fermento de 11 produtores foram utilizadas para a obtenção dos isolados, em 

conjunto com a equipe de pesquisadores do Food Research Center da FCF/USP 

que conduz o projeto “Caracterização funcional genômica dos micro-organismos 

predominantes no fermento endógeno “pingo” do queijo da Serra da Canastra”. Para 

tal, foi utilizado o meio Tryptone Soy Agar (TSA) (Difco, Estados Unidos), e as 

bactérias foram classificadas com a utilização do método de coloração de Gram. 

Foram selecionados 200 isolados correspondentes a bactérias Gram-positivas e 150 

Gram-negativas para a continuidade deste estudo. 

3.2.2 Armazenagem e cultivo de amostras e estirpes biossensoras 

Os micro-organismos isolados do soro-fermento foram cultivados em meio 

caldo Luria-Bertani (LB) (Difco, Estados Unidos). Chromobacterium violaceum 

CV026 e Escherichia coli pSB403 foram cultivadas em meio LB, com a adição dos 

antibióticos Canamicina (20 µg/ml) e Tetraciclina (20 µg/ml), respectivamente (RAVN 

et al., 2001; REKHA; YOUNG; ARUN, 2011). Para o cultivo das estirpes 

biossensoras de Agrobacterium tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372) e 

KYC55(pJZ410)(pJZ372)(pJZ384) foi utilizado o meio AT, com a adição de 

tetraciclina (2 µg/ml) e canamicina (100 µg/ml) para a primeira e espectinomicina 
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(100 µg/ml ), tetraciclina (2 µg/ml) e gentamicina (100 µg/ml) para a segunda (ZHU et 

al. 1998; ZHU et al., 2003). 

. 

3.2.3 Extração de AHLs das amostras de soro-fermento 

A extração de AHL foi realizada como proposto por Shaw et al. (1997) e Ravn 

et al. (2001), adotando modificações propostas por Pinto (2005) e adaptações 

propostas pelos autores. Uma amostra de 15 mL de soro-fermento foi centrifugada a 

5000 g, por 10 min, a 10 ºC. O sobrenadante foi coletado e esterilizado por filtração.  

O volume de filtrado obtido foi misturado com igual volume de acetato de etila 

acidificado com 0,5 % de ácido fórmico, seguido de agitação vigorosa por 30 

segundos. A mistura foi então centrifugada a 5000 g por 10 min a fim de permitir a 

separação das fases. A fração contendo o acetado de etila foi retirada e adicionada 

de outro igual volume de acetato de etila. O processo foi repetido por três vezes. O 

volume final obtido foi evaporado em capela de exaustão, à temperatura ambiente e 

ressuspendido em 3 mL de acetato de etila, seguido de filtração. O solvente foi mais 

uma vez evaporado em fluxo laminar, e o conteúdo final foi ressuspendido em 1 ml 

de acetonitrila e estocado a -20 °C. 

 

3.2.4 Verificação da produção de AHLs pelos isolados Gram-negativos do soro-
fermento. 

Para a detecção de moléculas de AHL nos isolados Gram-negativos obtidos 

do soro-fermento, foi utilizada a metodologia descrita por Ravn et al. (2001) com 

modificações. Foram utilizadas as estirpe biossensoras Agrobacterium tumefaciens 

WCF47(pCF218)(pCF372), Chromobacterium violaceum CV026 e Escherichia coli 

pSB403.  

Foram avaliados 150 isolados Gram-negativos obtidos como descrito no item 

3.2.1. Tanto os isolados quanto a estirpe biosenssora foram ativados em caldo LB a 

25 °C por 18 horas, como descrito no item 3.2.2. Posteriormente, o caldo contendo o 

isolado a ser avaliado foi estriado em ágar sólido (0,8%) LB e incubado por 24 horas 

a 25 °C. As placas avaliadas com a utilização da estirpe de A. tumefaciens foram 
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também suplementadas com substrato 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-β-D-

galactopiranosídeo (X-Gal) adicionado ao meio em quantidade equivalente a 50 

µg/ml. A seguir, a estirpe monitora foi estriada em paralelo e reincubada por mais 24 

h a 25 °C. A produção de autoindutores foi avaliada conforme a resposta fenotípica 

induzida na estirpe biossensora após a incubação final, a saber: produção de 

pigmento azul para a estirpe de A. tumefaciens, pigmento roxo para C. violaceum 

CV026 e bioluminescência para E. coli pSB403. 

 

3.2.5 Verificação da presença de AHLs nas amostras de soro-fermento 

Para a verificação da atividade de autoindutores nos extratos do soro-

fermento obtidos no item 3.2.3., a metodologia descrita por Ravn e al. (2001) foi 

empregada com modificações.  

Para o teste, 100 µL do extrato foram adicionados a um tubo de ensaio. A 

acetonitrila, utilizada como solvente do extrato foi evaporada em fluxo laminar e em 

seguida foram adicionados 2 mL de caldo LB. Uma das estirpes biossensoras A. 

tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), A. tumefaciens 

KYC55(pJZ410)(pJZ372)(pJZ384), C. violaceum CV026 ou E. coli pSB403 foi 

inoculada, e os tubos foram incubados sob agitação por 36 horas a 28 °C. Quando 

uma das estirpes de A. tumefaciens foi utilizada, o meio foi suplementado com 50 

µg/ml de X-Gal. A presença de autoindutores nas amostras foi confirmada pela 

observação da expressão fenotípica característica no meio de cultura, a saber: 

produção de pigmento azul para estirpes de A. tumefaciens, pigmento roxo para C. 

violaceum CV026 e bioluminescência para E. coli pSB403. 

 

3.2.6 Triagem de isolados Gram-positivos inibidores de quorum sensing  

A fim de verificar a capacidade de inibição à comunicação por quorum 

sensing por parte de bactérias Gram-positivas presentes no soro-fermento, foram 

avaliados 200 isolados obtidos segundo o item 3.2.1., a partir de uma metodologia 

desenvolvida pelo autor, baseada na descrita por Linthorne et al. (2015). 
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Tanto os isolados quanto as estirpes biossensoras foram previamente 

ativados e incubados em caldo LB por 18 h a 25 ºC. A seguir, quatro isolados a 

serem avaliados foram estriados de forma circular individualmente em ágar sólido 

(0,8%) LB suplementado com C6-HSL ou 3-oxo-C12-HSL, dependendo da estirpe 

biossensora a ser utilizada, na concentração de 100 nM. O ensaio é representado na 

Figura 2(a). O meio foi incubado por 24 h a 30 °C. 

A seguir, uma estria de C. violaceum CV026 ou A. tumefaciens 

WCF47(pCF218)(pCF372) foi feita de forma a preencher parte da área interior 

delimitada pela estria anterior, em cada quadrante, como representado na Figura 

2(b) pelas estrias cinzas. 

Por fim, as placas foram incubadas novamente nas mesmas condições, e foi 

verificada a formação de violaceína nas estrias de C. violaceum CV026, ou a 

formação de pigmento azul nas colônias de A. tumefaciens 

WCF47(pCF218)(pCF372), após 24 h. Os diferentes resultados possíveis são 

indicados na Figura 2(c). 
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Figura 2 – Representação esquemática de triagem de isolados Gram-positivos 
inibidores de quorum sensing. 

. 

Fonte: o autor (2022) 

Representação esquemática da triagem de isolados Gram-positivos quanto à sua capacidade 

de inibição do quorum sensing. As letras (a – d) ilustram os quatro possíveis resultados da análise. (a) 

inibição do crescimento da estirpe biossensoras pela ação do isolado estudado. (b) Inibição total do 

fenótipo de quorum sensing da estirpe biossensora sem inibição do crescimento. (c) Inibição parcial 

do fenótipo de quorum sensing da estirpe biossensora, com formação de halo nas imediações da 

área próxima ao isolado estudado. (d) Nenhuma inibição detectada. 
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3.2.7 Verificação da capacidade de degradação de AHLs por isolados selecionados 

Isolados Gram-positivos de interesse foram cultivados em meio mínimo KG, 

adicionado de uma AHL, de forma que esta represente a única fonte de carbono do 

meio (CHAN et al., 2009). Dessa forma, o crescimento do isolado alvo é dependente 

da capacidade deste de degradar a AHL, permitindo inferir a natureza enzimática de 

inibição do quorum sensing destes (CHAN et al., 2009; CHRISTIAEN, et al., 2011). 

Assim, 10 mL de caldo LB foram inoculados com o isolado a ser avaliado, 

seguido por incubação a 30 °C por 24 h. A seguir, o caldo foi centrifugado a 2500 go 

sobrenadante foi descartado, e o pellet obtido foi lavado em solução salina duas 

vezes. A seguir, o pellet lavado foi novamente ressuspendido em solução salina, e 

250 µL dela foram adicionados a um poço de uma placa de 96 poços. A cada poço 

foi também adicionado 250 µL de meio KG contendo C6-HSL ou 3-oxo-C12-HSL de 

forma a obter uma concentração final de 500 µg/ml do composto. 

Os isolados foram incubados por 48 horas a 28 °C sob agitação constante. A 

seguir, uma alíquota de 100 µL foi transferida para um tubo contendo 1 mL de meio 

KG suplementado com a mesma AHL usada inicialmente, a fim de promover o 

enriquecimento. Após seis etapas idênticas de enriquecimento, 100 µL da cultura 

final foram plaqueados em meio LB. Quando houve a formação de colônias, estas 

foram re-isoladas em meio LB e prosseguiram para análises descritas nos itens 

subsequentes. 

3.2.8 Validação da capacidade de degradação de AHLs dos isolados obtidos e 
verificação da natureza da inibição por re-lactonização 

A partir dos isolados obtidos no item 3.2.7, prosseguiu-se com a verificação 

da capacidade de inibição dos mesmos, a fim de garantir que tal capacidade não 

tivesse sido influenciada pela escassez de nutrientes a que foram submetidas na 

análise de meio mínimo. 

Para tanto, eles foram cultivados em 20 mL de caldo LB suplementado com 

C6-HSL, 3-oxo-C8-HSL ou 3-oxo-C12-HSL, em concentração de 100 nM durante 24 
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horas. A seguir, o caldo foi centrifugado a 5000 g, por 10 min, a 10 ºC, e o 

sobrenadante foi coletado.  

Para auxiliar na determinação do caráter enzimático empregado pelo isolado, 

foi utilizado o procedimento de re-lactonização, como descrito por Mukherji e 

Prabhune (2015). Nele, a partir da acidificação do meio, caso a clivagem da AHL 

avaliada tenha ocorrido por meio de quebra do seu anel lactona, a molécula 

regenera sua capacidade biológica de induzir o quorum sensing, uma vez que o pH 

baixo força a reconstrução da ligação rompida. Para isso, o sobrenadante foi dividido 

em duas alíquotas de 10 mL. Uma das alíquotas foi acidificada com HCl 1 M até pH 

2,0, seguida de agitação e incubação por 1 hora, enquanto a outra permaneceu 

inalterada. 

A seguir, procedeu-se a extração e concentração das AHLs das alíquotas da 

mesma forma descrita no item 3.2.3, e a presença das AHLs no extrato foi avaliada 

seguindo a mesma metodologia apresentada no item 3.2.5, com a utilização de C. 

violaceum CV026 para a validação de C6-HSL, E. coli pSB403 para 3-oxo-C8-HSL e 

A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372) para 3-oxo-C12-HSL. 

Foi também elaborado um teste controle, no qual 20 mL de caldo LB 

suplementados com 100 nM das mesmas AHLs correspondentes, mas sem a 

inoculação de nenhum micro-organismo, foi submetido ao mesmo processo, a fim de 

garantir que uma possível inibição do quorum sensing observado nas estirpes 

biossensoras se devesse exclusivamente à degradação das moléculas 

sinalizadoras, e não ao processo a que foram submetidas. 

3.2.9 Identificação de Isolados por MALDI-TOF  

Para a identificação dos isolados de interesse, procedeu-se com a utilização 

da técnica de Espectrometria de Massas por Ionização Dessorção à Laser Assistida 

por Matriz (MALDI-TOF MS), realizado no Laboratório de Espectrometria de Massas 

- Dempster MS Lab, do Departamento de Engenharia Química da Escola Politécnica 

da Universidade de São Paulo, São Paulo – SP, Brasil. 

Os isolados a serem identificados foram estriados em ágar Brain Heart 

Infusion (BHI) a 37 °C por 24 horas. A seguir, uma alíquota das colônias formadas 

foi transferida para um tubo de centrífuga de 2 mL, sendo dispersada em 100 μL de 

água ultrapura. Foi então adicionado 300 μL de álcool etílico absoluto, e o tubo foi 
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agitado em vortex por 10 segundos, seguido de centrifugação a 25000 g por 2 

minutos. O sobrenadante foi descartado, e o tubo foi deixado por 30 minutos aberto 

dentro de capela de fluxo laminar para secagem do pellet. Esse pellet foi 

ressuspendido em 30 μL de ácido fórmico 70%, seguido de agitação em vortex por 

10 segundos. Foram adicionados 30 μL de acetonitrila P. A., seguida de nova 

agitação em vortex por 10 segundos, sendo posteriormente centrifugado por dois 

minutos a 13.400 RPM. O sobrenadante resultante foi utilizado para o 

prosseguimento da análise. 

A seguir, alíquotas de 0,5 μL desse sobrenadante foram transferidas para 

pontos individuais em placa de aço inox polido de 96 pontos. O líquido foi evaporado 

a temperatura ambiente por 5 minutos, seguido de adição de 0,5 μL da matriz de α-

ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA). Após mais uma etapa de evaporação de 5 minutos, 

a placa foi inserida no MALDI-TOF MS para a análise, que se procedeu no modo íon 

positivo linear. Cada amostra foi avaliada em duplicata. 

Os espectros de massa gerados foram comparados a um banco de dados 

com referência de 7.588 espectros, obtendo scores de confiança numa faixa de 0,0 

a 3,0. Foram considerados scores de pontuação 2,0 ou mais para a identificação de 

alta confiança a nível de espécie, enquanto resultados entre 1,7 e 1,9 foram 

utilizados para determinação segura do gênero. Scores menores que 1,7 foram 

desconsiderados (BUCHAN, RIEBE e LEDEBOER, 2011; ALVES et al.,2016; 

FINGER et al., 2020; SANTOS et al., 2020). 

. 
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4 Resultados e Discussão 

4.1 Identificação de atividade relacionada à presença de AHLs nas amostras de 
soro-fermento 

Das 45 amostras de soro-fermento analisadas, apenas uma apresentou o 

fenótipo característico em ambas as estirpes de A. tumefaciens utilizadas, não 

produzindo resposta discernível em nenhuma das outras estirpes biossensoras. Este 

resultado indica a presença de AHLs na amostra, e, portanto, comunicação por 

quorum sensing ativa dependente destas moléculas. Esta amostra, denominada de 

P11, corresponde a um fermento descartado pelo controle de qualidade da queijaria 

produtora, uma vez que apresentou baixo teor de acidez, além de alta contagem de 

coliformes totais e presença de Escherichia coli (resultados não mostrados).  

A utilização em paralelo das diversas estirpes permite a identificação de uma 

alta gama de AHLs, em concentrações de até 5 nM (ZHU et al., 2003; PINTO et al., 

2007; ZHAO et al., 2021). Dessa forma, a alta sensibilidade do método utilizado 

aliada a um fator de concentração de 15 vezes obtido durante a etapa de extração 

indica que tais compostos não se encontram presentes em sua forma ativa em 

nenhuma das demais amostras, mas não elimina a possibilidade que estes, antes 

presentes, tenham sido degradados pela ação de enzimas ou outras substâncias 

secretadas por micro-organismos presentes no soro-fermento. 

4.2 Identificação de atividade relacionada à presença de AHLs nos isolados Gram-
negativos  

A Figura 3 indica a presença de isolados produtores de AHL obtidos. 
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Figura 3 - Número de isolados produtores e não produtores de AHLs. 

 

Fonte: o autor (2022) 

AT WCF, CV026 e pSB403 referem-se às respostas obtidas pelas estirpes biossensoras A. 

tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), C. violaceum CV026 e E. coli pSB403, respectivamente. 

 

Dos 150 isolados analisados, 39 (26%) induziram o fenótipo regulado por 

quorum sensing em A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372). Dentre eles, três 

(2%) também induziram a produção de violaceína em C. violaceum CV026 e um 

(0,67%) induziu a formação de bioluminescência em E. coli pSB403. 

A Tabela 1 mostra a distribuição dos isolados Gram-negativos produtores de 

AHLs nos pingos utilizados. 

 

Tabela 1 – Distribuição dos isolados produtores de AHL nas amostras de soro-
fermento provenientes de 11 propriedades. 

Amostra P01 P02 P03 P04 P05 P06 P07 P08 P09 P10 P11 Total 

Número 
de 

isolados 
positivos 

2/13 4/13 7/13 3/13 2/13 4/13 0/13 3/13 3/13 6/13 5/20 39/150 

Fonte: o autor (2022) 
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Isolados com respostas positivas foram obtidos em 10 das 11 amostras de 

soro-fermento utilizadas, sendo 5 (12,8%) provenientes do soro-fermento com 

presença de AHLs, descrito no item 4.1.  

Embora isolados produtores de AHLs tenham sido encontrados em quase 

todas as amostras, o ensaio de identificação de AHLs diretamente no soro-fermento 

não permitiu que sua presença fosse atestada em 10 das 11 amostras avaliadas, 

não sendo possível sustentar uma correlação entre a presença destes isolados e a 

presença de moléculas sinalizadoras do quorum.  

4.3 Identificação de Isolados Gram-negativos por MALDI-TOF MS 

Dos 39 isolados Gram-negativos obtidos com respostas positivas para a 

produção de AHL, 9 foram identificados com segurança a nível de gênero por 

MALDI-TOF MS, e outros 10 a nível de espécie. A Tabela 2 abaixo mostra a 

identificação dos isolados obtidos e quais estirpes biossensoras responderam 

positivamente às suas comunicações. 

 

Tabela 2– Identificação dos isolados Gram-negativos produtores de AHL e 

suas respectivas capacidades de indução do quorum sensing nas estirpes 

biossensoras utilizadas. 

Identificação 

Resposta a A. 
tumefaciens 

WCF47(pCF218)
(pCF372) 

Resposta a C. 
violaceum 

CV026 

Resposta a E. 
coli pSB403 

Pseudomonas fulva X   

Enterobacter sp. X X  

Pseudomonas sp. X   

Enterobacter sp. X   

Enterobacter sp. X   

Lelliottia amnigena X   

Serratia marcescens X X  

Pseudomonas sp. X   
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Pseudomonas putida X   

Serratia marcescens X X  

Hafnia alvei X  X 

Enterobacter sp. X   

Pseudomonas fulva X   

Enterobacter sp. X   

Lelliottia amnigena X   

Enterobacter sp. X   

Pseudomonas sp. X   

Lelliottia amnigena X   

Enterobacter xiangfangensis X   

Fonte: o autor (2022) 

 

Dentre os isolados identificados, estão tanto bactérias com vastos estudos 

sobre seus sistemas de quorum sensing, quanto bactérias que, no conhecimento do 

autor, nunca tiveram tais sistemas identificados.  

A presença de bactérias do gênero Pseudomonas em queijos e diversos 

outros produtos lácteos, em especial nos elaborados com leite cru e refrigerados, é 

amplamente estudada, uma vez que prevalecem facilmente sobre as demais 

psicrotróficas nesses ambientes (MARTIN et al., 2011; DO NASCIMENTO et al., 

2021; WAN-AZEMIN, ALIAS e KARI, 2021).  Dentre elas, destaca-se a 

Pseudomonas fluorescens, pela capacidade de produzir proteases e lipases 

termoestáveis, responsáveis pela hidrólise de caseína e lipídeos no produto, levando 

à perda sensorial e de qualidade e impactando diretamente a produtividade nas 

queijarias e demais laticínios (MARTINS et al., 2014).  

Foram encontrados seis isolados pertencentes ao gênero Pseudomonas, com 

a identificação das espécies P. fulva e P. putida entre eles. Esse é um dos gêneros 

de bactérias Gram-negativas mais bem estudados quanto aos seus sistemas de 
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quorum sensing, em especial os baseados em AI-1, devido à boa parte de seus 

integrantes possuírem sistemas bastante variados de comunicação e pela grande 

importância da Pseudomonas aeruginosa nas mais diversas áreas (ELASRI et al., 

2000). Essa espécie se utiliza de diversos sistemas de quorum sensing, como os 

baseados nos genes las e rhl, que utilizam 3-oxo-C12-HSL e N-butiril-L-homoserina 

lactona (C4-HSL), para regular diversos fatores de virulência, incluindo a formação 

de biofilme e a produção de toxinas, o tornando um patogênico oportunista, e um 

dos principais causadores de infecções hospitalares (PEARSON, PESCI e 

IGLEWSKI, 1997; O'LOUGHLIN et al., 2013; KOSTYLEV et al., 2019; YANG e WU, 

2019; LI et al., 2022b). 

 Diversos estudos indicam a presença de quorum sensing em Pseudomonas 

putida. Normalmente encontrada em associação com rizomas de plantas variadas e 

em solo, essa bactéria é conhecida pela utilização de moléculas de 3-oxo-decanoil-

L-homoserina lactona (3-oxo-C10-HSL) e 3-oxo-C12-HSL como sinalizadoras para 

sistemas que controlam a expressão de fenótipos de mobilidade, biofilme e a 

produção de biosurfactantes (STEIDLE et al., 2002; BERTANI et al., 2007; 

CÁRCAMO-OYARCE et al., 2015). Os resultados obtidos são condizentes com os 

estudos citados, uma vez que o isolado obtido induziu o fenótipo apenas na 

biossensora A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), que é a única biossensora 

utilizada com capacidade para detectar AHLs de cadeia longa com ou sem 

substituição oxo. 

Por outro lado, poucos estudos tratam da presença ou ausência de 

comunicação por quorum sensing em Pseudomonas fulva. Por se tratar de uma 

espécie menos comum, presente principalmente em solo, mas com possibilidade de 

se tornar um severo patógeno humano em caso de procedimentos invasivos ou 

traumas com contato com material infectante, estudos buscando sistemas de 

quorum sensing no gênero Pseudomonas raramente a incluem (VENTURI, 2005; 

STARK, 2021; ADENJIJI e BABALOLA, 2022). Kloepper et al. (2013) sugerem que 

dois isolados encontrados durante seu estudo, identificados como P. fulva/putida e 

P. fulva/taiwanensis, expressam alguns de seus genes de virulência apenas quando 

a população dessas bactérias atinge um nível populacional mínimo, resultando na 

infecção severa da planta Rumohra adiantiformis. Tais resultados não são 

conclusivos em relação à presença ou não de um sistema de quorum sensing 

mediado por AHLs nessas bactérias, embora sugiram essa possibilidade. Dessa 
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forma, este trabalho torna-se possivelmente o primeiro a diretamente observar a 

indução de fenótipos de quorum sensing mediados por AHL extraídas de 

Pseudomonas fulva, sendo de grande interesse que análises subsequentes visando 

a determinação das AHLs envolvidas e os genes responsáveis, bem como o 

mecanismo controlado por eles, sejam desenvolvidas. 

Dentre os isolados analisados, um foi identificado como Hafnia alvei. É uma 

bactéria de distribuição ampla, podendo estar presente em alimentos fermentados, 

como kimchi (vegetais fermentados tradicionalmente produzidos nas Coréias) e 

embutidos cárneos, no solo e no trato intestinal de animais e humanos. Não é 

considerado um patógeno, embora possa causar reações adversas em crianças, 

idosos e indivíduos imunossuprimidos (CASTAÑO et al., 2002; KIM e KWON, 2008; 

PHAM et al., 2019). Novos estudos têm tratado seu uso como probiótico de forma 

promissora (LEGRAND et al., 2020; VINOT et al., 2022). Também é comumente 

presente em leite cru, sendo o micro-organismo dominante durante a fermentação 

de diversos queijos produzidos a partir de leite cru e envelhecidos a partir da casca 

(MOUNIER et al., 2008; POGAČIĆ et al., 2015).  

Esta espécie tem sido recentemente estudada para melhor elucidar seus 

mecanismos de quorum sensing. Diferentes isolados foram observados com 

sistemas dependentes de AHLs distintas. Dentre elas, foram observadas a produção 

e a resposta às AHLs C4-HSL, C6-HSL e N-(3-oxooctanoil)-L-homoserina lactona (3-

oxo-C8-HSL), regulando fatores como motilidade e produção de biofilme, bem como 

a inibição dessa comunicação por meio de L-carvona (TAN, YIN e CHAN, 2014; 

MARTINS et al., 2018; LI et al., 2019; ZHU et al., 2019; YAN et al., 2021). A indução 

do fenótipo de quorum sensing na estirpe biossensora E. coli pSB403 é condizente 

com a provável presença de 3-oxo-C8-HSL, uma vez que a produção dessa 

molécula foi atestada em trabalhos prévios e esta é a AHL que melhor induz a 

resposta fenotípica na estirpe biossensora. Além disso, pelo vasto campo de 

respostas da A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), a indução da resposta 

fenotípica nela também se mostra provável. 

Dois isolados foram identificados como Serratia marcescens. Esse micro-

organismo é considerado patogênico aos humanos, sendo responsável por 

infecções hospitalares, em especial no trato urinário e respiratório. É encontrado em 

diversos ambientes, incluindo no solo, em rizomas, em água e em alimentos, onde é 

um importante deteriorador. No leite e em seus derivados, como o queijo, encontra-
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se normalmente presente juntamente de outras Enterobacteriaceae, podendo causar 

olhaduras, alterações sensoriais provenientes de ações enzimáticas diversas e 

aromas desagradáveis, criados a partir da formação de putrescina e outros 

compostos variados (ALBERGHINI, TALLONE e GIACCONE, 2010; PACHLOVÁ et 

al., 2016; MLADENOVIĆ et al., 2017; MLADENOVIĆ, MURUZOVIĆ e ČOMIĆ, 

2017). 

O quorum sensing no gênero Serratia é extensamente estudado, em especial 

em S. marcescens. Os sistemas controlados por AI-2 já mostraram controlar 

fenótipos de produção de carbapenema, um antibiótico potente; prodigiosina, o 

pigmento avermelhado característico de algumas espécies do gênero; e hemolisina, 

além de outras enzimas de caráter virulento. Já em fenótipos regulados por AHLs, foi 

observado o controle da expressão de motilidade, tanto do tipo “swarming” quanto 

“sliding”, a formação de biofilme, produção de biosurfactantes além de, em diferentes 

isolados, também controlar a produção da prodigiosina e de carbapenema. As AHLs 

produzidas por Serratia são diversas, sendo as mais comuns as C6-HSL, embora 

também não seja incomum a produção de N-3-oxo-hexanoil-L-homoserina lactona 

(3-oxo-C6-HSL), N-heptanoil-L-homoserina lactona (C7-HSL) e a N-octanoil-L-

homoserina lactona (C8-HSL) (HORNG et al., 2002; HOUDT, GIVSKOV e 

MICHIELS, 2007; BOUYAHYA et al., 2022). 

Ambos os isolados encontrados corroboram com observações de estudos 

anteriores, uma vez que induziram a formação de resposta fenotípica ao quorum 

sensing não apenas em A. tumefaciens WCF47(pCF218)(pCF372), mas também em 

C. violaceum CV026, que apresenta maior sensibilidade à C6-HSL, já que essa era a 

homoserina que esta cepa originalmente produzia. 

Bactérias do gênero Enterobacter frequentemente são encontradas em 

alimentos, incluindo leite cru, normalmente provenientes de contaminações de 

origem fecal ou do solo. São alguns dos responsáveis no queijo pela produção de 

defeitos na massa, como a formação de olhaduras, desenvolvimento de aromas 

desagradáveis e pela produção de enzimas proteolíticas e lipolíticas que diminuem a 

qualidade sensorial do produto (TORNADIJO et al., 2001; CHAVEZ-LÓPEZ et al., 

2006; TAMAGNINI et al., 2008; GÖKMEN, TEKINŞEN e GÜRBÜZ, 2010; TABLA et 

al., 2016; FERREIRA e SILVA, 2020; ARAGÃO et al., 2022; LACORTE et al., 2022). 

Diversos estudos apontam para diferentes interações populacionais pelo 

gênero Enterobacter. Yin et al. (2012) e Lau et al. (2013) demonstraram a utilização 
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de C4-HSL e C6-HSL por diferentes isolados do gênero, enquanto outros estudos 

indicam a presença de sistemas de quorum sensing baseados em AI-2 e em AI-3 

(READING e SPERANDIO, 2005; REZZONICO, SMITS e DUFFY, 2012; TAY e 

YEW, 2013; LAZAR et al., 2021). Além disso, outros estudos mostram ações de 

quorum quenching em diversas espécies desse gênero, com variadas estratégias, 

desde o emprego de lactonases até a utilização de ácidos orgânicos (SHASTRY et 

al., 2018; SHARMA et al., 2019). Até o presente momento, nenhum estudo 

conduzido levou à identificação da produção de AHLs por E. xiangfangensis, 

indicando que esse possa ter sido o primeiro registro para essa espécie. 

Por fim, foram também identificados três isolados como Lelliottia amnigena. 

Essa bactéria, recentemente renomeada (anteriormente conhecida por Enterobacter 

amnigenus) é considerada um patógeno oportunista humano, tendo incidências em 

infecções urinárias. Também apresenta patogenicidade para algumas plantas, em 

especiais tubérculos, ao mesmo tempo em que pode promover o crescimento de 

outras, quando em equilíbrio com o sistema radicular desta (BRADY et al., 2013; 

LEAL-NEGREDO et al., 2017; EL-AKHDAR, ELSAKHAWY e ABO-KOURA, 2020; 

OSEI et al., 2022). Outras espécies de seu gênero podem também ser encontradas 

em água e raramente em alimentos fermentados (KÄMPFER et al., 2018; YUK et al., 

2018). Até o presente momento, o autor não tem ciência de nenhum estudo 

publicado referente à produção de AHLs ou a fenótipos relativos ao quorum sensing 

para este gênero, bem como sua presença na microbiota relativa ao queijo canastra, 

podendo este ser o primeiro relato. 

Este trabalho, bem como diversos anteriores a ele, demonstra a riqueza 

microbiológica contida no soro-fermento do queijo Canastra (BORELLI et al., 2006a; 

KAMIMURA et al., 2020; CAMPOS et al., 2021; LACORTE et al., 2022). Esta 

diversidade permite que o produto obtenha sabor e aroma únicos, complexos e de 

difícil reprodução em outros ambientes. Ao mesmo tempo, a diversidade de 

bactérias Gram-negativas tem, de modo geral, um impacto negativo no produto 

(BORELLI et al., 2006b; DORES et al., 2013; SANT’ANNA et al., 2018). Dentre os 

gêneros encontrados, apenas Hafnia é conhecida por poder contribuir positivamente 

para o queijo, embora também possa ser um patógeno oportunista humano 

(COONEY et al., 2014). Já os demais gêneros encontrados, Pseudomonas, Serratia, 

Enterobacter e Lelliottia, são todos considerados indesejados em alimentos, levando 
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a degradações sensoriais e estruturais do produto, e sua consequente perda de 

qualidade (TRMČIĆ et al., 2016; ZHENG et al., 2021). 

 

4.4 Triagem de isolados Gram-positivos quanto à inibição do quorum sensing 

A Figura 4 indica a presença dos isolados Gram-positivos capazes de inibir o 

quorum sensing nas estirpes biossensoras. 

 

Figura 4 - Estratificação dos isolados Gram-positivos quanto à capacidade de 

inibir o quorum sensing em bactérias biossensoras. 

 

Fonte: o autor (2022) 

AT WCF e CV026 referem-se às respostas obtidas pelas estirpes biossensoras A. 

tumefaciens WCF WCF47(pCF218)(pCF372) e C. violaceum CV026, respectivamente. 

 

Dos 200 isolados Gram-positivos analisados, 165 (82,5%) apresentaram ação 

sobre as estirpes biossensoras utilizadas. Desses, 24 apresentaram ação 

antimicrobiana sobre, e as demais 141 apresentaram ação anti-quorum específica, 

com 12 agindo exclusivamente na biossensora CV026, 31 agindo exclusivamente 

em WCF e 98 em ambas. As respostas positivas foram classificadas em três 

categorias distintas, como apresentados na Figura 5. 
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Figura 5 - Resultados dos ensaios com estirpes biossensoras. 

 

Fonte: o autor (2022) 

 Resultados possíveis da análise de triagem dos isolados Gram-positivos, como ilustrado 

anteriormente na Figura 2. (a) Inibição do crescimento da estirpe biossensora por parte do isolado 

Gram-positivo. (b) Inibição total da resposta ao quorum sensing provocada pelo isolado Gram-

positivo. Não houve produção visível de violaceína por parte da estirpe biossensora CV026. (c) 

Inibição parcial da resposta ao quorum sensing por isolado Gram-positivo. Houve produção de 

violaceína por parte da estirpe biossensora CV06, mas foi observado um halo despigmentado ao 

redor da estria, indicando inibição apenas nas imediações (d) Resposta negativa quanto à interação 

do isolado Gram-positivo com a estirpe biossensora. A estirpe biossensora CV026 expressou seu 

fenótipo regulado por quorum sensing sem nenhuma inibição. 
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A Figura 6 mostra os diferentes tipos de ação dos isolados sobre as estirpes 

biossensoras. 

 

Figura 6 - Distribuição das diferentes formas de inibição do quorum sensing 

nas estirpes biossensoras. 

 

 

Fonte: o autor (2022) 

AT WCF e CV026 referem-se às respostas obtidas pelas estirpes biossensoras A. tumefaciens WCF 
WCF47(pCF218)(pCF372) e C. violaceum CV026, respectivamente. 

Dos isolados que apresentaram interação com as estirpes biossensoras, 78 

(47,3%) promoveram a inibição completa da resposta ao quorum, com 71 agindo 

sobre ambas as estirpes e sete agindo apenas sobre a estirpe CV026. Ao mesmo 

tempo, 63 (38,2%) promoveram inibição apenas no entorno da colônia biossensora, 

com 35 agindo em ambas as estirpes, quatro agindo apenas na CV026 e 24 agindo 

apenas sobre a WCF. 

A inibição do quorum sensing pode ocorrer por diversas vias. Embora o 

presente estudo tenha como principal foco a inibição por vias enzimáticas, que 

resultam na degradação das moléculas sinalizadoras, já foram descritas inibições 

causadas por bloqueio da síntese das moléculas de AHL, pela competição de outras 
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moléculas com os receptores dos sinais e pela ligação de um composto à molécula 

de AHL (sequestro), impedindo que esta mantenha sua atividade como autoindutor 

(KIRAN et al., 2017).  

Tais formas de inibição já foram observadas diretamente em bactérias ou em 

compostos provenientes de seu metabolismo, na forma de antibióticos em baixas 

concentrações, metabólitos de baixo peso molecular e compostos de função ainda 

desconhecida (HAYASHIDA et al., 2001; SKINDERSOE et al., 2008; CHU et al., 

2013; KAUR e YOGALAKSHMI, 2018). 

Devido ao raio de inibição extremamente extenso, dificilmente o quorum 

quenching promovido pelos isolados que inibiram totalmente a resposta da estirpe 

biossensora seja originário majoritariamente de meios enzimáticos de degradação 

de AHLs. Outros compostos secretados de forma extracelulares, como N-[2-(1H-

indol-3-yl)etil]-ureia e N-(2-fenel)-ureia (yayurea A e yayurea B), e 4-Hidroxi-2,5-

Dimetil-3(2H)-Furanona, produzidos por bactérias presentes em leite e derivados, já 

tiveram sua ação inibitória do quorum sensing confirmada (CHU et al., 2013; CHOI et 

al., 2014). Estes, devido ao seu tamanho reduzido, poderiam se difundir mais 

facilmente pelo meio, produzindo ações de inibição diversas (LODISH et al., 2000). 

Tais compostos, por apresentarem características extremamente diversificadas, 

tornam inviável um método único de análise para sua identificação.  

Por outro lado, a inibição apenas no entorno da colônia biossensora 

apresentada por diversos isolados se assemelha à ação de proteínas extracelulares, 

com a formação de um halo de inibição. Por seu diâmetro reduzido, é possível inferir 

que seu tamanho molecular seja bastante elevado (HANKIN, ZUCKER e SANDS, 

1971; HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975).  

Diversas enzimas responsáveis pela degradação de AHLs foram encontradas 

em bactérias que habitam ambientes marinhos, solo, no trato intestinal humano e até 

em contaminantes alimentares. Esses achados indicam que, embora não totalmente 

mapeadas e compreendidas, acilases e lactonases podem, auxiliadas por fatores 

ambientais e pela presença de outros compostos inibidores do quorum sensing, 

permitir que certas bactérias se sobressaiam em ambientes específicos (FETZNER, 

2014; MAYER et al., 2018; FONG et al., 2018; REINA, PÉREZ e LLAMAS, 2022 ).  

A Tabela 3 mostra a distribuição dos isolados sem ação inibitória do quorum 

sensing nas diferentes amostras de soro-fermento. 
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Tabela 3– Distribuição dos isolados sem ação inibitória do quorum sensing 

nas amostras de soro-fermento 

Amostra P01 P02 P03 P04 P05 P06 P07 P08 P09 P10 P11 

Número de 
isolados 

5/18 0/18 0/18 1/18 0/18 4/18 3/18 0/18 2/18 1/18 19/20 

Fonte: o autor (2022) 

Dos isolados avaliados, 35 (17,5%) não apresentaram qualquer efeito nem no 

crescimento nem na capacidade de comunicação destas bactérias. Deles, 19 são 

provenientes da amostra de soro-fermento descrita no item 4.1, denominada P11. 

Tal número corresponde a 95% (19/20) dos isolados Gram-positivos analisados que 

tiveram origem no mesmo soro-fermento, mostrando diferença bastante pronunciada 

em relação às demais amostras, onde o máximo de isolados sem atividade de 

quorum quenching correspondeu a 27,8% dos isolados Gram-positivos obtidos. 

Devido às indiscutíveis vantagens que a regulação de fenótipos por quorum 

sensing conferem às bactérias, Dong e Zhang (2005) consideram que a inibição 

dessa comunicação por sistemas diversos também deve ser considerada 

extremamente vantajosa para os organismos que utilizam esta estratégia. 

Dessa forma, é possível supor que parte da estratégia de colonização e 

adaptação de bactérias Gram-positivas lácticas ao leite e aos seus derivados, 

incluindo o soro-fermento do queijo Canastra, pode se dever à capacidade destas de 

inibirem fenótipos controlados por quorum sensing em bactérias Gram-negativas 

concorrentes, diminuindo suas vantagens competitivas e tornando sua permanência 

e multiplicação em grande quantidade dificultada.  

4.5 Confirmação da degradação de moléculas sinalizadoras do quorum sensing 
por via enzimática nos isolados Gram-positivos e sua identificação por MALDI-
TOF MS 

Após a segregação dos isolados obtidos anteriormente em possíveis 

produtores de enzimas com ação de quorum quenching ou não, os isolados do 

primeiro grupo foram analisados quanto sua capacidade de multiplicação em um 

meio mínimo tendo como única fonte de carbono diferentes moléculas de AHL. 

Dessa forma, a multiplicação do isolado a ser avaliado ficou condicionada à sua 
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capacidade de degradação das AHLs por via enzimática e sua posterior utilização 

como substrato. 

Dos 63 isolados avaliados, foi possível a re-obtenção de 28 após o ensaio. 

Desses, 10 foram obtidos exclusivamente a partir do meio contendo C6-HSL, seis 

foram obtidos exclusivamente do meio contendo 3-oxo-C12-HSL e 12 foram 

recuperados em ambos os casos.  

Esses isolados foram identificados por MALDI-TOF MS e foram submetidos a 

um teste de confirmação, a fim de melhor avaliar sua capacidade inibitória do 

quorum sensing, bem como um teste de relactonização, a fim de melhor 

compreender o mecanismo de ação da enzima empregada. A identidade dos 

isolados e os dados correspondentes a essas análises estão demonstrados na 

Tabela 4. Foi atribuída uma codificação, indicada ao lado da identificação de cada 

isolado, para melhor facilitar a comunicação ao longo do trabalho. 
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Tabela 4–Identificação dos isolados Gram-positivos produtores de enzimas inibidoras do quorum sensing e suas respectivas 

capacidades de inibição de AHLs selecionadas, bem como a possibilidade de relactonização dessas após a ação enzimática.. 

Identificação Codificação 
AHL utilizada 
como fonte de 

carbono 

Inibição de 
C6-HSL 

Relactonização 
de C6-HSL 

Inibição de    
3-oxo-C8-HSL 

Relactonização de 
3-oxo-C8-HSL 

Inibição de     3-
oxo-C12-HSL 

Relactonização de 
3-oxo-C12-HSL 

Staphylococcus 
xylosus 

SX1 C6-HSL Sim Sim Sim Sim Não - 

Staphylococcus 
xylosus 

SX2 C6-HSL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Staphylococcus 
xylosus 

SX3 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Staphylococcus 
xylosus 

SX4 C6-HSL Sim Sim Sim Sim Não - 

Staphylococcus 
xylosus 

SX5 C6-HSL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Staphylococcus 
xylosus 

SX6 C6-HSL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Staphylococcus 
xylosus 

SX7 C6-HSL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Staphylococcus 
sciuri 

SS 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Staphylococcus 
aureus 

SA C6-HSL Sim Não Não - Não - 

Microbacterium 
oxydans 

M1 3-oxo-C12-HSL Não - Sim Sim Sim Sim 

Microbacterium 
liquefaciens 

M2 3-oxo-C12-HSL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Microbacterium 
liquefaciens 

M3 3-oxo-C12-HSL Não - Sim Sim Sim Sim 
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Identificação Codificação 
AHL utilizada 
como fonte de 

carbono 

Inibição de 
C6-HSL 

Relactonização 

de C6-HSL 

Inibição de    

3-oxo-C8-HSL 

Relactonização de 

3-oxo-C8-HSL 

Inibição de     

3-oxo-C12-HSL 

Relactonização de 

3-oxo-C12-HSL 

Microbacterium 
maritypicum 

M4 3-oxo-C12-HSL Não - Não - Sim Não 

Rothia kristinae KK C6-HSL Sim Não Sim Não Não - 

Enterococcus 
faecalis 

EF1 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF2 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF3 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF4 C6-HSL Sim Sim Não - Não - 

Enterococcus 
faecalis 

EF5 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF6 3-oxo-C12-HSL Não - Não - Sim Não 

Enterococcus 
faecalis 

EF7 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Não - 

Enterococcus 
faecalis 

EF8 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF9 3-oxo-C12-HSL Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF10 C6-HSL Sim Sim Não - Não - 

Enterococcus 
faecalis 

EF11 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF12 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 
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Identificação Codificação 
AHL utilizada 
como fonte de 

carbono 

Inibição de 
C6-HSL 

Relactonização 

de C6-HSL 

Inibição de    

3-oxo-C8-HSL 

Relactonização de 

3-oxo-C8-HSL 

Inibição de     

3-oxo-C12-HSL 

Relactonização de 

3-oxo-C12-HSL 

Enterococcus 
faecalis 

EF13 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Enterococcus 
faecalis 

EF14 
C6-HSL 

3-oxo-C12-HSL 
Sim Sim Sim Sim Sim Sim 

Fonte: o autor (2022)
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Ao todo, foram identificados nove isolados de Staphylococcus, sendo sete da 

espécie S. xylosus, um S. aureus e um S. sciuri. Todos foram re-isolados do meio 

suplementado com C6-HSL, com dois (SX3 e SS) sendo re-isolados também do 

meio suplementado com 3-oxo-C12-HSL. No teste seguinte de reconfirmação da 

capacidade inibitória, os isolados SX1 e SX4 inibiram a comunicação por C6-HSL e 

3-oxo-C8-HSL apenas, enquanto SX2, SX3, SX5, SX6 e SX7 inibiram a 

comunicação tanto dessas duas AHLs como também de 3-oxo-C12-HSL. Já o 

isolado de S. aureus (SA) foi obtido a partir do meio suplementado com C6-HSL, e 

mostrou capacidade inibitória apenas em C6-HSL, enquanto o isolado de S. sciuri 

(SS) pôde ser reisolado de ambos os meios, e apresentou capacidade inibitória em 

todas as AHLs testadas. Os isolados SX1, SX2, SX3, SX4, SX5, SX6, SX7 e SS, 

que inibiram a comunicação mediada por mais de uma das AHLs utilizadas tiveram a 

viabilidade da comunicação de seu extrato restaurada quando submetidas ao teste 

de relactonização, enquanto o isolado SA, que inibiu o quorum sensing apenas em 

C6-HSL não sofreu alteração perceptível nesse teste. 

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, é possível inferir que, uma vez 

que o efeito inibitório causado pelos isolados SX1, SX2, SX3, SX4, SX5, SX6, SX7 e 

SS parecem se estender para uma vasta gama de AHLs, independentemente do 

comprimento de sua cadeia acil, ao passo que seu sobrenadante recupera a 

capacidade de induzir o quorum sensing ao ser submetido a uma redução de pH, a 

principal enzima atuante nesses isolados deve tratar-se de uma lactonase.  

Diversos estudos anteriores apontam para a produção de lactonases por 

diferentes espécies dentro do gênero Staphylococcus. Morikawa et al. (2005) e 

Tanaka et al. (2007) estudaram a produção de uma lactonase em S. aureus a partir 

de uma proteína de sua parede celular. Foi determinado que sua ação necessita de 

cálcio, mas não obtiveram êxito em elucidar qual sua função para a célula, uma vez 

que foi determinado que esta não contribui para o sistema de defesa a antibióticos 

daquele isolado. Posteriormente, a partir do sequenciamento do genoma completo 

de um isolado de Staphylococcus sp., Chong et al., (2012) encontraram outro gene 

codificante para uma lactonase, e inferiram sobre seu potencial de quorum 

quenching em bactérias Gram-negativas. Chan et al. (2015) observaram o potencial 

de quorum quenching de um Staphyococcus saprophyticus, e através da análise de 

seu genoma completo, identificaram a lactonase responsável por essa ação. 

Recentemente, Morohoshi, Kamimura e Someya (2020) identificaram ainda outra 
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lactonase em Staphylococcus coagulase-negativa, incluindo S. sciuri, e confirmaram 

sua ação sobre diferentes moléculas sinalizadoras do quorum sensing em bactérias 

Gram-negativas. Em especial, S. sciuri mostrou excelente capacidade de 

degradação tanto de C6-HSL quanto de C10-HSL, sendo o isolado estudado 

produtor da degradação mais acentuada. Outros isolados pertencentes às espécies 

S. carnosus, S. haemolyticus e S. saprophyticus mostraram ação degradante menor, 

em especial com AHLs de maior cadeia acilada. 

Esses resultados condizem com os obtidos durante esse estudo, onde S. 

sciuri promoveu ampla ação de quorum quenching em todas as AHLs estudadas, 

além de demonstrar possibilidade de reativação das moléculas hidrolizadas por re-

lactonização. Pelo menos segundo os conhecimentos do autor, ainda não existem 

estudos sobre a produção de lactonase ou a capacidade inibitória do quorum 

sensing em S. xylosus. Porém, segundo os estudos filogenéticos mais recentes no 

gênero Staphylococcus, esta espécie apresenta proximidade muito grande com S. 

saprophyticus, de forma que se torna possível supor, mediante os resultados 

apresentados, a presença de genes codificadores de lactonase semelhantes. Tal 

fato explicaria tanto a grande prevalência dessa espécie dentre as identificadas 

como promotora do quorum quenching, quanto a razão dos isolados SX1 e SX4 

possuírem ação de lactonase, ao mesmo tempo em que apresentam dificuldade na 

hidrólise da molécula de 3-oxo-C12-HSL (LAMERS et al., 2012). 

De forma oposta, o isolado SA teve ação apenas em C6-HSL, enquanto que a 

acidificação do seu sobrenadante não foi suficiente para reestabelecer a ação de 

quorum sensing da AHL degradada. Dessa forma, é possível supor que a inibição do 

quorum sensing promovida por esse isolado tem origem na ação de uma acilase 

(YATES et al., 2002; MUKHERJI e PRABHUNE, 2015; RYU et al., 2020). 

As acilases no quorum sensing são caracterizadas pela ação em substratos 

mais específicos, quando comparadas às lactonases, uma vez que atuam em 

ligações específicas da cauda acilada das moléculas de AHL, e, por essa ser 

justamente a região variável, sua ação se torna muitas vezes limitada (FETZNER, 

2014; MURUGAYAH e GERTH, 2019). Além disso, ela pode ter sua ação dificultada 

por substituições oxo, presentes em algumas AHLs, devido a impedimento estérico 

(SHURKI et al., 2002; CASTRONOVO et al., 2008; YIN et al., 2011; ZIELIŃSKA et 

al., 2016). 
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No gênero Staphylococcus, algumas acilases já são conhecidas. As mais bem 

estudadas são as penicilinases, devido à sua grande importância médica (ENGLISH, 

MCBRIDE e HUANG, 1960; TEMBHURKAR et al., 2012; LI et al., 2020). Mukherji e 

Prabhune (2015) confirmaram pela primeira vez a capacidade de interferência no 

quorum sensing de Gram-negativas por meio da ação de uma acilase de 

Staphylococcus epidermidis que antes se acreditava ter ação apenas na hidrólise de 

sais de bile, sugerindo que outros membros desse gênero também possam sintetizar 

enzimas com capacidades semelhantes. Já Conroy (2016) descreveu um gene em 

S. aureus produtor de acilase, que foi por ela caracterizado como forte inibidor do 

quorum sensing mediado por 3-oxo-C10-HSL, 3-oxo-C12-HSL e 3-oxo-C14-HSL. 

Sua suposição inicial de que essa acilase serviria de mecanismo de defesa de S. 

aureus contra a toxidade apresentada por algumas AHLs se mostrou improvável, já 

que seus produtos de hidrólise ainda mantinham ação toxica na colônia. Foi então 

teorizado que tais enzimas tinham como função a inibição da comunicação de 

Pseudomonas aeruginosa, que compartilha o mesmo ambiente no qual foi 

encontrado e compete diretamente pelos mesmos substratos.  

Os resultados obtidos para o isolado SA se mostram únicos na literatura até o 

momento, uma vez que sua inibição se deu apenas na molécula de C6-HSL, 

tornando interessante a continuidade de pesquisas com essa bactéria. 

O gênero Microbacterium foi representado por quatro isolados, sendo dois M. 

liquefaciens, um M. oxydans e um M. maritypicum. Todos foram isolados a partir do 

meio suplementado com 3-oxo-C12-HSL apenas. Os isolados M1 e M3 inibiram o 

quorum sensing mediado pelas AHLs 3-oxo-C8-HSL e 3-oxo-C12-HSL, ambos 

respondendo positivamente ao teste de relactonização. O isolado M2 inibiu a 

comunicação mediada por todas as AHLs avaliadas, também respondendo 

positivamente ao teste de relactonização em todos os casos. Porém, o isolado M4 

apresentou inibição apenas de 3-oxo-C12-HSL, sem indicar a relactonização das 

moléculas atacadas. 

Poucos trabalhos estudam a relação de Microbacterium com o quorum 

sensing. Wang et al. (2010) foram os primeiros a encontrar um gene responsável 

pela codificação de uma lactonase em M. testaceum, isolado a partir da folha de 

batata, mostrando também a ação da enzima isolada sobre C6-HSL, C8-HSL, C10-

HSL, C12-HSL, 3-oxo-C6-HSL, 3-oxo-C8-HSL, 3-oxo-C10-HSL e 3-oxo-C12-HSL, 

onde a proteína foi capaz de degradar todas as moléculas, tendo maior êxito nas de 
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maior comprimento da cadeia acilada. Posteriormente, utilizando como base o 

isolado obtido no estudo anterior, Wang et al. (2012) realizaram um estudo amplo, 

visando catalogar a presença de lactonases por todo o gênero Microbacterium, bem 

como a ação degradante sobre as AHLs C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL, C10-HSL e 3-oxo-

C10-HSL, obtendo 26 isolados de diferentes espécies. Dentre eles, um isolado de M. 

oxydans obtido de amostras de ar foi capaz de degradar 3-oxo-C6-HSL, C10-HSL e 

3-oxo-C10-HSL, as duas últimas com intensidade superior. Além dela, M. 

liquefaciens, obtida a partir de uma amostra de leite, apresentou capacidade de 

inibição das mesmas AHLs, mas com menor intensidade. Os autores demonstraram 

que a ação das lactonases presentes em Microbacterium possui maior afinidade com 

AHLs de cadeias mais longas e com substituições oxo, embora maiores detalhes de 

sua estrutura que possa indicar tal comportamento não foram elucidados. 

Esses resultados corroboram com os obtidos para os isolados encontrados. A 

relactonização do sobrenadante reforça a possibilidade do isolado se usar de 

lactonases para a inibição, e, em especial nos isolados M1 e M3, a preferência por 

moléculas maiores e com substituição oxo se tornam evidentes. No caso de M2, é 

possível que a ausência de inibição em C6-HSL se deva à menor concentração de 

AHLs utilizada neste trabalho, se comparado aos autores mencionados previamente. 

Por outro lado, a ação observada em M4 não condiz com o comportamento de uma 

lactonase. Não é de conhecimento do autor estudos que tenham demonstrado a 

presença de acilases em Microbacterium maritypicum, nem sua ação inibitória sobre 

o quorum sensing de bactérias Gram-negativas, podendo este ser o primeiro relato 

de seu tipo na literatura científica.  

Também se encontrou um isolado identificado como Rothia kristinae, que 

inibiu a resposta ao quorum sensing por C6-HSL e 3-oxo-C8-HSL, sem que 

houvesse relactonização, indicando, portanto, uma ação de acilase. Anteriormente 

conhecido como Kokuria kristinae e Micrococcus kristinae, esse micro-organismo 

Gram-positivo é frequentemente encontrado na pele humana, e recentemente foi 

considerado como possível patógeno em pessoas imunossuprimidas (MA et al., 

2005; CHEN et al., 2015; FATAHI-BAFGHI, 2021). Até o presente momento, o autor 

não conhece nenhum trabalho ou estudo que evidencie qualquer ação de quorum 

quenching por nenhuma bactéria do gênero Rothia, podendo este ser o primeiro 

relato feito. 
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Por fim, foram obtidos 14 isolados pertencentes à espécie Enterococcus 

faecalis. Estes apresentaram respostas bastante variadas, com dois sendo obtidos 

apenas partir de C6-HSL, dois obtidos apenas a partir de 3-oxo-C12-HSL e 10 sendo 

obtidos a partir das duas AHLs utilizadas. Os isolados EF1, EF2, EF3, EF5, EF8, 

EF9, EF11, EF12, EF13 e EF14 inibiram a comunicação mediada por todas as AHLs 

empregadas no experimento, e exibiram em todos os casos atividade positiva 

mediante o teste de relactonação. Os isolados EF4 e EF10 inibiram apenas o 

quorum mediado por C6-HSL, mas responderam positivamente ao teste de 

relactonação. O isolado EF6 mostrou inibição apenas em 3-oxo-C12-HSL, 

respondendo negativamente ao teste de relactonação, enquanto EF7 inibiu a 

comunicação mediada tanto por C6-HSL quanto por 3-oxo-C8-HSL, respondendo 

positivo à relactonação em ambos os casos.  

Bactérias do gênero Enterococcus são amplamente estudadas pelas suas 

relações populacionais mediadas por quorum sensing, com destaque especial para 

seu próprio sistema de comunicação, mediado por peptídeos autoindutores (HAAS, 

SHEPARD e GILMORE, 2002; ALI et al., 2017; ZHANG et al., 2022; ALI, 

LÉVESQUE, e NEELAKANTAN, 2022). Quanto á sua capacidade inibitória de 

sistemas mediados por AHLs por via enzimática, alguns estudos demonstraram a 

produção de uma lactonase de espectro amplo de ação, encontrada em algumas 

espécies do gênero. Em um estudo visando elucidar a resistência de determinados 

isolados de Enterococcus a streptogramina, Werner, Klare e Witte (2002) 

encontraram pela primeira vez um gene em E. faecium e E. faecalis que codifica a 

produção de uma lactonase, possivelmente utilizada no combate a este 

antimicrobiano. Posteriormente, Ham et al., (2018) isolaram a partir de um bioreator 

de membrana uma cepa de Enterococcus com grande atividade de quorum 

quenching. Por meio da ação de uma lactonase, o isolado interrompeu a 

comunicação em sistemas de quorum sensing mediados por C4-HSL, C6-HSL, 3-

oxo-C6-HSL, C8-HSL e 3-oxo-C12-HSL, obtendo resultados melhores nas AHLs de 

cadeias aciladas menores. Outros estudos demonstraram a presença de genes 

codificadores para lactonase em Enterococcus faecium bastante semelhantes aos 

encontrados em membros do gênero Bacillus. Em estudo realizado por Vadassery e 

Pillai (2020), E. faecium permitiu um grande controle sobre uma infecção causada 

por Aeromonas hydrophila a partir da inibição de seus fenótipos controlados por 

quorum sensing. A inibição foi devida a uma lactonase, que atuou sobre as 
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moléculas de C6-HSL presentes no substrato. Novos estudos visam melhor 

compreender a possibilidade de utilização de Enterococcus como bactéria probiótica, 

e buscam melhor avaliar a ação de sua lactonase sobre a comunicação de diversos 

micro-organismos (BOOPATHI, SELVAKUMAR e SIVAKUMAR, 2017; LIU et at., 

2021).  

Tais estudos validam os resultados obtidos com os isolados EF1, EF2, EF3, 

EF4, EF5, EF7, EF8, EF9, EF10, EF11, EF12, EF13 e EF14. As respostas destes 

isolados indicam a presença de uma lactonase, como presente na literatura. Nos 

casos dos isolados EF4, EF7 e EF10, o não impedimento da comunicação por 

quorum sensing pode se dever às concentrações diferentes utilizadas neste estudo 

em relação a outros, bem como a variações estruturais nas enzimas, tornando sua 

ação favorecida em alguns substratos em relação a outros.  

Já a ação do isolado EF6 apresenta características muito mais semelhantes a 

uma acilase. Estudos anteriores mostram a produção de algumas acilases por E. 

faecalis, e, embora possuam ação semelhante às acilases de alguns 

Staphylococcus, que por sua vez possuem capacidade inibitória do quorum sensing 

mediado por AHLs, o autor não tem conhecimento de pesquisas que tenham melhor 

elucidado a capacidade de quorum quenching de E. faecalis por esse meio (CHAND, 

RAMASAMY e SURESH, 2016; CHAND et al., 2018). Assim, este trabalho pode ser 

o primeiro a observar a ação de quorum quenching por meio de acilases E. faecalis.   
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5 Conclusão 

Os experimentos mostraram que interações populacionais mediadas por 

quorum sensing mediado por AI-1 na microbiota do soro-fermento utilizado na 

produção do Queijo Canastra são bastante ativas, bem como interações inibitórias 

dessa comunicação por parte de bactérias Gram-positivas. Também foi mostrado 

que a presença ou não de moléculas sinalizadoras do quorum sensing nesse 

sistema não está relacionada diretamente à presença exclusiva dessas bactérias na 

amostra, mas também à ausência de bactérias Gram-positivas com capacidade 

inibitória desse sistema. 

O presente estudo se propôs a melhor elucidar as relações populacionais 

mediadas por quorum sensing na microbiota do soro-fermento do Queijo Canastra. 

Para atingir seu objetivo, foram produzidas bibliotecas de isolados Gram-negativos e 

Gram-positivos, além da análise quanto à presença de moléculas indicadoras da 

comunicação mediada por AHLs.  

Ao todo, foram obtidos 39 isolados de bactérias Gram-negativos produtores 

de AHLs, correspondentes a cinco gêneros, constando seis espécies diferentes. 

Destes, três tiveram o primeiro relato desse tipo de interação populacional 

identificada neste presente trabalho, pelo conhecimento do autor. Além disso, 28 

isolados Gram-positivos, pertencentes a quatro gêneros e a 8 espécies diferentes 

foram obtidos, dos quais, pelo conhecimento do autor, um teve a primeira 

observação da ação de quorum quenching por lactonase neste trabalho, e outros 

quatro por ação de acilases. 

Este trabalho elucida diversos pontos antes desconhecidos sobre a microbiota 

desta matriz alimentar tão complexa, ao mesmo tempo em que levanta diversas 

novas possibilidades de estudos futuros, abrindo as portas para o aprofundamento 

de diversos pontos observados; como a determinação das AHLs produzidas pelos 

isolados Gram-negativos obtidos e a determinação dos genes responsáveis pelas 

enzimas observadas. 
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