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RESUMO 

 

A secreção de metabólitos com atividade antimicrobiana é uma das estratégias empregadas por 

bactérias como resposta aos estímulos negativos promovidos durante a competição 

interespécies. Em sua fase estacionária Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli podem 

sintetizar exometabólitos difusíveis cuja ação é inibir mutualmente as células expostas, 

garantindo o equilíbrio de ambas as populações num determinado sítio. A primeira pode levar 

vantagem em razão da produção de piocianina. Entretanto, a excreção de indol e acetato pela 

E. coli pode equilibrar esta vantagem. Este trabalho teve o objetivo de detectar a influência 

do indol e acetato sobre a síntese de piocianina e adesão da P. aeruginosa, bem como a ação 

da piocianina sobre as células viáveis de E. coli, bem como de sua adesão. Para isso, foram 

conduzidos ensaios in vitro de determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), de 

extração e quantificação de piocianina e da adesão, pelo método do cristal violeta. A síntese 

de piocianina por Pseudomonas aeruginosa foi reduzida em até 50% na presença do indol. 

Por outro lado, não foi observada alteração na produção do pigmento na presença de acetato, 

isoladamente ou associado com concentrações menores que 0,5 mM, refletindo um aumento 

de mais de 20% da produção de piocianina. O indol também se mostrou eficaz na redução da 

adesão de células de Pseudomonas aeruginosa, comparadas ao controle. Para as linhagens de 

E. coli, a CIM de piocianina foi 37,5 µg/mL, reduzindo também a adesão celular. Observou-

se que apesar da inibição ter ocorrido, nenhum exometabólito promoveu efeito biocida nas 

linhagens avaliadas. Os resultados contribuem para a auxiliar a compreensão dos mecanismos 

ecológicos que ocorrem durante a competição entre estas duas espécies bacterianas em meio 

aquoso. 

Palavras-chave: Piocianina, Indol, Acetato, Ecologia microbiana, Coexistência 
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ABSTRACT 

 

The secretion of metabolites with antimicrobial activity is one of the strategies employed by 

bacteria in response to negative stimuli promoted during interspecies competition. In its 

stationary phase Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli can synthesize diffusible 

exometabolites whose action is to mutually inhibit the exposed cells, ensuring the balance of 

both populations in a given place. The former may have an advantage due to the production of 

pyocyanine. However, the excretion of indol and acetate by E. coli can balance this advantage. 

This study aimed to detect the influence of indol and acetate on the synthesis of pyocyanin and 

adhesion of P. aeruginosa, as well as the action of pyocyanin on viable E. coli cells, as well as 

its adhesion. For this purpose, in vitro tests were conducted to determine the Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC), extraction and quantification of pyocyanin and adhesion by 

the violet crystal method. The synthesis of piocyanin by Pseudomonas aeruginosa was reduced 

by up to 50% in the presence of indol. On the other hand, no change in pigment production was 

observed in the presence of acetate, alone or associated with concentrations lower than 0.5 mM, 

reflecting an increase of more than 20% in piocyanine production. Indol was also effective in 

reducing the adhesion of Pseudomonas aeruginosa cells compared to control. For the E. coli 

strains, the MIC of pyocyanin was 37.5 µg/mL, also reducing cell adhesion. It was observed 

that despite the inhibition having occurred, no exometabolite promoted biocidal effect in the 

evaluated strains. The results contribute to the understanding of the ecological mechanisms that 

occur during the competition between these two bacterial species in aqueous medium. 

Key words: Pyocyanin, Indole, Acetate, Microbial ecology, Coexistence 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Escherichia coli 

A E. coli é um bacilo Gram-negativo facultativo, não formador de esporos, medindo 

entre 1,1-1,5 µm por 2,0-6,0 µm, móvel devido a presença de flagelos peritríquios. A bactéria 

pertence ao grupo coliforme, sendo considerada o único coliforme fecal verdadeiro, pois ocorre 

no trato intestinal de animais de sangue quente (THAKER, 2007; BARBOSA et al., 2009; 

APHA, 2012; SHARMA et al., 2016). 

Em 1884, o pediatra e microbiologista alemão Theodor Escherich, descobriu uma 

bactéria de rápido crescimento, inicialmente denominada por Bacterium coli commune, 

posteriormente alterado por Migula, para Escherichia coli, em homenagem ao seu descobridor 

(SHULMAN et al., 2007; ZIMMER, 2008). Características importantes relacionadas à ecologia 

e fisiologia da E. coli (Figura 1), tais como ocorrência, facilidade no manejo e alta taxa de 

crescimento, tornaram a bactéria um organismo modelo desde o início do século XX 

(BLOUNT, 2015). Desde sua descoberta, a E. coli contribuiu para importantes pesquisas e 

descobertas no ramo da ciência, servindo como base de estudos inovadores sobre fisiologia 

bacteriana, virologia e biologia molecular. A bactéria também foi o organismo em que os 

aspectos mais básicos da vida foram primeiramente explorados, por exemplo, o código genético 

e os processos de replicação, transcrição e tradução do material genético celular (CRICK et al., 

1961; NIREMBERG et al., 1965; DAEGELEN et al., 2009; KAWECKI et al., 2013). 

Figura 1 – Cultura de Escherichia coli, linhagem UFPEDA 224, desenvolvida em ágar 

nutriente 

                                    Fonte: Ray Arruda, 2019) 



13 
Ravilly, RAA. Associação dos exometabólitos na interação entre... 2019. 

 

A temperatura ótima de crescimento em E. coli é 37°C. A bactéria utiliza fermentação 

como via metabólica alternativa e assimila diferentes açúcares, incluindo uma variedade de 

mono- e dissacarídeos, entretanto não possui a capacidade de crescimento em polissacarídeos 

complexos, por não constituir de hidrolases necessárias para quebra destes compostos. E. coli 

forma dois importantes exometabólitos: indol e acetato. Em condições de estresse celular, 

levados por pressões exercidas pelo ambiente, com destaque à competição, ambos 

exometabólitos resultam na perturbação do crescimento de outros microrganismos 

competidores (FABICH et al., 2008; LEE et al., 2011). 

O indol é formado a partir da metabolização do triptofano (CHU et al., 2011). 

Concentrações entre 0,5 a 1 mM podem regular as respostas da E. coli aos estresses exercidos 

quando em competição com Pseudomonas aeruginosa (GAMSTER et al., 2014). O indol é 

importante metabólito em E. coli, pois modula características fisiológicas importantes, tais 

como quimiotaxia (BANSAL et al., 2007), motilidade (LOPES et al., 2011), adesão à 

superfícies (HIRAKAWA et al., 2009) e proteção contra uma variedade de antibióticos (LEE 

et al., 2010). 

Por outro lado, o acetato é formado, em aerobiose, como subproduto do metabolismo, 

quando a taxa de absorção da fonte de carbono, por exemplo, glicose é maior que sua conversão 

para biomassa e CO2. Primariamente o acetato serve como fonte alternativa de energia, porém 

o composto pode atuar retardando o crescimento de organismos competidores, mesmo em 

concentrações cerca de 6,09 mM, possivelmente pela inibição da síntese proteica (KLEMAN; 

STROHL, 1994; MEY et al., 2007).  

 

1.2 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa (Figura 2) é um bacilo não fermentador Gram-negativo, 

aeróbio, dotado de flagelo monotríquio e medindo 0,5 μm de largura, por 1,5 μm de 

comprimento. A bactéria é o principal membro do grupo das pseudomonadas fluorescentes e 

inicialmente foi descrita como Bacterium aeruginosarum, Bacillus pyocyaneus e Pseudomonas 

pyocyanea (MIGULA, 1894; 1900 apud BERGEY’S MANUAL, 1984; YI-CHI; ZAO-HONG; 

YING, 2015). P. aeruginosa ocorre preferencialmente no solo e na água doce e fresca. Uma de 

suas maiores características diz respeito à alta adaptabilidade às variadas condições físico-

químicas, conferindo ubiquidade, bem como uma destacada versatilidade metabólica e 
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resiliência em vários ambientes com alta carga de pressão seletiva, atribuindo à espécie, 

vantagens seletivas sob condições desfavoráveis (PIRNAY et al., 2005; ARRUDA, 2013). 

Figura 2 – Cultura de Pseudomonas aeruginosa, linhagem TGC04, desenvolvida em 

ágar King A 

 

         Fonte: Ray Arruda, 2018) 

Versátil metabolicamente, P. aeruginosa pode assimilar diferentes moléculas 

orgânicas dentre carboidratos, proteínas, ácidos graxos, hidrocarbonetos e outros substratos, 

sendo descrito na literatura o uso de mais de 90 moléculas como fonte de carbono e energia. 

Além disso, apresenta resistência a uma série de compostos antimicrobianos. Isto é atribuído à 

baixa permeabilidade de membrana, que atua como barreira seletiva, como também à sua 

habilidade em formar biofilme. Neste contexto, P. aeruginosa é dotada de diversos mecanismos 

que a conferem vantagens frente a outros microrganismos, os quais incluem a produção de 

enzimas inativadoras, motilidade, produção de alginato, utilização de bombas de efluxo, 

mutações cromossômicas e a síntese de betalactamases, dentre outros (MAIA et al., 2009; 

SCOTT-THOMAZ, 2010; STREETER; KATOULI, 2016). 

A bactéria sintetiza pelo menos seis pigmentos, importantes para sua manutenção nos 

diferentes ambientes: fluoresceína (amarelo), pioverdina (verde), aeroginosina A (vermelho), 

aeroginosina B (vermelho), piomelanina (marrom) e piocianina. Este último, de coloração azul 

brilhante é um composto fenazínico, sintetizado exclusivamente por 90-95% das linhagens e 

seu principal mecanismo de ação envolve a redução e eliminação do íon ferro (Fe3+). Porém, a 

piocianina apresenta outras atividades, tais como antibacteriana e antifúngica (FERGUSON et 

al., 2007; ABU et al., 2013; JAYSEELAN; RAMASWAMY; DHARMAJ, 2014). Em 

complemento, o pigmento está associado à participação nas reações de óxido-redução que 
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culmina na produção e acúmulo de peróxido e superóxido de hidrogênio (O’MALLEY et al., 

2003; BAHARI et al., 2017). 

A piocianina (Figura 3) foi a primeira fenazina natural descrita na literatura. O 

composto deriva da via do ácido chiquímico, a partir do ácido corísmico e possui duas 

subunidades de N-metil-1-hidroxifenazina em sua composição (MAVRODI et al., 2001; 

DIETRICH et al., 2013).  

 Figura 3 – Fórmula estrutural da piocianina (adaptado de Rada e Leto, 2013). 

 

 

A Figura 4 ilustra os passos de síntese da piocianina. 

 

Figura 4 - Passos da biossíntese de piocianina por Pseudomonas aeruginosa. 

(adaptado de MAVRODI et al., 2001). 

 

A conversão do ácido corísmico em ácido fenazino-1-caroxílico (PCA) é codificada 

por dois operons e controlada por sete genes. Em seguida, dois passos são sugeridos para a síntese 

de piocianina, regulados por outros dois genes, phzM e phzS, a partir do PCA. No primeiro é 

formado o ácido 5-metilfenazina-1-carboxílico betaína, catalizado pela enzima metiltransferase 

fenazina-específica (PhzM), que é uma S-adenosilmetionina transferase metil-dependente. Já o 

segundo passo é catalisado pela enzima mono-oxigenase flavina dependente (PhzS), que promove 
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a hidroxilação da betaína do ácido 5-metilfenazina-1-carboxílico betaína em 1-hidróxi-5-metil 

fenazina, isto é, piocianina, de cor azul brilhante (JAYASEELAN; RAMASWAMY e 

DHARMARAJ, 2014; MAVRODI et al., 2001). A síntese de piocianina é regulada pelo sistema 

rhl, responsável pelo fenômeno de quorum-sensing, processo dependente da densidade celular e 

mantido pela secreção e assimilação de autoindutores, especialmente homosserrina lactonas 

(BAHARI et al., 2017; PRICE-WHELAN et al., 2006; PRICE-WHELAN et al., 2007; KIPNIS et 

al., 2006). 

1.3 Biofilmes  

Nos microambientes, as bactérias podem exibir dois estilos de vida: o primeiro, 

planctônico, caracterizado pela vida livre, em que as células se dispersam isoladamente, parte 

de um importante processo de proliferação e propagação do microrganismo no ambiente 

(TRENTIN et al., 2014). A segunda, séssil, representada por estruturas complexas denominadas 

por biofilmes. O termo biofilme foi cunhado no final dos anos 1970, porém os estudos que 

sugerem tais formações datam da década de 1930 (COSTERTON, 1995). Entretanto, há cerca 

de 30 anos é estabelecido que os biofilmes constituem o sistema preferencial de vida 

microbiana. Entretanto, não é consenso entre a comunidade científica, pois parte dos 

especialistas acreditam que tais estruturas sejam “berçários” para células planctônicas, 

considerada por eles, a forma preferencial de vida microbiana (EMERENINI et al. 2015). 

Os biofilmes são compostos por comunidades biológicas com elevado grau de 

organização, porém altamente dinâmicas, envoltas por uma matriz polimérica de aspecto 

gelatinoso, composta por exopolissacarídeos (EPS), frequentemente encontrados aderidos em 

superfícies sólidas e nos ambientes úmidos (MANGWANI; KUMARI; DAS, 2015). Ressalta-

se que a organização das células em biofilmes oferece vantagens que tornam as bactérias mais 

resistentes e virulentas, visto que protege as células da perda de umidade, aumenta 

proporcionalmente a concentração de nutrientes, proporciona as trocas horizontais de material 

genético, por meio de plasmídios e dificulta a penetração de antibióticos convencionais, 

tornando as células menos susceptíveis a agentes antimicrobianos (ITO et al., 2009; MITTAL 

et al., 2015). 

O biofilme possui uma arquitetura extremamente organizada. A matriz extracelular 

representa tipicamente 60-65% do volume do biofilme, ao passo que as células representam de 

5-35% (JAMALA et al., 2018). Diferentes tipos de componentes estão presentes nas matrizes 

poliméricas extracelulares: água (97%), proteínas (>2%), polissacarídeos (1-2%), DNA (<1%), 

RNA (<1%) e íons. O fluxo de nutrientes essenciais dentro de um biofilme é atribuído ao teor 
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de água (LU; COLLINS, 2007) e a arquitetura exibida, seja na forma de pilar, seja na forma de 

cogumelo, também depende da natureza e concentração de nutrientes (KLAUSEN et al., 2003). 

Os modelos atuais de organização e arquitetura dos biofilmes bacterianos foram 

propostos a partir de estudos com Pseudomonas aeruginosa (PASSOS DA SILVA et al., 2017). 

O ciclo de formação de biofilmes, dependendo do autor, pode ser dividido em 4 ou 5 etapas, 

quando a migração das células planctônicas em direção ao substrato é considerada 

(BUSSCHER et al. 1995). Neste trabalho, será considerado que as etapas de formação de um 

biofilme são quatro (Figura 5), a saber: (I) adesão ou fixação inicial (reversível), (II) 

desenvolvimento precoce da estrutura de biofilme (irreversível), (III) maturação e (IV) 

dispersão (SUTHERLAND, 2001; LAVERTY et al., 2014). 

 

Figura 5 – Etapas da formação de um biofilme em Pseudomonas aeruginosa 
 

QS – Quorum sensing 

Fonte: Trentin et al. (2014) 

 

 

Na etapa de adesão (I), o biofilme pode ser formado em ambientes que apresentem 

condições favoráveis ao microrganismo. A presença dos nutrientes regerá se a adesão ocorrerá 

de forma definitiva, razão pela qual esta etapa pode ser interrompida. A superfície ou matriz 

para adesão das células, também denominado por substrato condicionante, pode ser de natureza 

abiótica (metal, vidro, rocha, concreto, cerâmica, madeira e plástico, dentre outros). As 

superfícies bióticas podem ser exemplificadas por células epiteliais, tecidos animais e tecidos 

vegetais (BELOIN et al., 2008; HENRIQUES et al., 2013). 
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Condições ambientais, forças eletrostáticas e hidrodinâmicas repulsivas podem atuar 

sobre a adesão de células em determinadas superfícies, inibindo assim formação do biofilme, 

dessa forma essa fase se caracteriza como reversível visto que em condições não favoráveis o 

microrganismo pode se dispersar em busca de um novo ambiente (BELOIN et al., 2008). O 

sucesso na adesão de bactérias Gram-negativas, por exemplo Escherichia coli, é extremamente 

dependente da presença de apêndices celulares como pili e flagelos, essenciais para que as 

células bacterianas superem as forças repulsivas atuantes entre a superfície celular e a superfície 

do material de adesão, ambas de carga negativa. Neste contexto, os apêndices celulares 

encontrados nas diferentes linhagens de células bacterianas contribuem ao processo primário 

de formação do biofilme, auxiliado também por forças eletrostáticas, tais como forças de van 

der Waals e pontes de hidrogênio, dentre outras (DOREL et al., 2006; MACIA et al., 2014; 

JAMALA et al., 2018). 

Após a adesão do microrganismo à superfície, ocorre a ligação definitiva e irreversível 

das células bacterianas à matriz, caracterizada por um intenso processo de multiplicação e 

divisão celular que se inicia por meio de estímulos químicos ocorridos no interior da matriz 

exopolissacarídica. Todo esse processo culmina na formação de microcolônias, que se 

coordenam entre si em múltiplos aspectos, tais como a troca de substrato, distribuição de 

metabólicos e intermediários, assim como excreção de produtos finais do metabolismo 

(COSTERTON et al, 1999; JAMALA et al., 2018).  

A terceira etapa da formação de um biofilme é denominada por maturação. Nela, o 

número de células bacterianas aumenta e o biofilme adquire uma conformação tridimensional 

em pilar ou cogumelo, unidos por canais intersticiais preenchidos com água que auxiliam no 

transporte de nutrientes, bem como a dispersão de metabólitos e gases. Nesta etapa também, 

mais EPS é produzido. Conforme a densidade populacional bacteriana aumenta, os níveis de 

sinalizadores químicos ou autoindutores podem se acumular e induzir a transcrição de genes 

específicos, os quais atuam na regulação de várias respostas, dentre elas, motilidade, resistência, 

produção de matriz exopolissacarídica e expressão de flagelina. Este processo de comunicação 

química, densidade celular dependente, em que moléculas de baixa massa molecular, 

produzidas em níveis basais, após serem assimiladas, participam da transcrição de genes 

específicos é definido por Quorum sensing (QS) (TRENTIN et al., 2013; JAMALA et al., 

2018). 

A quarta e última fase do biofilme consiste na dispersão celular. Esta fase não é mais 

considerada um evento passivo, mas sim totalmente orquestrada, que desencadeia o 
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desprendimento de células na sua forma planctônica da matriz polimérica do biofilme. As 

células que irão sofrer a dispersão reprimem a expressão de genes que codificam EPS e fímbrias 

e, simultaneamente, aumentam a expressão de genes que culminam na síntese de proteínas 

quimiostáticas e flagelinas. Além disso, a região de dispersão é mais frouxa em razão da 

expressão de liases, que participam da quebra e liberação das células planctônicas em direção 

do fluxo (KUMAR et al., 2017). 

 

1.4 Relações ecológicas entre bactérias 

As interações entre duas populações bacterianas podem ocorrer, em tese, por meio de 

oito tipos de relações ecológicas, denominadas por positivas (comensalismo, protocooperação 

e mutualismo) ou negativas (inibição mútua por competição, competição pela utilização de 

recursos, amensalismo e parasitismo). O neutralismo, como sugere o nome, não há 

interferências entre as populações (ODUM, 2004). 

Essas interações se dão pelo reconhecimento ambiental, seguido da transferência de 

informações moleculares e genéticas que incluem uma diversidade de mecanismos e classes 

moleculares (JIMENEZ et al., 2012; BRAGA et al., 2016). Os microrganismos dificilmente são 

encontrados em habitats como populações axênicas. As populações existentes nos variados 

habitats, tais como solo, sedimento, rizosfera, água e até o ar, revelam uma população mista, 

extremamente diversa, sugerindo que as interações realizadas por eles são essenciais para sua 

implantação e manutenção, bem como na existência do próprio ecossistema, implicando no fato 

de que a interação resulta o equilíbrio e não a exaustão ou eliminação dos organismos 

competidores, uma vez que cada um possui papel definido no meio (FAUST; RAES, 2012). 

Em ambientes naturais os microrganismos comumente formam comunidades 

complexas multicelulares que respondem coletivamente a sinais advindos do local em que estão 

inseridos. Estas comunidades podem ser formadas por bactérias da mesma espécie ou bactérias 

de espécies distintas (LOPES et al., 2011; MOLINA-SANTIAGO et al., 2017). Nos ambientes 

aquáticos, espécies distintas podem coexistir sob competição em comunidades mistas na forma 

de biofilmes. Geralmente, a relação de antagonismo ocorre nesses ambientes, representada pela 

antibiose, originada pela competição por nutrientes, interações diretas entre competidores ou 

indução à resistência (BENNING et al., 2003). 

No contexto das interações entre bactérias, os sistemas de sinalização dependente de 

densidade celular, QS, também participam e regulam as respostas. Os autoindutores se 
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caracterizam por baixa massa molecular, fácil assimilação e produção em níveis basais. Dentre 

eles, os mais estudados são acil-homosserinas lactonas, alguns antibióticos, compostos voláteis, 

peptídeos de sinalização e piocianina, dentre outros (DUAN et al., 2009; FLEMMING et al., 

2016; MADSEN et al., 2016). As propriedades desses sinais e a resposta por eles desencadeada 

são importantes para garantir o desenvolvimento e resistência bacteriana em ambientes naturais 

onde coexistem centenas de espécies bacterianas (JAYARAMAN e WOOD, 2008). 

Moléculas autoindutoras sintetizadas e excretadas por microrganismos podem não só 

estimular mecanismos de QS em outras espécies que estejam inseridos em um mesmo ambiente, 

como também são capazes de gerar a indução do efeito Quorum quenching (QQ), que se dá 

quando determinado composto químico atua na inibição da sinalização química que ocorreria 

entre microrganismos, ou seja, é a inibição do mecanismo comum de Quorum sensing 

(WEIHUA et al, 2012). Algumas espécies bacterianas podem utilizar o efeito QQ visando seu 

estabelecimento no meio. 

Atualmente o acesso do homem a água potável tem se tornado uma questão bastante 

preocupante em nível mundial. A distribuição de uma água com a melhor qualidade sanitária 

possível é essencial para o consumo humano, visto que sua contaminação resulta num meio 

para transmissão de doenças. 

Parâmetros físicos, químicos e biológicos podem ser empregados visando atestar a 

qualidade da água, agentes biológicos como bactérias, fungos e protozoários são importantes 

fontes de contaminação da água (CANTÚSIO; SANTOS; FRANCO, 2008). Escherichia coli, 

é aceita como o principal indicador de contaminação fecal e sua presença pode determinar a 

potabilidade da água (BRASIL, 2005). 

Dessa forma, o presente trabalho possuiu o intuito de buscar compreender a interação 

ecológica existente entre Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, visto que de certa forma 

essa relação pode mascarar uma provável contaminação da água, caso a presença da 

Pseudomonas aeruginosa impeça a detecção nos testes da Escherichia coli nas amostras. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a atividade de exometabólitos produzidos por Pseudomonas aeruginosa e 

Escherichia coli, importantes para a coexistência entre estas espécies em meio aquoso. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 Produzir, extrair e quantificar a piocianina sintetizada pelas linhagens de P. aeruginosa; 

 Determinar a concentração inibitória mínima de piocianina nas linhagens de E. coli; 

 Testar o efeito do indol e acetato frente a produção de piocianina nas linhagens de P. 

aeruginosa; 

 Identificar o efeito do indol sobre a formação de biofilme das linhagens de P. 

aeruginosa; 

 Analisar o efeito da piocianina sobre a formação de biofilme das linhagens de E. coli; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Local de estudo 

Os estudos e experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia 

Ambiental (LAMA), localizado no Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal 

da Paraíba – UFPB campus I. 

3.2 Microrganismos 

Foram utilizadas três P. aeruginosa, duas selvagens e uma padrão, UFPEDA 416, 

cedida pela Profª Gláucia Manoella de Souza Lima, curadora pela coleção de cultura do 

Departamento de Antibióticos da UFPE. Os isolados selvagens TGC02 e TGC04, são 

originados de solo de posto de gasolina da cidade de João Pessoa, Brasil (CAVALCANTI et 

al., 2019). Todas as linhagens exibiram a síntese de piocianina pelo cultivo à 30ºC por 72h em 

caldo King A (KING et al., 1954) e ágar cetrimida (GENHARDT et al., 1994). 

Quatro E. coli, três selvagens, provenientes de ralos de salões de beleza da região 

metropolitana de João Pessoa, AV01, AV12 e AV14 (VIANA et al., 2017) e uma linhagem 

padrão UFPEDA 224, igualmente cedida da coleção do Departamento de Antibióticos da 

UFPE. 

Os isolados escolhidos, atenderam o critério de serem provenientes de ambientes, 

considerados para este estudo, com elevado grau de pressão seletiva. Os isolados selvagens de 

P. aeruginosa e E. coli estão registrados no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético 

e do Conhecimento Tradicional Associados (SisGen), sob o número, respectivamente, 

A6B80BD e ABDD69C. 

 

3.3 Produção, extração e quantificação de piocianina 

Para estimular a produção de piocianina, a inoculação das linhagens de P. aeruginosa 

foi realiza por meio da transferência de 1 mL de uma suspensão preparada com células de 

cultivo recente em com solução de NaCl 0,85%, padronizada com o tubo nº 1 da escala de 

MacFarland, para erlenmeyers contendo 200 mL de caldo King A (HASSANI et al., 2011), cuja 

composição, em g/L é: peptona de carne (20,0), MgCl2 (1,4), K2HPO4 (10,0) e glicerol (10,0 

mL/L), pH 7,2±0,2 (KING; WARD e RANEY, 1954). A incubação ocorreu sob agitação 

constante de 150 rpm à 29±1°C (Nova Instruments NI 1713) por 72h, período necessário para 

a síntese de piocianina, correspondente à fase estacionária tardia (EL-FOULY et al., 2015). 
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A extração da piocianina foi conduzida segundo adaptação da metodologia descritas 

por Devnath, Uddin, Ahamed (2017). O conteúdo dos frascos contendo as células e o pigmento 

dissolvido foi transferido para tubos falcon com capacidade para 50 mL e em seguida 

centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado e a extração da 

piocianina foi realizada com a adição de clorofórmio na proporção 2:1. Os tubos foram agitados 

vigorosamente em vórtex (Warmnest VX-28) e deixados em repouso por uma hora até 

formação de duas fases. A piocianina na forma protonada ficou retida na fase do clorofórmio, 

que se tornou azul (Figura 6A). Após o período, adicionou-se uma solução de HCl 0,2 mol/L à 

uma alíquota da fase protonada, e novamente levou para o vórtex obtendo-se a piocianina em 

sua forma ácida, de cor vermelha (Figura 6B). Após novo período de repouso de uma hora até 

separação total das fases. A forma ácida foi reservada para a neutralização com solução tampão 

Tris-Base até obtenção da piocianina (Figura 6C). 

Figura 6 - Aspectos da extração de piocianina: A - forma protonada (azul), B - forma 

ácida (vermelha), C – piocianina isolada  

Crédito da imagem: Ray Arruda 

 

Após 1h de repouso, a concentração da piocianina foi quantificada pela medida da 

densidade óptica da solução acidificada em λ= 690 nm (Quimis U2M), tomando como base 

uma curva padrão, preparada com piocianina com 98% de pureza (Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) (r= 0,9999). 
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3.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima 

A determinação da CIM da piocianina sobre E. coli foi realizada pela técnica de 

microdiluição (MARTINS et al., 2014). O teste foi realizado para aplicação nos ensaios in vitro 

de inibição da formação do biofilme. 

Em placas de microdiluição foram adicionados aos poços, 100 µL de Caldo Nutriente 

e 100 µL da solução de piocianina. Por meio de uma diluição seriada 1:2, foram obtidas 

concentrações de 300 até 18,75 µg/mL. Por fim, foram adicionados 10 µL do inóculo das 

linhagens teste nos poços, preparadas em solução de NaCl 0,85%, padronizada com o tubo nº 

1 da escala de MacFarland.   

As placas foram incubadas a 37°C por até 48 horas para a realização da leitura. Os 

valores de CIM foram determinados pela análise visual da inibição do crescimento em cada 

poço, verificado pela presença de turbidez, comparando os testes com o controle. A CIM foi 

definida como a menor concentração capaz de inibir 100% o crescimento bacteriano observado 

nas cavidades. O experimento foi realizado em triplicata (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 

2016). 

3.5 Teste in vitro da ação do indol e acetato sobre a síntese de piocianina 

O teste teve por objetivo conhecer o efeito da adição das concentrações de 

exometabólitos de E. coli sobre a síntese da piocianina por TGC02 e TGC04. Os exometabólitos 

foram testados isoladamente e em combinação. Os resultados nortearam o ensaio in vitro da 

inibição do biofilme de P. aeruginosa por exometabólitos de E. coli. 

Células de cultivo recente de TGC02 e TGC04 foram suspensas em solução de NaCl 

0,85% e a turbidez foi padronizada com o tubo nº 1 da escala de MacFarland. Em seguida, 5 

mL da suspensão foram transferidos para frascos contendo 50 mL de caldo King A, adicionado 

de indol nas concentrações 0,25; 0,5 e 1,0 mM (GAMSTER et al., 2014) e acetato de sódio 1,0, 

2,0 e 4,0 mM (KLEMAN; STROHL, 1994), totalizando 16 condições, incluindo controle 

(Tabela 1). Os frascos foram incubados sob agitação constante de 150 rpm à 29±1°C por 72h 

(El-Fouly et al., 2015). O teste foi conduzido em triplicata. 
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Tabela 1 – Condições do ensaio da ação de exometabólitos de Escherichia coli sobre a 

produção de piocianina por Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGC04 

Condições  Indol (mM) Acetato (mM) Condições  Indol (mM) Acetato (mM) 

1 0,00 0,00 9 0,50 0,00 

2 0,00 1,00 10 0,50 1,00 

3 0,00 2,00 11 0,50 2,00 

4 0,00 4,00 12 0,50 4,00 

5 0,25 0,00 13 1,00 0,00 

6 0,25 1,00 14 1,00 1,00 

7 0,25 2,00 15 1,00 2,00 

8 0,25 4,00 16 1,00 4,00 

 

3.6 Ensaios in vitro de formação de biofilme 

O ensaio foi realizado pela técnica do cristal violeta, com adaptações à metodologia 

descrita por Khare e Arora (2011). Foram testadas duas condições, das quais se buscou verificar 

a perturbação na formação ou manutenção do biofilme de E. coli ou P. aeruginosa na presença, 

respectivamente de piocianina e indol. 

O ensaio foi realizado em tubos de microdiluição, contendo 1 ml de caldo nutriente 

(para E. coli e para P. aeruginosa). Aos tubos foram adicionados 10 µl de solução da cultura 

teste, preparadas em solução de NaCl 0,85%, padronizada com o tubo nº 1 da escala de 

MacFarland. Foram preparados 12 tubos para cada microrganismo-teste. Em seguida, o sistema 

foi incubado estaticamente à 30ºC por um período de 96 h. A cada intervalo de 24 h, o volume 

de um dos tubos era descartado e as paredes lavadas de 3-5 vezes com água destilada, para 

remoção de qualquer célula planctônica que possa ter se depositado, reservando-se 

posteriormente os tubos para secagem de 1h. Em seguida, foram transferidos cerca de 1,5 ml 

de cristal violeta 1% (Newprov, Pinhais-PR, Brasil) e após 20 minutos, o corante foi descartado. 

O excesso de corante nas paredes foi removido com água destilada. Uma vez seco, os tubos 

receberam 1,5 ml de etanol P.A. (Química Moderna, Barueri- SP, Brasil). Após um repouso por 

30 minutos, a densidade óptica da solução de cristal-violeta-etanol foi determinada à 590 nm 

(UV-1601-1601 PC, Shimadzu). O experimento foi conduzido em triplicata. 
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A partir da determinação da absorbância das amostras foram calculados: (1) o 

percentual de adesão das células aderidas, empregando a diferença entre as densidades ópticas 

do teste pelo controle, dividindo pela densidade óptica obtida no teste, multiplicando por 100. 

O valor encontrado significa uma adesão fraca (< 40%), moderada (> 40-80%) ou forte (> 80%) 

(RODRIGUES et al., 2010); (2) a presença de células aderentes, conhecida se o valor da 

absorbância no teste for maior que três vezes a absorbância do caldo empregado no  ensaio 

(PAGANO et al., 2004); (3) a razão entre as densidades ópticas do controle, em, comparação 

ao obtido no teste. Se esta relação foi > 1, indica que a presença do exometabólito é indiferente 

quanto a formação do biofilme, enquanto < 1, revela um efeito aditivo (LEWIS et al., 2002). 

3.7 Tratamento estatístico 

Os resultados como média ± desvio padrão das amostras. A análise estatística foi 

realizada pelo teste t the student e Anova One-Way, com teste de Dunnett visando refinar os 

resultados, para avaliar a diferença dos resultados do teste de contato na presença e na ausência 

de exometabólitos no meio de formação de biofilme e coloração com violeta de cristal. Foi 

utilizado o programa Graph Prism 8®, considerando significativa se o p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Ação antimicrobiana da piocianina sobre Escherichia coli 

Foi observado um efeito antagônico da piocianina em todas as linhagens de E. coli 

testadas no experimento, em que as linhagens UFPEDA 224, AV01, AV12 e AV14 tiveram seu 

crescimento inibido pela presença da piocianina. A Tabela 2 mostra os resultados, nos quais o 

CIM do pigmento foi estabelecido, a partir da detecção de células viáveis em 72 horas. 

Tabela 2 – Concentração Inibitória Mínima sobre linhagens de Escherichia coli 

Concentração 

(μg/mL) 

UFPEDA 224, AV01, AV12, AV14 

24h 48h 72h 

300,0 - | - | - | - - | - | - | - - | - | - | - 

150,0 - | - | - | - - | - | - | - - | - | - | - 

75,0 - | - | - | - - | - | - | - - | - | - | - 

37,5 - | - | - | - - | - | - | - - | - | - | - 

18,7 - | + | - | + + | + | + | + + | + | + | + 

(+) indica viabilidade das células após período do contato 

Todas as linhagens testadas apresentaram sensibilidade à mesma concentração de 

piocianina. A CIM para as quatro linhagens de E. coli foi de 37,5 μg/mL. Observou-se que nas 

linhagens UFPEDA 224 e AV12, a piocianina exibiu um efeito antimicrobiano inicial na 

concentração de 18,7 μg/mL com 24h, entretanto, o crescimento microbiano foi verificado no 

intervalo seguinte, permanecendo assim até o final do ensaio.  

4.2 Teste in vitro do indol e acetato sobre a produção de piocianina por Pseudomonas 

aeruginosa 

Ambos exometabólitos promoveram alterações na produção da piocianina para os 

isolados TGC02 e TGC04, especialmente o indol. Os resultados estão sumarizados na Tabela 

3 e ilustrados nas Fig. 7 e 8. As concentrações de piocianina estão expressas como a média dos 

três ensaios, com desvio padrão de ±0,10. 
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Tabela 3 – Concentração de piocianina (µg/mL) exibida por TGC02 e TGC04 na 

presença dos exometabólitos de Escherichia coli (dp ±0,1) 

Condições  
Exometabólitos Pseudomonas aeruginosa 

Indol (mM) Acetato (mM) TGC02 TGC04 

1 0,00 0,00 52,3 52,8 

2 0,00 1,00 61,3 54,1 

3 0,00 2,00 52,5 54,2 

4 0,00 4,00 52,5 53,6 

5 0,25 0,00 53,1 55,0 

6 0,25 1,00 50,9 53,5 

7 0,25 2,00 68,0 52,3 

8 0,25 4,00 57,2 53,1 

9 0,50 0,00 40,5 38,0 

10 0,50 1,00 39,2 35,5 

11 0,50 2,00 48,6 40,1 

12 0,50 4,00 48,8 41,2 

13 1,00 0,00 31,8 28,8 

14 1,00 1,00 34,0 35,9 

15 1,00 2,00 45,2 37,4 

16 1,00 4,00 43,5 40,5 

 

Na ausência dos inibidores, os isolados TGC02 e TGC04 produziram um pouco mais 

de 50 μg/mL de piocianina. Apenas o indol, na concentração a partir de 0,5 mM, garantiu maior 

perturbação aos isolados de P. aeruginosa do ponto de vista da produção de piocianina, 

reduzindo a síntese cerca de 40 e 50%, para TGC02 e TGC04, respectivamente. Em 

contrapartida, a concentração de 0,25 mM de indol não promoveu redução da síntese de 

piocianina para ambos isolados. Este mesmo resultado foi observado nas condições testadas 

com o acetato, isoladamente. Surpreendentemente, comparada ao controle, houve um aumento 

de 15% na produção de piocianina no isolado TGC02 na presença de 1 mM de acetato. Nas 

demais condições, a concentração de pigmento não foi diferente ao observado no controle, com 

o aumento de acetato no meio. 
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Quando associados, indol e acetato, ambos TGC02 e TGC04 também exibiram uma 

redução da produção de piocianina, a medida que a concentração de indol aumentou. Entretanto, 

ressalta-se que a concentração do pigmento obtida foi maior quando comparadas aos resultados 

nas condições apenas em presença do indol.  

 

Figura 7 - Influência do indol e acetato na produção de piocianina por Pseudomonas 

aeruginosa TGC02. A coloração do gráfico de superfície demonstra o nível de produção de 

piocianina, em que a proximidade do roxo indica uma menor taxa de produção enquanto a 

proximidade do vermelho mostra uma maior taxa de produção do pigmento 
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Figura 8 – Influência do Indol e Acetato na produção de piocianina por Pseudomonas 

aeruginosa TGC04. A coloração do gráfico de superfície demonstra o nível de produção de 

piocianina, em que a proximidade do roxo indica uma menor taxa de produção enquanto a 

proximidade do vermelho mostra uma maior taxa de produção do pigmento. 

 

4.3 Ensaio in vitro da formação de biofilme de Pseudomonas aeruginosa 

Os resultados referentes à formação de biofilme de P. aeruginosa UFPEDA 416, 

TGC02 e TGC04 (48 horas), na presença do indol, estão sumarizados na Tabela 4. 

Tabela 4 – Densidade ótica e características dos biofilmes formados pelas linhagens de 

Pseudomonas aeruginosa na presença de indol em 48h 

Linhagens 
Indol 

(mM) 

DOt 

(ABS) 
PA (%) TA PCA DOc:DOt 

UFPEDA 416 0,5 1,334 21,1 Fraca + 0,8 

TGC02 0,5 0,366 50,3 Moderada + 0,5 

TGC04 0,5 1,850 43,9 Moderada + 0,6 

UFPEDA 416 1,0 1,554 32,3 Fraca + 0,7 

TGC02 1,0 0,224 25,4 Fraca + 0,7 

TGC04 1,0 1,618 35,8 Fraca + 0,6 

DO – densidade ótica (590 nm) com desvio padrão de 0,01, PA – percentual de adesão das células ao 
substrato condicionante, TA – tipo da adesão, PCA – presença de células aderentes, DOc:DOt – razão 

da DO do controle e do teste. DO dos controles: UFPEDA 416 (1,052), TGC02 (0,167) e TGC04 (1,038) 
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 A adesão das linhagens de P. aeruginosa foi perturbada em função da 

concentração do indol presente. A concentração de 0,5 mM do exometabólito favoreceu 

mais os isolados selvagens do que a linhagem padrão UFPEDA 416. O aumento da 

concentração do indol reduziu a adesão ao substrato condicionante, entretanto, nas duas 

condições testadas, havia células com potencial aderente. Isto é conhecido determinando-

se a média da densidade óptica do meio, em mesmo comprimento de onda (PAGANO et 

al., 2004). Neste caso foi de 0,062±0,001. A presença de células aderentes no ensaio é 

conhecida pelo teto estabelecido, representado por três vezes este valor (0,186). Assim, 

todo valor de absorbância acima deste teto é indicativo da presença de células com 

potencial adesão ao substrato condicionante. Para as linhagens testadas, esta adesão foi 

fraca, com exceção para TGC02 e TGC04 na presença de 0,5 mM de indol. 

Adicionalmente, o cálculo da razão entre as absorbâncias no controle e no teste 

revelam o efeito da substância bioativa sobre a adesão das células. Valores entre 0,5 e 1 

indicam um efeito aditivo (LEWIS et al., 2002), ou seja, mesmo reduzindo a produção de 

piocianina, o indol não interferiu na adesão das células de P. aeruginosa UFPEDA 416, 

TGC02 e TGC04 e mesmo ocorrendo fraca ou moderada, em todas as condições, o efeito 

foi aditivo. 

No ensaio da formação do biofilme, quando comparadas as densidades ópticas do 

controle (isolados de P. aeruginosa em caldo) com as densidades ópticas dos isolados 

submetidos ao estresse representado pela presença do indol nas concentrações de 0,5 e 1,0 mM, 

observou-se uma redução significativa no percentual de adesão (Figura 9). 

O percentual de adesão de P. aeruginosa UFPEDA 416 em caldo foi de 93,5%. Ao 

correlacionar este percentual com os resultados do tratamento com indol, a redução foi 

significativa, porém não houve diferença estatística nas concentrações testadas de indol, 0,5 e 

1,0 mM. Um percentual de adesão semelhante foi observado com P. aeruginosa TGC04 em 

caldo, 93,3%, resultando uma diferença significativa entre o percentual de adesão do controle 

com relação ao tratamento com indol, assim como entre as concentrações testadas do 

exometabólito, apontando um efeito mais perturbador da adesão com a concentração 0,5 mM.  

Por outro lado, os resultados obtidos com P. aeruginosa TGC02, nas concentrações de 

indol testadas, comparadas ao controle, observou-se uma diferença estatística da aderência das 

células na maior concentração de indol testada. 
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Figura 9 – Comparação do percentual de adesão entre as linhagens de Pseudomonas 

aeruginosa tratadas com indol (48 h) e o controle (ausência de indol):  A – UFPEDA 416; B – 

TGC02 e C – TGC04. A análise de variância one way seguida do pós-teste de Dunnett foi 

utilizada para avaliar os dados de formação de biofilme, considerando significativos * p < 0,05; 

** p< 0,01. 
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4.4 Ensaio in vitro da formação de biofilme de Escherichia coli 

A Tabela 5 sumariza os resultados referentes à formação de biofilme de E. coli 

UFPEDA 224, AV02, AV12 e AV14 (48 horas), na presença da CIM de piocianina, 37,5 

μg/mL. 

Tabela 5 – Densidade ótica e características dos biofilmes formados pelas linhagens de 

Escherichia coli na presença de 37,5 μg/mL de piocianina em 48h 

Linhagens DOt 

(ABS) 
PI (%) PA (%) TA PCA DOc:DOt 

UFPEDA 224 0,137 --- 9,5 Fraca + 0,9 

AV02 0,172 --- 11,0 Fraca + 0,9 

AV12 0,128 29,3 --- --- + 1,4 

AV14 0,189 --- 15,3 Fraca + 0,8 

DO – densidade ótica (590 nm) com desvio padrão de 0,01, PI – percentual de inibição da adesão no 

substrato condicionante, PA– percentual de adesão das células ao substrato condicionante, TA – tipo da 
adesão, PCA – presença de células aderentes, DOc: DOt – razão da DO do controle e do teste 

DO dos controles: UFPEDA 224 (0,124), AV02 (0,153), AV12 (0,181) e AV14 (0,160) 

 

 

A concentração inibitória mínima de piocianina perturbou a adesão das linhagens 

de E. coli de forma estatisticamente significativa, comparada ao controle (Figura 10). No 

entanto, esta inibição não ocorreu de forma completa, mesmo no caso do isolado AV12. 

Quando comparados os valores percentuais obtidos neste e no teste de adesão de P. 

aeruginosa na presença do indol, ficou evidente que a piocianina possui mais atividade 

frente E. coli do que o indol à P. aeruginosa. 

Ressalta-se, no entanto, que em todas as condições, incluindo a que resultou uma 

inibição da adesão das células cerca de 30% (AV12), havia presença de células com 

potencial aderente, mesmo esta adesão ter sido considerada fraca. Em complemento, a 

razão entre as absorbâncias no controle e no teste revelam o efeito aditivo da piocianina 

sobre a adesão das linhagens de E. coli, com exceção para AV12, tratada como indiferente, 

uma vez que quando os valores desta razão estão acima de 1, indicam tal efeito (LEWIS et 

al., 2002), ou seja, mesmo inibindo a adesão, na condição do teste, as células de AV12, 

embora perturbadas, ainda exibiam condições de adesão ao substrato condicionante, 

mesmo que de forma fraca. 
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Figura 10 – Comparação do percentual de adesão entre as linhagens de Escherichia coli 

tratadas com 37,5 μg/mL de piocianina e o controle, sem piocianina (48 h): A – UFPEDA 224; 

B – AV02 e C – AV12. A análise de variância teste t student foi utilizada para avaliar os dados 

de formação de biofilme, considerando significativos ** p < 0,01; *** p < 0,005 
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5 DISCUSSÃO 

Há duas formas de vida microbiana na natureza: planctônica e séssil. A segunda, mais 

ocorrente, garante a formação de comunidades mistas, com elevado nível de organização, cuja 

manutenção da população em coexistência é garantida por meio de vários mecanismos, nos 

quais a concentração de nutrientes e a sinalização química se destacam (HIBBING et al., 2010; 

TASHIRO et al., 2013). 

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo aeróbio, membro das 

pseudomonadas fluorescentes (ABDUL-HUSSEIN; ATTIA, 2016), caracterizada por uma 

notável versatilidade metabólica, que a confere ubiquidade, assegurando a persistência em 

ambientes que exercem diferentes graus de pressão seletiva (PIRNAY et al., 2005; MAIA et 

al., 2009). Cerca de 90-95% das linhagens produzem piocianina (MAVRODI et al., 2001), 

pigmento envolvido na produção de espécies reativas de oxigênio (MULLER; MERRET, 

2014), pelos quais se acredita constituir um dos principais mecanismos que garantem vantagem 

da P. aeruginosa frente outras bactérias (EL-FOULY et al., 2015). 

É de conhecimento na comunidade científica de que em meio aquoso, P. aeruginosa e 

E. coli podem interagir (GONZALES-SILES; SJOLING, 2016). Esta associação por vezes 

representa perturbações especialmente aos coliformes, porém com efeito bioestático e não 

biocida (VASCONCELOS et al., 2010; VIANA et al., 2017). Para evitar um dano maior que a 

estase da população de E. coli, a bactéria lança do seu arsenal metabólico, visando a sua 

manutenção no meio, até encontrar condições favoráveis para seu crescimento (CHU et al., 

2012; MOLINA-SANTIAGO et al., 2017). 

Dessa forma pode-se observar a ação inibitória da piocianina frente as bactérias 

testadas, onde as linhagens UFPEDA 224, AV02, AV12 e AV14 possuíram uma mesma 

concentração inibitória mínima do exometabólito testado, onde o CIM estabelecido foi de 0,178 

mM de piocianina. Diversos trabalhos na literatura abordam a ação inibitória que a piocianina, 

onde seu primeiro relato de ação antimicrobiana ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial, 

em um estudo que relata a inibição do crescimento de E. coli (WAKSMAN; WOODRUFF, 

1940). Acredita-se que o efeito causado pela piocianina, seja ele biocida ou bioestático, é 

dependente de sua concentração e relatos indicam que sua atividade envolve diferentes 

mecanismos de ação intracelular, podendo atuar a nível de cadeia respiratória e rompimento do 

mecanismo de transporte ativo pela membrana, diminuição no suprimento de oxigênio para as 

células, levando ao acúmulo de superóxido e peróxido de hidrogênio. Além disso, a piocianina 
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pode degradar o fluxo de elétrons, promovendo um efeito tóxico nas células afetadas (BARON; 

ROWE, 1981; PRICE-WHELAN et al., 2007; JAYASEELAN et al., 2014).  

Mesmo quando aplicadas em concentrações sub-inibitórias, características 

importantes das enterobactérias podem ser alteradas na presença da piocianina, cinética de 

crescimento, perfil bioquímico, mecanismos contra o estresse oxidativo, motilidade e produção 

de biofilme são alguns dos possíveis alvos da ação do composto fenazínico (ANDRADE et al., 

2016). Geralmente, a investigação do efeito gerado pela interação composto 

antimicrobiano/bactéria é realizada apenas para morte (concentração bactericida minima) ou 

inibição do crescimento (concentração inibitória minima) da linhagem bacteriana testada e dar-

se menos importância ao estudo de fatores de virulência comumente expressos, como adesinas 

de superfície polissacarídicas (BRAGA et al., 2000; PAGANO et al., 2004). 

Fenômenos ocorridos na superfície externa bacteriana, como a síntese de biofilme, são 

tão importantes para seu estabelecimento quanto os mecanismos que ocorrem no interior 

celular. Dessa forma, nosso experimento avaliou a ação da piocianina sobre a adesão de 

linhagens de E. coli (UFPEDA 224, AV02, AV12 e AV14), observando seu efeito quanto a 

formação de biofilme, já estabelecidos em 24 e 48 horas, em superficies de poliestireno. Em 

nossas condições experimentais, a piocianina demonstrou uma potente atividade antiadesão 

contra os isolados de E. coli, onde todas as linhagens tratadas apresentaram taxa de adesão ao 

poliestireno menores que 20%. Resultados que se assemelham aos ensaios realizados por 

Pagano e colaboradores (2004), onde a ação da linezolida e vancomicina foi visualizada perante 

a adesão celular bacteriana a superfície do poliestireno, relatando um efeito antiadesão 

ocasionado pelos compostos. 

Da mesma maneira foi avaliado a ação do indol, um importante exometabólito 

sintetizado por E. coli, testado em isolados de P. aeruginosa (UFPEDA 416, TGC02 e TGC04) 

visando estabelecer seu efeito perante a adesão celular bacteriana em superfície de poliestireno. 

Resultados se mostraram dependentes a concentração testada, onde a concentração de 1 mM de 

indol causou maiores reduções na adesão quando comparado a concentração de 0,5 mM.  Dados 

contrários a nossos resultados foram relatados por Kim e colaboradores (2015), onde foi 

mostrado que o indol, na concentração de 0,4 mM, foi capaz de estimular a síntese de biofilme 

em P. aeruginosa. Relatos científicos indicam que linhagens de P. aeruginosa são capazes de 

sintetizar um composto químico chamado de antranilato, que pode antagonizar os efeitos do 

indol sobre a formação de biofilme (LEE et al., 2007; KIM et al., 2015). Fator esse que não foi 
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observado em nossos experimentos, visto que a redução da taxa de adesão celular foi relatada 

quando ocorreu o contato com o indol. 

Outro experimento foi realizado visando estabelecer a relação que ocorre entre 

exometabólitos produzidos por E. coli e suas ações na virulência bacteriana mediada pela 

síntese de piocianina, realizado em dois isolados de P. aeruginosa (TGC02 e TGC04). Dentre 

os exometabólitos testados, o indol se mostrou mais inibitório à produção de piocianina por 

ambas TGC02 e TGC04, quando comparado ao acetato, possivelmente em razão de sua 

toxicidade. Por outro lado, sabe-se que o acetato também pode promover efeito negativo sobre 

organismos coexistentes com E. coli. Concentrações cerca de 20mM de acetato podem retardar 

o crescimento ou inibir a formação de proteínas em organismos competidores, porém tal 

concentração não ocorre naturalmente (MEY et al., 2007). Molina-Santiago et al. (2017) 

demonstraram que o acetato foi um dos principais mecanismos de defesa de E. coli K-12 

MG1655 frente P. putida DOT-T1E. 

Por outro lado, enfatiza-se que o acetato reduziu o efeito inibitório do indol sobre os 

isolados TGC02 e TGC04, quando as duas moléculas estavam associadas, especialmente nas 

condições em que a concentração do indol foi 0,25 mM, como observado na condição 2mM de 

acetato e 0,5 mM de indol, quando TGC02 produziu 68 µg/mL de piocianina, representando 

um aumento cerca de 20% em relação ao controle. Este aparente equilíbrio é sugestivo de que 

o acetato pode ter sido utilizado como fonte adicional de carbono, baseado numa observação 

prévia de utilização de acetato por uma linhagem P. putida na presença de E. coli (MOLINA-

SANTIAGO et al., 2017). 

E. coli excreta de 10 a 30% do fluxo de carbono da glicose para o acetato em meio 

contendo glicose, mesmo quando a cultura está totalmente aerada (FARMER; LIAO, 1997). O 

acetato também pode ser consumido por E. coli em termos de fornecer suporte nutricional ao 

crescimento sob condições de estresse, podendo ser metabolizado por duas vias alternativas: a 

primeira, Pta-AckA, reversível e a segunda, pela acetil-coA sintetase, irreversível e de alta 

afinidade (ENJALBERT et al., 2017). Ressalta-se que por também servir como fonte alternativa 

de carbono para produção de biomassa e energia para P. aeruginosa, o acetato é um 

exometabólito menos danoso para a célula (LOPES et al. 2011). 

É importante lembrar que embora houve um maior aporte de carbono, via acetato, em 

algumas condições, isto não promoveu diferenças significativas na produção de piocianina 

quando a concentração de indol foi igual ou maior que 0,5 mM, reforçando a hipótese de que o 
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indol é uma molécula potencialmente mais inibitória. Conhecer a quantidade de indol e de 

acetato produzidos quando E. coli é perturbada em seu ambiente pode contribuir para a 

elucidação da dinâmica populacional das duas espécies em comunidade mista. 

Kuznetsova et al. (2013) reportaram a redução da produção de piocianina em três 

linhagens-padrão de P. aeruginosa quando cultivada em cultura mista com a E. coli, atribuindo 

esta redução à presença de exoprodutos, sem nomeá-los. Entretanto, Chu et al. (2012) 

estudaram o crescimento de E. coli em cultura mista, identificando o indol como molécula anti-

quorum sensing para P. aeruginosa, o que garantiu a persistência de E. coli no meio. Em 

complemento, Lee et al. (2009) demonstraram que o indol, na concentração de 1,0 mM inibiu 

444 genes de P. aeruginosa, incluindo aqueles que regulam a produção dos intermediários da 

síntese da piocianina, tais como phzC2, phzD2, phzE2 e phzF2, imprescindíveis na conversão 

do ácido 5-metilfenazina-1-carboxílico betaína (PCA), em 1-hidróxi-5-metil fenazina, i.e., 

piocianina (MAVRODI et al., 2001). 

A biossíntese de piocianina é mediada pelo sistema de quorum sensing (QS) via 

sistema PQS (MANGWANI et al., 2015). O QS é um mecanismo de sinalização química 

dependente da densidade celular, utilizado pela P. aeruginosa para garantir, dentre outras 

respostas, a estabilidade de sua população em um determinado ambiente sob pressões de 

diferentes naturezas (BRUGER; WALTERS, 2016). Adicionalmente, a piocianina foi descrita 

como sinal fisiológico, assumindo o papel de regulador de sensores de quorum sensing, 

controlando genes durante a fase estacionária de P. aeruginosa (DIETRICH et al., 2006). A 

participação da piocianina como sinalizador molecular em P. aeruginosa foi identificada como 

importante fator durante a formação e estabilidade de biofilmes (KHARE; ARORA, 2011; 

SKARIYACHAN et al., 2018), bem como acredita-se que a piocianina é requerida como 

autoindutor da expressão de certas características fenotípicas de P. aeruginosa, dentre elas, a 

biossíntese de agentes tensoativos, favorecendo com isso, a degradação de hidrocarbonetos 

(DAS; MA, 2013; VIANA et al., 2018). 

As interações microbianas ocorrem com o intuito de promover a estabilidade das 

populações no ambiente, garantindo o reconhecimento de substratos, bem como da 

transferência de informações genéticas, resultando uma diversidade de fenótipos (JIMENEZ et 

al., 2012; BRAGA et al., 2016). No mundo microbiano, a competição é um evento comum e 

esperado. No entanto, evidências sugerem que as interações interespécies são fracas, uma vez 

que podem ser resolvidas pela separação espacial (GHOUL; MITRI, 2016). Para os 

microrganismos, o equilíbrio entre as populações traz muito mais vantagens do que a 
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eliminação de uma determinada população. Isto talvez reforce e justifique o fato da redução da 

produção de piocianina, porém, não mais que a metade.  

Portanto, através de relatos elucidados nesse estudo, pode-se afirmar que E. coli e P. 

aeruginosa possuem a capacidade de sintetizar e excretar compostos químicos que são capazes 

de prejudicar a aderência do biofilme caso venha ocorrer uma possível interação entre essas 

espécies. Fortalecendo dessa maneira relatos que indicam que E. coli e P. aeruginosa podem 

estabelecer uma relação de antibiose, onde a E. coli pode sintetizar compostos que inibem o 

crescimento da P. aeruginosa e o contrário também se faz verdadeiro, porém, ambas as espécies 

não visam a depleção umas das outras do ambiente em que estão inseridas (KUSNETSOVA et 

al., 2013; MOLINA-SANTIAGO et al., 2017). Resultados esses que nos ajudam a construir 

novas estatégias experimentais antiaderência, que se mostra como um fator essencial para 

contornar o estabelecimento e manutenção de espécies bacterianas na forma de biofilme. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Nas condições estabelecidas e avaliadas por este estudo, os exometabólitos 

sintetizados por Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, possuem atividade inibitória na 

interação microbiana. Demonstrando que espécies bacterianas possuem a capacidade de 

sintetizar e excretar compostos químicos capazes de atuar em diversos alvos celulares e também 

em seu biofilme, porém, esses compostos não possuem o intuito de debelar espécies do meio, 

apenas visam a inibição do seu crescimento, ocasionando assim apenas um efeito bioestático. 

A piocianina produziu um efeito inibitório, concentração-dependente, sobre as 

linhagens de Escherichia coli testadas, além de causar uma interferência na adesão celular dos 

isolados a superfície. Resultados observados para as linhagens UFPEDA 224, AV02, AV12 e 

AV14. 

Os exometaólitos indol e acetato, produziram efeitos anti Quorum sensing nas 

linhagens de Pseudomonas aeruginosa avaliadas, onde as linhagens UFPEDA 416, TGC02 e 

TGC04 apresentaram variações na produção de piocianina, quando em contato com os 

exometabólitos. O indol também gerou uma redução na adesão celular das linhagens testadas 

no estudo. 
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APÊNDICE A – Cadastro dos isolados no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)  
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APÊNDICE B – Curva de calibração da piocianina 
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APÊNDICE C – Carta de aceite da publicação do artigo 
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