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Resumo

RESUMO

As bactérias produzem péptidos antimicrobianos que apresentam atividade sobre varios
organismos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As bacteriocinas sdao péptidos
antimicrobianos de baixo peso molecular sintetizados por via ribossémica, apresentando
diversas aplicacbes, como a producao de novos fadrmacos. Algumas bacteriocinas produzidas por
Bacillus demonstram atividade contra patdgenos multirresistentes, como é o caso do

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

Este trabalho teve como objetivo a identificacdo de compostos antimicrobianos produzidos

a partir de Bacillus isolados do solo dos Acores com acdo contra Staphylococcus.

De 20 isolados iniciais, pelo método de co-inoculacdo com M. luteus, S. aureus e E. coli,
foram escolhidos 7 isolados que apresentavam elevada atividade antimicrobiana. Procedeu-se a
cultura em meio liquido destes 7 isolados, selecionando dois (5117B e S118E) que apresentavam
atividade apenas sobre M. luteus. Otimizou-se a producdo de AMP’s em meio liquido através da
imobilizacdo das células produtoras em esferas de agar. Deste processo resultou a recuperacao
da atividade contra S. aureus, e o aumento de atividade antimicrobiana, contra M. luteus, que
tinha sido perdida quando as células foram transferidas do crescimento em meio sélido para o
meio liquido. Foi selecionado o isolado S118E por apresentar mais atividade antimicrobiana,
especialmente, contra S. aureus. Utilizando a mesma técnica de imobilizacdo, aumentou-se a
producdo de sobrenadante. Através da degradacdo com 5mg/mL de proteinase K e da inativacdo
pelo aumento da temperatura, concluiu-se que o composto ativo apresentava natureza proteica.
Baseados nesta informacdo orientamos o processo de separagdo para pequenas moléculas de
natureza proteica. O sobrenadante das culturas foi recolhido, filtrado e testado em todas as
etapas, inicialmente, pelo método de difusdo em agar e, posteriormente, substituido pelo

método de diluicdo em meio liquido.

O sobrenadante foi concentrado e fracionado tanto por Centricon, como por processos de
precipitacdo, utilizando sais e solventes organicos. O sobrenadante do processo de precipitacdo
com acetona otimizado foi fracionado através da coluna Superdex peptide 10/300 GL, coluna de
fase reversa com resina C18 e coluna de fase reversa RPC por FPLC. A atividade foi recolhida da
coluna Superdex entre os 21 e 22 minutos, indicando para moléculas menores que 5kDa. A
atividade antimicrobiana foi, também, eluida com 30% e 60% de acetona na coluna C18 e eluida

por volta dos 60% de acetona da coluna RPC. Foi atingida a maior purificagdo com 220 fold de

Vil
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purificacdo e 20% de recuperagao na amostra 60% C18. Verificou-se que a atividade nao era
detetavel a absorvancia de 280nm. Ambas as fra¢Ges analisadas por MALDI-TOF MS estdo
enriquecidas em péptidos com peso molecular entre 700 e 1024 Da. A analise do gene 16S
identificou o isolado S118E como Bacillus pumilus, posteriormente, confirmado pela analise do
genoma com 3,6Mbp. Da mineragao gendmica resultaram 4 clusters de genes com 78%, 80%,
85% e 91% de similaridade com cluster produtores de lichenisina, bacilibactina, bacilisina e
plantazolicina, respetivamente. Confirmou-se a presenca do gene pznA que sintetiza para o
péptido precursor da plantazolicina e para o gene pznC que sintetiza enzimas modificadoras

deste péptido.

Este trabalho permitiu identificar bacteriocinas produzidas por Bacillus pumilus S118E com
acdo contra Staphylococcus aureus sendo necessdrio mais testes para confirmar a sua atividade

anti-MRSA.

Palavras-chave: Bacillus sp., Staphylococcus sp., Péptidos antimicrobianos (AMP), Bacteriocinas,

Agores.



Abstract

ABSTRACT

Bacteria produce antimicrobial peptides that exhibit activity on various organisms, including
Gram-positive and Gram-negative bacteria. Bacteriocins are low molecular weight antimicrobial
peptides synthesized ribosomally, with diverse applications, such as the production of new
drugs. Some bacteriocins produced by Bacillus demonstrate activity against multidrug-resistant

pathogens, such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).

This work aimed to identify antimicrobial compounds produced from Bacillus isolated from

the soil of the Azores against Staphylococcus.

From 20 initial isolates, using the co-inoculation with M. luteus, S. aureus and E. coli, 7
isolates were chosen that showed high antimicrobial activity. These 7 isolates were cultured in
liguid medium, selecting two (S117B and S118E) that showed activity only against M. luteus. The
production of AMPs in liquid media was optimized by immobilizing the producing cells on agar
beads. This process resulted in recovery of activity against S. aureus and increased antimicrobial
activity against M. luteus, which had been lost when the cells were transferred from growth in
solid medium to liquid medium. Isolate S118E was selected as it presented more antimicrobial
activity, especially against S. aureus. Using the same immobilization technique, the production
of supernatant was increased. Through degradation with 5mg/mL of proteinase K and
inactivation under increased temperature, it was concluded that the active compound had a
proteinaceous nature. Based on this information, we guided the separation process towards
small molecules of a protein nature. The culture supernatant was collected, filtered, and tested
at all stages, initially by the agar diffusion method and, later, replaced by the liquid medium

dilution method.

The supernatant was concentrated and fractionated both by Centricon and by precipitation
processes, using salts and organic solvents. The supernatant from the optimized acetone
precipitation process was fractionated through the Superdex peptide 10/300 GL column, C18
resin reversed phase column and RPC reversed phase column by FPLC. Activity was collected
from the Superdex column between 21 and 22 minutes, indicating molecules smaller than 5kDa.
The antimicrobial activity was also eluted with 30% and 60% acetone on the C18 column and
eluted around 60% acetone on the RPC column. The highest purification was achieved with 220
purification-fold and 20% recovery in sample 60% C18. It was found that the activity was not
detectable at absorbance of 280nm. Both fractions analyzed by MALDI-TOF MS are enriched in
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peptides with molecular weight between 700 and 1024 Da. Analysis of the 16S gene identified
isolate S118E as Bacillus pumilus, later confirmed by genome analysis with 3.6Mbp. Genomic
mining resulted in 4 gene clusters with 78%, 80%, 85% and 91% similarity with clusters producing
lichenisin, bacilibactin, bacillysin and plantazolicin, respectively. The presence of the pznA gene
that synthesizes the plantazolicin precursor peptide and the pznC gene that synthesizes enzymes

that modify this peptide was confirmed.

In this work was possible to identify bacteriocins produced by Bacillus pumilus S118E against

Staphylococcus aureus, requiring further tests to confirm their anti-MRSA activity.

Keywords: Bacillus sp., Staphylococcus sp., Antimicrobial peptides (AMP), Bacteriocins, Azores.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a multirresisténcia antimicrobiana compreende uma ameaca global
reconhecida por vdrias organizacdes como a OMS, a Comissao Europeia, Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (CCPD), Administracdo de Alimentos e Drogas dos EUA e pelo
Departamento da Agricultura dos EUA. Esta problematica resulta, principalmente, do consumo
continuo de antibidticos (Algahtani et al. 2023). Os patdgenos resistentes a drogas ameagam
tanto a saude como a economia. De facto, o CCPD estima que 70% das bactérias que causam
infecGes nosocomiais sdo resistentes a pelo menos 1 antibiético normalmente usado no
combate a estas infe¢des. Além disso, estima-se que as infecdes multirresistentes causam mais
de 700.000 mortes por ano e com a auséncia de medidas de mitigacdo, prevé-se que até 2050
seja capaz de causar cerca de 10 milhGes de mortes e provocar prejuizos na ordem dos 95 triliGes

de euros por ano (Liang & Diana, 2022; Liu et al., 2022; Saggese et al., 2022).

De modo a combater isto, foi desenvolvido um Plano de Ac¢do no Combate a Bactéria
Resistentes a Antibidticos pelos EUA a nivel nacional, de modo a desenvolver estratégias no
combate a infecOes provenientes destas bactérias. A One Health reconhece a interligagdo entre
humanos, plantas, animais e o ambiente e o respetivo impacto que cada um destes pode causa
sobre os restantes. Também, reconhece a transmissdo direta de genes de resisténcia a AMP’s
entre humanos e animais, quer pelo consumo destes e de plantas, quer pelo contacto direto de
humanos com animais, ou pelo contacto indireto, através da poluigcdo das quintas ou contacto
com os hospedeiros (Chung et al., 2023). Assim, implementaram-se restricdes no uso de
glicopéptidos, fluoroquinolonas e cefalosporinas na saude humana e na sadde animal (Chung et

al., 2023; Liang & Diana, 2022).

Com base no mencionado, mostra-se urgente a identificagdo de novas estratégias no
combate ao aumento da resisténcia dos patdgenos. As vacinas e os probidticos foram
considerados como alternativas aos antibidticos, contudo, um composto que se demonstra
promissor e que, inclusive, ja é utilizado em certos casos, sdo os péptidos antimicrobianos,
designados de AMP’s (Saggese et al., 2022). Efetivamente, estes sdo candidatos terapéuticos de
interesse pelo seu abrangente espetro de a¢do sobre bactérias, fungos, protozoa, parasitas e

virus (Liang & Diana, 2022).

A OMS declarou 12 patdégenos considerados como mais ameagadores a vida humana e que

sdo prioritdrios na pesquisa de novos compostos antibidticos. Nestes, encontra-se o
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Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) com prioridade de nivel dois ou alta e que,
segundo a OMS, é responsavel por 64% mais mortalidade, comparativamente as outras infe¢coes
nao resistentes (Abriouel et al., 2010; Liang & Diana, 2022; Liu et al., 2022). Além disso, é
também, responsavel por 10 vezes mais infecdes que todos os patégenos multirresistentes gram-

negativos (Liu et al., 2022).

Staphylococcus aureus é uma bactéria comensal da flora da pele e nasal em humanos
sauddveis. Também, pode ser um patégeno oportunista que causa infecbes na pele, tecidos
moles, bacteremia, osteomielite, artrite séptica, pneumonia, endocardite, entre outras. S.
aureus é altamente adaptativo, versatil e formador de biofilmes que os protege do sistema
imune. No caso do MRSA, este adquiriu por transferéncia horizontal o gene mecA que confere

resisténcia a antibidticos (Liu et al., 2022).

Na pesquisa de novos compostos anti-MRSA sdo utilizados screening de culturas e,
recentemente, embora pouco explorada, a mineragdo gendmica, utilizando as bases de dados
disponiveis (Aunpad et al., 2007; Liang & Diana, 2022; Liu et al., 2022). Ja foram descritos
exemplos de AMP’s e bacteriocinas produzidas por uma variedade de organismos com a¢do anti-
MRSA, como por exemplo a antinomicesina produzida por Actonomyces riminicola com acao in
vivo em ratos infetados com MRSA (Algahtani et al. 2023; Darbandi et al., 2021; Liang & Diana,
2022; Liu et al., 2022).

Quase todos os organismos do dominio da vida, desde microrganismos, plantas,
invertebrados até aos anfibios mais complexos e mamiferos, sdo capazes de produzir
metabolitos secundarios, conservados em termos evolutivos (Liang & Diana, 2022 ; Saggese et
al., 2022). Estes compostos sdo conhecidos como péptidos antimicrobianos (AMP) (Abriouel et
al., 2011; Mussa et al., 2020). Os AMP’s sdo uma grande classe de pequenos péptidos contendo
de 12 a 100 aminodcidos que apresentam, na maior parte dos casos, carga positiva e
propriedades anfipaticas (Liang & Diana, 2022; Singh et al., 2023). No caso dos animais

vertebrados, os AMP’s sdo designados de defensinas e catelicidinas (Saggese et al., 2022).

Até a data da elaboragdo da presente dissertacao, sdo conhecidos mais de 3.000 AMP com
grande diversidade quimica e sdo isolados a partir de varios organismos (Saggese et al., 2022).
Os AMP’s s3do classificados, maioritariamente, tendo em conta a estrutura das moléculas e os
mecanismos de biossintese destas. Estes péptidos podem ser sintetizados por via ribossomal
(RiPP) ou por via ndo ribossomal (NRPS). A polimixina e a uterina sdo exemplos de péptidos
sintetizados por via ndo ribossdmica e as bacteriocinas sdo um exemplo de péptidos sintetizados

por via ribossomal de origem bacteriana e estes podem sofrer modificacdes pds-traducio e/ou
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outros processos proteoliticos (Liu et al., 2022). Estas modificagdes podem ser essenciais, por
exemplo, na ativacdo de péptidos precursores sintetizados na sua forma inativa. Atribuiu-se o
termo de BLIS quando a origem de sintese de AMP’s é desconhecida. (Abriouel et al., 2011;

Mussa et al., 2020).

Os AMP apresentam diversas fung¢des, tendo um papel fundamental na imunidade inata e
na protecao contra a competicdo dos organismos produtores (Liang & Diana, 2022; Saggese et
al., 2022). Para os microrganismos, os AMP’s sdo considerados como a primeira linha de defesa.
Este péptidos demonstram atividade antimicrobiana sob largo espetro de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, sendo que, geralmente, demonstram mais atividade sobre as Gram-
positivas (Liu et al., 2022). Os AMP’s sdo capazes de atuar, também, sobre fungos, virus e outros

parasitas (Saggese et al., 2022).

Tal como ja foi referido, no caso dos vertebrados, os AMP’s sdo designados de defensinas e
catelicidinas que, para além da acdo antimicrobiana, induzem o processo de quimiotaxia e
apresentam fung¢des imunomoduladoras tanto na imunidade inata como na imunidade
adquirida, como por exemplo, induzem o processo de quimiotaxia de células imunes (Liang &

Diana, 2022; Saggese et al., 2022).

O género Bacillus compreende 377 espécies e podem ser encontrados em diversos
ambientes: aqudtico, solo, alimento, microbioma intestinal de mamiferos e artrépodes, entre
outros. E um taxon fenotipicamente e filogeneticamente muito diversificado. As bactérias deste
género sdo conhecidas por serem Gram-positivas aerdbicas e anaerdbicas facultativas, pelo seu
formato de bastonete e formadoras de esporos. Estas podem se encontrar na sua forma singular
ou agrupada, por vezes, em formato de cadeia ou em longos filamentos (Algahtani et al. 2023;

Kuwana et al. 2022).

Os Bacillus sdo os mais conhecidos pela producdo de péptidos antimicrobianos de diferentes
estruturas quimicas com diversas aplicagdes e atividades antibacterianas, antifungicas,
antivirais, antitumorais, antiamebas e antimicoplasmas (Basi-Chipalu et al., 2022; Danilova et al.,
2023). No caso de B. subtilis, 4 a 5% do genoma é dedicado a sintese de AMP’s, demonstrando
estes 24 estruturas diferentes (Danilova et al., 2023). Os péptidos antimicrobianos podem ser
lineares, ciclolipopéptidos e tiopéptidos. Dentro péptidos, os mais conhecidos deste género sdo
os ciclolipopéptidos de trés categorias estruturais: as surfactins, iturinas e as fengicinas (Saggese
et al., 2022). De modo geral, os produtos antimicrobianos de Bacillus sdo resistentes a

degradacdo enzimatica e a acdo da temperatura (Algahtani et al. 2023). As bactérias e os fungos,
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particularmente, sdo os alvos de mais estudo na pesquisa de novos compostos. No caso das

bactérias, sdo afetadas tanto Gram-positivas como Gram-negativas (Saggese et al., 2022).

A titulo de exemplo, quanto a espécie de Bacillus mais estudada para a producao de AMP’s,
nota-se que diferentes estirpes de B. subtilis sdo capazes de produzir diferentes tipos de
bacteriocinas, tais como subtilina, ericina A e S, sublancina 168, mersacidina, entre outros
(Saggese et al., 2022). Adicionalmente, B. sonorensis produz o péptido sonorensis com acgdo
contra B. subtilis, bem como E. coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Vibrio vulnificus (Basi-Chipalu et al., 2022). Também, sdo conhecidos
thyrocidin e gramicidina D que sdo pequenos péptidos produzidos por Brevibacillus brevis, a
bacitracina A por B. licheniformis e a bacilisina por B. subtilis, B. amyloloquefaciens e por B.

pumilus (Algahtani et al. 2023; Danilova et al., 2023; Mussa et al., 2020).

Relativamente a espécie Bacillus pumilus, esta pode ser alvo de AMP’s, como também pode
ser a prépria produtora, a titulo de exemplo, da bacilisina que é um péptido sintetizado por via
nao ribossémica (Danilova et al., 2023). Outro caso é a pumilacidina, um péptido de sintese ndo
ribossomal, com 7 aminoacidos (aa) de comprimento, apresentando acdo sobre S. aureus e L.

monocytogenes (Saggese et al., 2022).

Verifica-se que varios processos fisiolégicos como esporulagdo, producdo de biofilmes,
desenvolvimento celular, sintese de enzimas proteoliticas e produgdo de AMP em Bacillus sdo
controlados por mecanismos de quorum-sensing. A presenga ou a auséncia de certos fatores
externos faz inibir ou ativar a expressdo dos genes associados a sintese dos AMP’s. A presenca
dos préprios péptidos antimicrobianos, como o caso da bacilisina e da bacitracina, podem atuar

como moléculas sinal deste mecanismo (Danilova et al., 2023).

As bacteriocinas apresentam diversas propriedades que as tornam favoraveis em varios
usos. Nomeadamente, apresentam um estreito e eficaz espetro de agdo contra o parasita em
causa; baixa toxicidade para o hospedeiro; distintos modos de a¢do; por norma, elevada
estabilidade ao pH e a temperatura e facilidade de alteragdo estrutural através da bioengenharia.
Também, apresentam agao antimicrobiana sobre varios patégenos por via alimentar, como é o
caso de Enterococcus faecalis, Clostridium difficile, entre outros, e contra patégenos
multirresistentes (Karagiota et al., 2021; Liu et al., 2022). Por exemplo, sdo conhecidos casos de
utilizacdo de AMP’s de vertebrados na aplicagdo tépica e no tratamento de infe¢cdes nos

pulmdes, cavidade oral e na pele (Liang & Diana, 2022).

O género Bacillus produz bacteriocinas que apresentam vastas utilidades, como se observa

pela Figura 1. Estas bactérias apresentam caracteristicas valorizadas pelas industrias, tais como:

4
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seguranca, rdpida producdo, facilidade do manuseamento em ambiente laboratorial, poucas
exigéncias nutricionais, ciclos curtos de fermentacdo e elevada capacidade em secretar proteinas

para o meio extracelular (Basi-Chipalu et al., 2022; Beri¢ et al., 2014; Mercado et al., 2022).

applications of bacteriocins

pharmaceutical f°°d
Bacillus spp industry

fishery livestock

4 v

&,%

bacterlocms

Figura 1 - Aplicagées das bacteriocinas produzidas por Bacillus spp. em diferentes setores (in Basi-Chipalu et al., 2021).

No setor farmacéutico, varias espécies de Bacillus produzem compostos antimicrobianos de
interesse, nomeadamente, no tratamento de infecdes e na producao de suplementos. No caso
do tratamento de infe¢des, estes sdo considerados alternativas viaveis aos antibidticos
convencionais, uma vez que se verifica, cada vez mais, o desenvolvimento de resisténcias contra
estes antibidticos. As bacteriocinas atuam sobre diversos organismos, como mencionado
anteriormente, desde fungos a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, nas quais incluem-se
as bactérias patogénicas de humanos e animais (Abriouel et al., 2010; Mussa et al., 2020). A
titulo de exemplo, BLIS produzidos por Bacillus demonstraram-se eficientes na inibicdo de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e a Enterococcus resistente a vancomicina
(VRE). Para além disto, a bacitracina é um caso de um lantibidtico usado clinicamente em
combinagdo com outros compostos antimicrobianos. A sua toma didria de 7 a 10 dias
demonstrou efeito no tratamento de sintomas causados por Clostridium difficile. Ainda, a
bacitracina apresenta a¢do sobre S. puogenes e S. aureus (Danilova et al., 2023). Em termos de
producgdo de suplementos, destacam-se as seguintes bactérias: B. cereus, B. clausii, B. coagulans,
B. licheniformis, Bacillus paralicheniformis e B. subtilis (Abriouel et al., 2010; Algahtani et al.
2023). Os produtos destes sdo usados como probiodticos para humanos e para animais (Basi-

Chipalu et al., 2022).

No setor alimentar, as bacteriocinas sdo uma escolha promissora para a substituicdo natural

dos preservantes quimicos, normalmente, utilizados. As suas propriedades, como a estabilidade

5
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a temperatura e ao pH, permitem que, apds efetuarem o seu propdsito como preservantes,
sejam degradadas pelas protéases do sistema digestivo sem causarem efeitos téxicos, tais como
disbiose intestinal (Abriouel et al., 2010; El-Sharoud et al., 2022). De facto, a Organizacdo das
NagGes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS)
ja aprovaram a bacteriocina nisina produzida por Paenibacillus polymyxa como preservante

alimentar em aproximadamente, 50 paises (El-Sharoud et al., 2022).

Em aquacultura, os probidticos produzidos por Bacillus, como por exemplo B. licheniformis
e B. paralicheniformis, podem ser usados na preservacao do peixe, melhorando o processo de
armazenamento e industrializacdo de peixes, como pode ainda melhorar a saude dos peixes de
aquacultura (Algahtani et al. 2023). Em um dos casos, foram isolados Bacillus do microbioma
intestinal de peixes e pesquisou-se bacteriocinas com capacidades promissoras no tratamento
de infecOes em peixes. Nesta pesquisa, foi descoberta a bacteriocina TSU4 isolada do peixe Catla
catla. Ainda nesta area, também, a nisina é utilizada como preservante, neste caso de
embalagens a vacuo de truta arco-iris, sendo capaz de aumentar a preservacdo a 42C de 12 dias

para 16 dias (Basi-Chipalu et al., 2022).

Na pecudria, como mencionado anteriormente, as bacteriocinas produzidas por Bacillus
podem ser usadas como probidticos. Estas, tém capacidade para melhorar a saude animal, como
demonstra a lichenin com efeito antimicrobiano contra Eubacterium ruminantium e
Streptococccus bovis. As doengas causadas em animais por vezes carregam zoonoses, sendo
assim, estes probidticos contribuem para o controlo de infe¢Ges posteriores em humanos (Basi-

Chipalu et al., 2022).

Por fim, na agricultura e no ambiente, também, as bacteriocinas de Bacillus demonstram-se
importantes. Os Bacillus s3ao encontrados em diversos ambientes e tanto o solo como as plantas
ndo sdo excecdo (Algahtani et al., 2023; Danilova et al., 2023). Os mecanismos de interagdo
desenvolvidos ao longo da evolugdao entre estas bactérias e as plantas sdo um fator que
proporciona a pesquisa e a utilizacdo destes péptidos na agricultura. Estas rizobactérias sao
capazes de sobreviver sob as condi¢cdes adversas do ambiente, logo produzem compostos que
suportam as mesmas condicdes. Estes compostos sdo, por sua vez, utilizados por parte das
plantas, estimulando o seu crescimento e prevenindo infesta¢cdes e, assim, possiveis doencas
(Danilova et al., 2023). A titulo de exemplo, a ericina S apresenta atividade antimicrobiana sobre
Clavibacter michiganensis, bactéria responsavel pela corrosdo bacteriana no tomate. Ainda, o
lipopéptido surfactina demonstrou atividade antitumoral, antiviral e antibacteriano em plantas,

podendo ser aplicado como biorremediador. Também, o lipopéptido do tipo fengicina produzido
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por B. subtilis apresenta a¢do sobre Rhizoctonia solani, que causa doencas na planta do algodao

(Algahtani et al. 2023; Basi-Chipalu et al., 2022).

O modo de acdo dos AMP’s pode ser dividido de duas grandes formas: morte direta do
microrganismo alvo ou regulacao imunolégica. Em termos de acdo de defesa, o mecanismo de
acdo pode envolver o ataque sobre a membrana celular, provocando a lise celular e a posterior
morte. Como pode, também, atravessar sobre a membrana e inibir fungGes intracelulares
criticas, como a sua unido ao DNA, RNA ou a outras proteinas envolvidas nos processos
intracelulares. Pela acdo direta sobre a membrana, os AMP’s sdo capazes de interferir nas
interagdes hidrofébicas entre os componentes fosfolipidicos, na despolarizacdo, disrupcdo ou
formacdo de poros na membrana, entre outros casos (Karagiota et al., 2021; Liang & Diana, 2022;

Mercado et al., 2022; Singh et al., 2023).

Para além disso, o modo de acdo pode ser bactericida ou bacteriostatico, em que o primeiro
caso leva a morte celular quando exposto ao composto e o segundo caso leva a diminui¢cdo ou a
estagnacdo da divisdo celular. No entanto, o mesmo composto pode apresentar ambos os modos
de acdo sobre a mesma bactéria, quando presente em diferentes concentracées, mais
concretamente, a baixas concentracbes pode apresentar efeito bacteriostatico e a altar
concentracdes apresentar efeito bactericida (Aunpad et al., 2007). Os AMP’s produzidos por
Bacillus ndo sdo exceg¢do. Estes sdao conhecidos por alterar a parede celulares das Gram-positivas
e desorganizar a membrana exterior das Gram-negativas, alterando a sua estrutura e produzindo

lise celular (Mercado & Olmos, 2022).

A sintese de AMP’s em Bacillus é concretizada, principalmente, através de duas formas:
sintese ndo ribossomal de péptidos e a sintese ribossomal de precursores de péptidos, que sao

sujeitos, por sua vez, a modificagGes pds-tradugdo (Mussa et al., 2020; Saggese et al., 2022).

Sobre os péptidos sintetizados por via ribossdmica, mais concretamente bacteriocinas,
varios autores classificaram-nas de distintos modos. A primeira classificagao foi executada por
Klaenhammer em 1993, seguindo Nes et al. em 2007 e depois por Abriouel et al. em 2011. A
mais recente reclassificacdo cabe a Soltani et al. em 2021. Nesta, as bacteriocinas encontram-se
divididas em trés grandes grupos, classe |, classe Il e classe lll. As classes | e Il encontram-se
subdivididas em quatro e trés subclasses, respetivamente. A classificacdo tem por base as

diferencas de peso molecular dos péptidos produzidos (Tabela 1) (Basi-Chipalu et al., 2022).
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Tabela 1 - Classificacdo das bacteriocinas produzidas por Bacillus. Adaptado de Basi-Chipalu et al. (2022).

Classe Subclasse

1.1
Lantibidticos de péptido Unico
Ex: Subtilina, Ericina A e S (B. subtilis)

1.2

Classe |
Outros lantibidticos de péptido unico
Péptidos com <5kDa
Ex: Mersacidina (Bacillus sp.) e Sublancina 168 (B. subtilis)

1.3

Possuam modificacdes pds-

traducionais
Lantibidticos de dois péptidos

Ex: Haloduracina (B. halodurans) e lichenicidina (B. licheniformis)

1.4

Conformacdes Unicas

Il.a
Classe Il
Pediocin-like
Péptidos com 6-10 kDa b

Sem modificacOes
Compostos de dois péptidos
Péptidos com pontes de

Il.c
dissulfureto instaveis.

Péptidos ativos por thiol

Classe Il

Proteinas de grandes dimensdes (30kDa)

Ex: Megacin A-216 e Megacin A-19213 (B. megaterium)

Deve-se referir, no entanto, que a maioria das bacteriocinas produzidas por Bacillus
enquadram-se nas Classes | e Il com baixo peso molecular (Aunpad et al., 2007). Ainda dentro
destas, grande parte encontra-se na classe |, ou seja, péptidos antimicrobianos com tamanho
inferior a 5kDa e com modificagbes pds-traducao. Estes péptidos sao os mais bem caracterizados
a nivel estrutural, determinantes genéticos e em termos de mecanismos de biossintese (Abriouel

et al., 2010).

Para além das bacteriocinas modificadas, este género também produz outras bacteriocinas
nao modificadas, constituindo a classe Il, algumas bacteriocinas pediocin-like, proveniente de

bactérias laticas, péptidos desconhecidos com origem em novas sequéncias, entre outros casos.
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Esta elevada variedade sugere a transferéncia de genes horizontais entre as espécies (Abriouel

etal., 2010).

O género Bacillus apresenta, também, alguns AMP’s e bacteriocinas com acdo anti-MRSA.
Em primeiro lugar, destaca-se a bacteriocina BAC-IB17 produzida por B. subtilis com possiveis
aplicagcdes farmacéuticas, na industria alimentar e capaz de suportar condi¢bes ambientais
adversas (Ansari et al, 2018). Seguidamente, refere-se o exemplo da pumilacidina, um
lipopéptido de sintese nao ribossomal (NRPS) produzido por Bacillus pumilus com ac¢do anti-

MRSA e até contra Listeria monocytogenes (Aunpad et al., 2007; Saggese et al., 2022).

Através deste enquadramento, fica patente a elevada importancia da pesquisa de novos
compostos antimicrobianos para contribuir no combate contra bactérias multirresistentes.
Assim, a presente dissertacdo enquadra-se na pesquisa de AMP’s sintetizados pelo género
Bacillus com atividade antimicrobiana sobre cocos Gram-positivos, principalmente, contra o

género Staphylococcus.

Tendo em conta a variedade de compostos antimicrobianos produzidos pelo género Bacillus,
este trabalho pretende identifica e caracterizar compostos antimicrobianos produzidos a partir
de Bacillus isolados do solo dos Acgores, que integram a Colec¢do de Bacillus da Universidade dos

Acores, pertencente ao Centro de Biotecnologia dos Agores (CBA).
Para concretizar isto, os objetivos especificos deste trabalho consistem em:

e Selecionar isolados que demonstram elevada atividade antimicrobiana pelo
teste de co-inoculagdo com M. luteus, S. aureus e E. coli;

e QOtimizar a produgdo de AMP’s de 2 isolados através da imobilizagdo em esferas
de agar colocadas em meio liquido;

e Aumentar a produgdo de sobrenadante com atividade antimicrobiana com a
imobilizagdo das células de 1 isolado;

e (Caracterizar a natureza proteica da atividade antimicrobiana;

e Fracionar, purificar e determinar a massa intacta da bacteriocina com mais
atividade antimicrobiana sobre Staphylococcus;

e Extrair e sequenciar DNA do isolado escolhido;

e Analisar os resultados de protedmica e de genética do isolado de interesse

através de MALDI-TOF MS e da mineragao gendmica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultura de Bactérias e Condi¢des de Crescimento

2.1.1. Bactérias Produtoras

As bactérias alvo do estudo da pesquisa de péptidos antimicrobianos sdo as bactérias do
género Bacillus sp. isolados de amostras de solo dos Acores que constam da Colecdo de Bacillus
da Universidade dos Acores pertencentes ao Centro de Biotecnologia dos Agores, CBA. Estas
bactérias produtoras encontram-se preservadas em forma de esporos incorporados em papel de

filtro estéril armazenados em eppendorfs estéreis.

Foram escolhidos vinte isolados, tendo por base conhecimentos prévios disponiveis na base
de dados da colecdo, isolados estes que anteriormente manifestaram atividade antimicrobiana.
Estes isolados foram os seguintes: S15D, S26D, S27A, S30D, S53C, S62B, S66A, S71E, S80E, S91B,
S92B, S110D, S1158B, S117B, S118E, S124A, S127E, S150C, S157B e S160A.

A recuperacdo destes isolados a partir dos esporos foi feita recorrendo a dois inéculos por
bactéria em dois meios diferentes, nomeadamente em placas de Agar Nutritivo (AN) e em placas
de meio T3 agarizado (Anexo |). Em ambos os casos, as bactérias foram analisadas ao microscépio
contraste de fase (Olympus BH2) com o objetivo de confirmar as caracteristicas tipicas de
Bacillus. Também, foi utilizando para confirmar a densidade de esporos produzidos para
armazenamento. Os papéis de filtro com os esporos foram inseridos no topo de cada placa

seguindo-se de um riscado pela restante.

Em termos de condi¢des de crescimento, os Bacillus foram inoculados em placas de AN e T3
agarizado e, uma vez incubados a 38°C por 24 horas, foram mantidos a 4°C e repicados

mensalmente em novas placas de AN e T3 agarizado.

2.1.2. Bactérias Indicadoras

Com o fim de detetar e testar os compostos antimicrobianos resultante da cultura das
bactérias produtoras, foram escolhidas trés bactérias que pertencem ao CBA, estas que sdo as

seguintes:
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e Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach, ATCC 125923, usado em controlo de
qgualidade;

e Micrococcus luteus (Schroeter) Cohn, DMS 220030, ATCC 4698, usado em controlo de
qualidade;

e Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers, estirpe EMG 2: K (lambda), DMS 498,
ATCC 23716.

Estas bactérias foram mantidas a 4°C em placas de AN e mensalmente repicadas em novas
placas de AN, incubadas a 38°C a E. coli e S. aureus e a 28°C o M. luteus por um periodo de 24

horas e 48 horas respetivamente.

2.2. Detecao de Atividade Antimicrobiana nos Isolados

Para avaliar a capacidade dos varios Bacillus para a producdo de compostos com atividades
antibacterianas, foi executado um teste de co-inocula¢do de cada um dos isolados com as trés
bactérias indicadoras. O teste consistiu em inocular o isolado de Bacillus fazendo um riscado
inicial do comprimento do diametro da placa de AN e incubar a 38°C por 16 horas. Apés o
crescimento do Bacillus em causa, foram inoculadas as bactérias indicadoras, usando como
inéculo uma cultura de 24h em meio LB, a 302C a 200rpm. Estes novos riscados de sentido Unico
foram feitos transversalmente ao riscado inicial, iniciando-se na extremidade da placa dirigindo-
se ao riscado central aproximando-os o maximo possivel sem cruzarem-se um com o outro. Apds

realizar os novos riscados, as placas foram incubadas novamente a 38°C entre 16-24 horas.

O espectado é observar ou ndo uma inibicdo do crescimento das bactérias alvo e conseguir
visualizar a distdncia em que, através do riscado produzido, o composto antimicrobiano
consegue atingir. Quanto maior a distancia do riscado com inibicdo do crescimento, mais

interesse tera dada bactéria produtora no desenvolver do trabalho.

L American Type Culture Collection

2 Cole¢3o alema de microrganismos do Instituto Leibniz
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M. luteus

Figura 2 - Imagem ilustrativa dos riscados efetuados no teste de co-inoculagdo.

2.3. Obtencao das Moléculas Ativas em Cultura Liquida

Para este passo, foram selecionados sete isolados, estes que sdo: S53C, S117B, S118E, S124A,

S150C, S157B e S160A.

Feita esta selecdo, procedeu-se a producdo inicial de cultura de cada um dos isolados em
meio de cultura LB e BHI. Esta producdo consistiu em, inicialmente, fazer dois pré-inéculos em
tubos de ensaio de 5mL de meio LB e BHI para cada bactéria e, apds 16 horas de incubacao a
30°C e a200rpm, faze-se umindculo a 2% em 50mL de meio LB ou BHI em erlenmeyers de 250mL

de capacidade. Estes erlenmeyers foram incubados por 16h a 30°C e a 200rpm.

De seguida, os 50mL de conteudo dos erlenmeyes foram transferidos para tubos de
centrifuga de 80mL de capacidade e centrifugados por 15 minutos a 19.658 x g a 4°C, Megafuge
16R Centrifuge (Thermo Scientific). Recolheu-se o sobrenadante e filtrou-se através de filtros de
seringa de acetato de celulose 0,2 um (Frilabo), reservando o filtrado estéril a -20°C para uso
futuro. Estes sobrenadantes foram testados através da técnica de difusdo em agar para avaliar a

atividade antibacteriana contra E. coli, M. luteus e S. aureus.

Verteram-se 35-40mL de meio agar nutritivo mole fundido num tubo esterilizado de 50mL e
inoculou-se 100uL da bactéria alvo, de modo que esta fique uniformemente incorporada
aquando do processo de solidificagdo do agar. As bactérias alvo adicionadas ao meio foram
previamente diluidas em solucdo salina a 0,9% a concentracdo de 10° a 10% a partir de uma
cultura em 5mL de LB sob as condi¢des de crescimento de 30°C por 24 horas a 200 rpm. Estas

placas foram mantidas a 4°C por um periodo de até um més.
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Uma vez feitas as placas de agar mole com a bactéria incorporada, foram feitos pogos no
agar com o auxilio de uma pipeta de Pasteur estéril e, com os pogos selados por 10ulL de agar,
iniciou-se a aplicacdo de 100uL dos compostos a testar. Depois de carregados os pocos, as placas
foram colocadas a 4°C durante 2 horas, impedindo o crescimento da bactéria alvo, mas
permitindo a difusdo das amostras. S6 apds este tempo, foram colocadas a incubar conforme as
condi¢cGes necessaria de crescimento para cada bactéria alvo, nomeadamente 28°C por 24-48h
para o M. luteus e 38°C por 24h para o S. aureus e E. coli. Apds o periodo de incubacao, verificou-

se ou ndo a presenca de halos de inibicdo e efetuou-se o registo dos mm do diametro destes.

2.4. Otimizacdo da Producdo por Imobilizacdo das Células em

Esferas de Agar

Em virtude dos resultados obtidos na producdo de sobrenadante com atividade
antimicrobiana dos Uultimos sete isolados mencionados, foram selecionados dois que

apresentaram um melhor desempenho.

O método utilizado foi o de Alkhalili et al. (2016), no qual aplicou-se a técnica de imobilizagdo
das bactérias produtoras em esferas de agar. Esta técnica permite otimizar a producdo de
sobrenadante com atividade antimicrobiana na medida em que aumenta a a¢do antimicrobiana
sobre as bactérias alvo. Esta técnica baseia-se na imobilizagao das células produtoras em esferas
de agar, denominadas de beads, que sdo inseridas e transferidas entre meios de cultura,
denominado de batches, incubados sobre as mesmas condi¢gdes. Os sobrenadantes destes

batches, por sua vez, foram testados para averiguar a presenca de atividade antimicrobiana.

Em uma primeira instancia, foram produzidas beads, por incorporacdo das células obtidas
por incubagdo, a 30°C por 16 horas a 200rpm, em 50mL de meio de cultura. As beads foram
inseridas em erlenmeyers contendo o mesmo volume de meio de cultura e incubadas sob as
mesmas condi¢des. Apds as 16h de incubagdo, as beads foram recicladas, sendo removidas do
meio de cultura antigo e introduzidas em meio de cultura e erlenmeyer novos, o qual é incubado
sob as mesmas condi¢des. Os batches foram processados por 5 vezes, até se registar um
decréscimo da atividade antimicrobiana. Os meios de cultura utilizados foram o meio LB e 0 meio
BHI, de modo a verificar em qual destes o isolado apresenta maior produgdo de composto com
atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana dos sobrenadantes filtrados dos varios

batches a 0,2um foi avaliada pelo método de difusdo em agar.
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Em uma segunda instancia, aumentou-se a escala de produgdo de sobrenadantes com

atividade antimicrobiana apenas em um isolado, S118E, de forma proporcional para 100mL de

meio LB. Para tal utilizou-se o procedimento descrito abaixo.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Fez-se um pré-indculo do isolado S118E em um tubo de ensaio de 5mL do meio LB, e
incubou-se a 30°C a 200rpm por 16horas;

Em 100mL de meio LB em erlenmeyers com 500mL de capacidade, adicionou-se 2mL do
pré-inéculo e incubou-se sobre as mesmas condi¢es que o pré-indculo;

Colocou-se os 100mL do conteudo dos erlenmeyers distribuidos em 2 tubo de centrifuga
e centrifugou-se por 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C com uma aceleragdo de nivel 9 e
uma desaceleragdo de nivel 8;

Reservou-se o sobrenadante da cultura a -20°C e testou-se a sua atividade
antimicrobiana;

Adicionou-se 50mL de solugdo salina a 0,9% a cada tubo de centrifuga e agitou-se no
vortex com o fim de lavar as células do meio LB residual;

Centrifugou-se sob as mesmas condicOes anteriores;

Entretanto, colocou-se o shot com 6éleo alimentar estéril em gelo e manter o agar
bacterioldgico a 3,5% fundido;

Descartou-se o sobrenadante resultante da lavagem das células;

Ressuspendeu-se o pellet bacteriano de cada tubo com 2,5mL de meio LB, e levou-se a
estufa a 38°C por 15 minutos (evitar o choque térmico nas bactérias);

Preparou-se um goblé de 250mL de mistura solugdo salina e 6leo alimentar na proporgao
de 2:1 respetivamente. Inicialmente colocou-se 150ml de solucdo salina e depois 75ml
de éleo alimentar frio, deixando as duas fases separarem-se;

Adicionou-se 7,5mL de agar a 3,5% ao tubo de centrifuga com 2,5mL de meio com as
bactérias em suspensao;

Envolveu-se com vértex breve e colocou-se no goblé de 25mL;

Retirou-se com uma seringa estéril os 10mL de agar com bactéria e meio e faz-se pingar
gentilmente sobre a mistura de solugdo salina: dleo alimentar. As beads envolvem-se
inicialmente em uma camada de éleo frio adquirindo a forma esférica.

Deixou-se as beads transitarem para a fase da solugdo salina por um periodo de 5
minutos, enquanto repetiu-se o processo para o segundo tubo de centrifuga
correspondente a outra metade do volume do erlenmeyer para a mesma mistura
solucdo salina: 6leo;

Apds os 5 minutos, recolheu-se as beads com o recurso a um coador estéril;
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16. Lavou-se as beads sobre o coador com solucdo salina por 3 lavagens intercaladas com a
agitacdo das esferas para melhorar a eficacia das lavagens;

17. Deixou-se escorrer bem e introduziu-se as beads resultantes de 100mL de cultura em
um novo erlenmeyers com 100mL de meio LB;

18. Incubou-se o erlenmeyers a 30°C a 200rpm por 16horas;

19. No dia seguinte, reciclou-se as beads colhendo-as num coador e transferindo-as para um
novo erlenmeyers incubado sobre as mesmas condicdes;

20. A cultura de onde foram removidas as beads, com a presenca de algumas células, foi
centrifugada sob as mesmas condi¢Ges anteriores;

21. O sobrenadante foi reservado em falcons limpos de residuos a -20°C para uso futuro.

A atividade antimicrobiana dos sobrenadantes filtrados dos varios batches foi avaliada pelo

método de difusdo em agar e pelo método de diluicdo em meio liquido.

O método de diluicdo em meio liquido foi realizado em microplaca de 96 pocos estéril e
consiste em uma diluicdo seriada para metade de volume. Adicionou-se 100uL do composto a
testar por fila, filtrado a 0,2um, a 100uL de meio LB e, apds Up and Down, foram transferidos
100pL sucessivamente para o poco seguinte. Este processo € iniciado no 22 poco e termina no
112 poco, descartando os 100uL excedentes no final das transferéncias, deixando o 122 poco
como controlo do crescimento bacteriano e o 12 pogo como controlo do meio de cultura. Apds
isto, os pogos foram inoculados com 5uL da solugdo diluida da bactéria S. aureus, como
mencionado anteriormente, iniciando a adi¢do no 122 pog¢o e terminando no 22 pogo. A
microplaca foi incubada, selada com parafilme, a 38°C entre 16-24horas, até ser detetado a olho
nu o crescimento bacteriano. Estes passos vao de encontro com as normas estipuladas pelo
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (2022) (EUCAST) com algumas

modificag¢oes.

O método de diluigdo seriada permite obter mais informagao sobre os compostos a serem
testados dado que é possivel distinguir os compostos que apresentam ou ndo atividade
antimicrobiana e, também, determinar a partir de que diluicdo este composto deixa de
apresentar atividade. Assim, foram definidas unidades arbitrarias de a¢do antimicrobiana por

mililitro de amostra (UA/mL), seguindo a seguinte férmula adaptada de Ansari et al. (2018):

Unidad bithrias (UA/mL) = Valor reciproco da maior diluicao 1000
nidades arbutartas ma)= Quantidade de bacteriocina usada (ul) X
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De modo a confirmar a presenga de crescimento bacteriano, executaram-se leituras da
densidade dtica com recurso ao espectrofotdmetro Multiskan FC (ThermoScientific) a 540nm e

a 620nm.

2.5. Concentracao e Fracionamento dos Sobrenadantes

Apds recolhidos e filtrados os sobrenadantes, estes foram, em primeiro lugar, concentrados
através do processo de liofilizagdo. Para tal, recorreu-se ao concentrador Hyper VAC associado
ao sistema de refrigeracdo CoolSafe SCANVAC, interligado com uma bomba de vacuo, em que as
amostras sdo previamente congeladas a -56°C e colocadas em centrifuga¢do a 2000 rpm com 1
bar de pressdao com duracdo de 20 horas. Iniciando o processo com 40mL em cada falcon, apds
este periodo de liofilizacdo, recuperou-se um volume final de poucos mililitros, no entanto ndo
completamente seco. Depois, é reestabelecido o volume final desejado de 4mL, perfazendo o
restante com tampao fosfato 10mM pH 7,4 concentrando desta forma 10 vezes. O facto de nao
deixar evaporar toda a dgua do falcon contribui para a manutencdo da atividade antimicrobiana.
Este processo de concentracdo é essencial uma vez que, ao longo destes processos, ocorrem
diluigdes e perdas de material com atividade antimicrobiana. Sendo assim, se a amostra estiver
concentrada, é mais facilmente detetada alguma atividade mesmo considerando estas possiveis

perdas.

Uma vez concentrados os sobrenadantes, fracionou-se e purificou-se as amostras através de
dispositivos de ultrafiltragdo por centrifugagdo Centricon com membrana de 10kDa e com a
precipitacdao utilizando sais, como o sulfato de amodnio, e solventes organicos, como o
acetonitrilo e acetona. Estes processos foram baseados nos estudos de Karagiota et al. (2021),

Kumar & Aradhyam (2014) e Zhang et al. (2015).

2.5.1. Centricon

Os dispositivos de ultrafiltragdo por centrifugacdo Centricon (Millipore) com membrana de
10kDa utilizados estavam preservados a 4°C com o filtro embebido em uma solugdo contendo
azida de sodio a 0,1%. Nestes, foram adicionados 10mL do sobrenadante concentrado e
colocados a centrifugou-se a 4500 x g por 15 minutos a 4°C com o nivel de aceleracdo e de

desaceleragao 9.

Deste processo resulta o retentado e o eluido, sendo que o primeiro refere-se ao conteldo
gue ndo atravessou a membrana, apresentando compostos com tamanho molecular superior a

10kDa, e o segundo ao conteuddo que atravessou a membrana, apresentando compostos com
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tamanho molecular inferior a 10kDa. Ambas as fragdes foram filtradas através de filtros de
seringa 0,2um (Frilabo) e testadas para a presenca de atividade antimicrobiana através do

método de diluicdo em meio liquido.

2.5.2. Precipitacdo com 70% de Sulfato de Aménio

Esta metodologia foi baseada no artigo de Karagiota et al. (2021) e Sharma et al. (2011) com
modificacdes. Neste caso, foi utilizado 6mL do conteludo retentado do Centricon, previamente
tamponado com 120uL de tampao Tris HCl a 20mM concentracdo final, seguido de vdrtex.
Depois, respeitando a concentracdo de 436 mg/mL para obter uma percentagem de saturacdo
de 70%, adicionou-se 2,64 gramas de sulfato de amédnio (Chem-lab NV) de forma gradual

intercalado com agitacdo e mantido em gelo.

Uma vez adicionada a quantidade pretendida, colocou-se a amostra em agitacdo pelo
periodo de 3 horas. Passado este tempo, foi centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C
utilizando a centrifuga Megafuge 16R Centrifuge (Thermo Scientific). O pellet resultante da
centrifugacdo foi ressuspendido até ao volume de 5mL com tampao fosfato 50 mM pH 7. Tanto
o pellet ressuspendido com o sobrenadante resultante desta precipitacdo foram dialisados em

tampao fosfato 10mM pH 7,5 durante a noite.

No dia seguinte recolheu-se para falcons 8mL do pellet ressuspendido e 21ml do
sobrenadante, filtrados a 0,2um e testados, igualmente, através do método de diluigdo em meio

liquido.

2.5.3. Precipitacdao com Solventes Organicos

A metodologia utilizada para a precipitagdo com acetonitrilo foi baseada no artigo de Kumar
& Aradhyam (2014) e Zhang et al. (2015) e a metodologia utilizada para a precipitagdo com

acetona no artigo Zhang et al. (2015), em ambos os casos com modificagGes.

Por um lado, partindo de um volume inicial de 5mL, adicionou-se, de uma sé vez, o
acetonitrilo num racio de 2:1, ou seja, 10mL de acetonitrilo para 5mL de amostra a precipitar.
Por outro lado, partindo da mesma quantidade de amostra, 5mL, e uma vez com a acetona fria
em gelo, foram adicionados, de uma sé vez, 4 volumes de acetona para 1 volume de amostra,

por outros termos, 20mL de acetona para 5mL de sobrenadante concentrado.

Em ambos os casos, os falcons com a mistura a precipitar, foram, apds breve agitagdo,

mantidos a -20°C por 3 horas com o falcon na posi¢do vertical, facilitando a separagdo de duas
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fases. Depois, centrifugou-se a 4690 x g por 20 minutos a 4°C. Ambas as fases, mais densa e
menos densa de ambos os casos, resultantes da centrifugacdo, foram liofilizadas individualmente
por completo sobre as condicdes mencionadas anteriormente, com uma duragdo de 30 minutos
para as fases mais densas e 16 horas para as fases menos densas. Uma vez liofilizadas, foram
ressuspendidas, todas as fases, em tampao fosfato 10mM pH 7,4 até ao volume de amostra

inicial, 5mL.

Para os passos seguintes, escolheu-se utilizar apenas o processo de precipitacdo com
acetona, processo este que foi otimizado. Esta otimizacdo refletiu-se no volume a ressuspender,
em vez dos 5mL de volume inicial, a fracdo do sobrenadante liofilizado era ressuspendido com o
mesmo tampado para 1mL. Isto faz concentrar as amostras 50 vezes relativamente ao

sobrenadante recolhido das culturas.

Ambas as fracGes das duas reacles de precipitacdo foram, entdo, filtradas através de filtros
de seringa 0,2um (Frilabo) e testadas, da mesma forma, através do método de diluicdo em meio

liquido.

2.6. Teste de Estabilidade Térmica

Comegou-se por realizar um ensaio de estabilidade térmica ao composto obtido com
atividade antimicrobiana e, deste modo, interpretar se estas propriedades antimicrobianas apds

serem expostas a temperatura se mantinham ou ndo.

Assim, para este ensaio, foi utilizada a amostra do sobrenadante concentrado 10 vezes,
resultante das bactérias imobilizadas, no entanto, diluida na proporcdo de 200:800 de tampao
fosfato 10mM pH 7,4, diluida desta forma 5 vezes relativamente a concentracgdo inicial da

amostra.

Em primeiro lugar, as amostras foram submetidas durante 1 hora as temperaturas de 50°C,
60°C, 70°C, 80°C, 90°C e 100°C e a 121°C por 15 minutos (ciclo de esterilizacdo do autoclave).
Estas incubacbes foram realizadas em banho-maria, a exce¢do da incubacdo a 90°C e a 100°C,
que foram realizadas em bloco térmico (Biosan), e a 121°C, ciclo de esterilizacdo no autoclave
(Aunpad et al., 2007; Cladera-Olivera et al., 2004; Hammami et al., 2009 e Mouloud et al., 2013).
A atividade antimicrobiana apds a incubacdo foi testada pelo método de diluicdo em meio

liqguido, como descrito anteriormente.

Em segundo lugar, as amostras foram expostas a diferentes temperaturas ao longo do tempo,

de modo a determinar em que ponto se perdia atividade antimicrobiana. As temperaturas e os
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tempos utilizados estdo expressos na Tabela 2. Neste ensaio, utilizou-se a amostra eluida do
Centricon, diluida na proporg¢ao 200:800 da mesma forma que anteriormente, dado que, assim,
excluia-se da amostra enzimas produzidas pela prépria bactéria (com tamanho superior a
10kDa), logo, excluindo a hipdtese de que, sobre a a¢do da temperatura, estas enzimas
degradariam o composto antimicrobiano, enviesar os resultados do ensaio. Sem estas enzimas,

o eluido apresentara a atividade resultado das temperaturas exercidas.

Tabela 2 — Temperaturas e periodos de incubagdo do teste de estabilidade térmica.

Temperatura Tempo de exposicao
37°C 3h 6h 9h 15h 18h 24h 48h
50°C 1h30 2h 2h30 3h 3h30 4h 6h 8h 15h
60°C 1h30 2h 2h30 3h 3h30 4h 6h 8h 15h
80°C 10m 20m | 30m | 40m | 50m
100°C Im 2m 5m 10m

Para além disto, foi incubada uma amostra a temperatura ambiente rondando os 20°C por
54 horas, de modo a avaliar a estabilidade a temperatura ambiente. Todas estas amostras foram
analisadas em microplaca de 96 pocos por aplicacdo de 100uL num Unico poco com 100ulL de

meio LB.

2.7. Teste de Sensibilidade a Acao Enzimatica

Através do ensaio de sensibilidade a agdo enzimatica é possivel obter a caracteriza¢do da
natureza proteica do composto com atividade antimicrobiana. O composto apresenta natureza

proteica quando é degradado por acdo de pelo menos uma protéase (Lei et al., 2020).

Para este ensaio, foi utilizada a amostra do eluido do Centricon, diluido na proporg¢do de
200:800 com tampao fosfato 10mM pH 7,4. A amostra foi submetida ao tratamento com a

proteinase K, tripsina e subtilisina A nas condi¢des de incubagdo descritas na Tabela 3.

Apds a incubagdo, procedeu-se a inativagdo das enzimas no bloco térmico, a 100°C por 5
minutos. Apds este tempo, os eppendorfs foram colocados no gelo de modo a travar a reagao.
Deve-se mencionar que, para cada rea¢do enzimatica, foram realizados controlos, utilizando
tampao fosfato 10mM pH 7,4 no lugar das enzimas. As amostras tratadas, apds filtradas a 0,2um
(Frilabo), foram testadas através do método de diluicdo descrito anteriormente (Kindoli et al.,

2012 e Mouloud et al., 2013).
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Tabela 3 - Enzimas utilizadas no ensaio de sensibilidade térmica, quantidade de enzima e amostra por ensaio e
condigbes de incubagdo.

Enzima Concentragao Quantidade de Quantidade de Condicées
final (mg/mL) | enzima/tamp3do (uL) amostra (pL) §
1 6 114
Proteinase K 2 12 108 50°C por 1h
20mg/mL (Merck) 5 30 90
5 30 90 37°C por 2h
1 3 117
Tripsina 40mg/mL 37°Cpor 1h
. 2 6 114
(Sigma)
5 15 105 37°C por 2h
Subtilisina A
1 1 7°C 2h
40mg/mL (Sigma) > > 05 37°C por

2.8. Purificacao por Superdex Peptide, C18 fase reversa e FPLC

2.8.1. Cromatografia em Gel

Foi utilizada a coluna Superdex Peptide 10/300 GL (Cytiva) com o propdsito de separar
proteinas e/ ou péptidos. Esta coluna é constituida por uma malha de esferas de agarose e
dextrano com 13um de tamanho na qual é capaz de suster 24mL ao longo de 300mm de

comprimento com 10mm de largura, apresentando um valor superior a 30.000 pratos tedricos.

A coluna foi submetida as condi¢des de 1,5 MPa de pressdo e 0,6 mL/min de flow rate com
a inje¢do 300 a 900uL de amostra, sobrenadante da precipitagdo com acetona 50 vezes

concentrado, contendo fragdes de 1,8mL de amostra recolhida em cada eppendorf.

Inicialmente, realizou-se uma primeira cromatografia e foi analisada a atividade
antimicrobiana em 6 frag¢des, correspondendo a 6 picos do cromatograma. Depois, efetuou-se
mais 5 cromatografias de modo a obter mais quantidade de material fracionado. Destas
cromatografias foram produzidos cromatogramas com picos semelhantes. Todas as fragbes
obtidas que correspondem a cada um dos picos foram divididas por 7 grupos, -B, A, B, C, D, E e
F, em que cada grupo representa um pico distinto, com base no primeiro cromatograma. Estas
fragOes escolhidas foram liofilizadas, sob as mesmas condi¢Ges, e ressuspendidas com agua

destilada para um volume final de 400uL, apresentando um volume inicial de 1,5mL.

Utilizando o conteldo de cada pico mais concentrado, foi realizada uma nova cromatografia
com a mesma coluna e sob as mesmas condi¢des para o grupo C, com o objetivo de fracionar

ainda mais o pico de interesse. As fragGes obtidas na primeira cromatografia e na cromatografia

20



2. Material e métodos

resultante do grupo C foram filtradas a 0,2um (Gelman Sciences) e testadas através do método

de diluicdo em meio liquido, mencionado anteriormente.

2.8.2. Cromatografia de Fase Reversa - C18

Em paralelo, foram utilizadas colunas de centrifugacdo contendo resina C18, Pierce C-18 Spin
Columns (Thermo Scientific), seguindo as instrucdes fornecidas pela marca adaptado a amostra
utilizada. Apds ativar a coluna com 200 pL agua Milli Q e acetona a 50%, a coluna foi equilibrada
com 200 pL do tampao fosfato a 20mM, pH 7,6 com a adicao de 0,15M de NaCl. Depois,
adicionou-se 150 pL de sobrenadante da precipitacdio com acetona concentrado 50 vezes,
centrifugado previamente a 1500 x g por 1 minuto, repetindo o processo. Uma vez a amostra
retida na coluna, foi lavada por 3 vezes utilizando 200 plL de tampao fosfato a 20mM, pH 7,6,
com a adicdo de 0,15 NaCl. Por fim, a amostra retida na coluna foi eluida por duas vezes com 20
pL de acetona a 100% e centrifugada sob as condi¢des anteriores. Depois de evaporada a
acetona, o conteudo presente no eppendorf de recolha foi ressuspendido com 15 pL de tampao

fosfato a 10mM, pH 7,4.

Com a mesma resina, foram empacotadas colunas adaptadas a seringas com volume de 1mL
de capacidade. Foi ressuspendido num eppendorf resina C18 em 500 pL de acetona até a acetona
ficar turva. Depois, esta suspensdo foi carregada na coluna e, com o auxilio de uma seringa, foi
retirada a acetona, deixando apenas a estrutura da coluna de resina. A esta foi adicionada agua

destilada confirmando a sua estabilidade.

Inicialmente comegou-se por fazer a eluigdo desta coluna com acetona a 100%, mas, depois
de interpretar os resultados, verificou-se que seria mais eficaz se fossem feitas fracdes de certas
percentagens acetona. Da mesma forma, esta coluna foi ativada e equilibrada, de seguida
carregada por 3 vez com o mesmo 1mL de amostra, sobrenadante da precipitacdo com acetona
concentrado em 50 vezes, e lavada por 3 vezes com 5mL de tampao fosfato a 20mM com 0,15M
de NaCl. A eluigdo foi feita por 4 partes: uma fragdo de 5mL a 15% de acetona, uma fragao de
5mL a 30% de acetona, uma fragdao de 5mL a 60% de acetona e uma fragdo de 5mL a 100% de
acetona. Estas amostras foram liofilizadas por 1hora a 200rpm com vacuo de 1 bar e a -56°C. O
conteudo de cada eppendorf foi ressupendendido em 1mL com tampao fosfato 10mM pH 7,4,
no qual foi usado o mesmo volume para ressuspender todos os eppendorfs correspondentes a

mesma elui¢do.

Assim, as amostras recolhidas pela Spin Columns e pela coluna com resina C18 foram

filtradas a 0,2um (Gelman Sciences) e testadas pelo método de diluigdo em meio liquido.
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2.8.3. FPLC - Resource RPC 3mL

A coluna usada para a técnica de cromatografia liquida de proteinas rapida, do inglés “Fast
protein liquid chromatography” mencionada pela sigla FPLC, foi a Resource RPC (Cytiva)
desenhada para executar cromatografias de fase reversa. Esta coluna de 3mL de capacidade é
composta por resina SOURCE 15RPC que é baseada em esferas de 15um de didametro rigidas e

monodispersas de co-polimeros de estireno-divinilbenzeno.

Neste processo foram utilizados o tampdo A, tampao fosfato a 20mM pH 7,4, e o tampdo B,
acetona a 100%. Foram injetadas 900uL de duas amostras distintas neste processo, sendo a
primeira amostra a fracdo de eluicdo com 30% de acetona (30% C18) e a segunda amostra a
fracdo de eluicdo com 60% de acetona (60% C18), ambas resultantes do processo de
cromatografia de fase reversa com resina C18. Antes de carregar as amostras na coluna, foram
centrifugadas por 3 minutos a 10.000 x g. Os pellet’s resultantes foram ressuspendidos em 1mL
de tampao fosfato 10mM pH 7,4, e o sobrenadante foi aplicado na coluna. Foi aplicado um
gradiente de eluicdo com o tampao B para ambas as amostras. A primeira amostra teve um
gradiente iniciando em 15% e atingindo 90% e a segunda amostra um gradiente iniciando em

30% e atingindo 100%.

Nestes processos foram também dividas as fracées de ambos os cromatogramas em 5
grupos, A, B, C, D e E, com o fim de identificar em que parte do cromatograma verifica-se
atividade antimicrobiana. Estes grupos foram formados com base nas altera¢Ges registadas em
cada cromatograma, no qual alguns sdo associados a picos. As fracdes foram liofilizados por 16
horas a 200rpm com vacuo de 1 bar e a -56°C. Depois de agrupadas, foram ressuspendidas com
900uL de tampao fosfato 10mM pH 7,4 para cada grupo, mantendo assim o volume inicial

injetado.

Os cinco grupos de fracdes de cada cromatografia e os pellet’s ressuspendidos em tampao
fosfato foram filtrados a 0,2um (Gelman Sciences) foram testados pelo método de diluicdo em

meio liquido.

2.9. Quantificacao Proteica

Para quantificar a proteina nas amostras ao longo do processo e verificar até que ponto estas
foram purificadas foi utilizando o Pierce Kit BCA Protein Assay Kit (ThermoScientific). As amostras

testadas foram as seguintes:

1. Sobrenadante de cultura de células livres;
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Sobrenadante apds imobilizacdo das células batch 1;
Sobrenadante apds imobilizacdo das células batch 2;
Sobrenadante apds imobilizacdo das células batch 3;
Sobrenadante apds imobilizacdo das células batch 4;
Sobrenadante apds imobilizacdo das células batch 5;
Sobrenadante concentrado (volume inferior 10 vezes);

Sobrenadante da precipitacdo com acetona;

L 0 N o U~ W N

Eluido com 100% de acetona da coluna C18;

[EEN
o

. Eluido com 30% de acetona da coluna C18;
11. Eluido com 60% de acetona da coluna C18;
12. Fracao de 30%, grupo C, HPLC;
13. Fracdo de 60%, grupo C, HPLC.

Foi realizada uma solucdo de trabalho na proporcdao de 196ul:4ul, correspondendo a
primeira a solucdo A e a segunda a solucao B, ambas provenientes do kit. Depois, foi adicionado
a uma microplaca 10uL de amostra para as amostras de 9 a 13, 5 puL de amostra com 5ulL de
tampao fosfato 10mM pH 7,4 para as amostras de 1 a 6 e 0,2 uL de amostra com 9,8 uL de
tampao fosfato 10mM pH 7,4 para as amostras 7 e 8. Foi necessario fazer diluicdes nas amostras
de 1 a 8 devido a elevada concentragdo de proteina. Apds inseridas as amostras, foi adicionado
190uL de solugdo de trabalho, levou-se a incubar por 30 minutos a 38°C e, ao fim deste tempo,
agitou-se por 15 segundos e fez-se a leitura a 540nm no espectrofotémetro Multiskan FC
(ThermoScientific). Com as densidades 6ticas calculou-se a quantidade de proteina que continha

cada amostra.

2.10. Espetrometria de Massa MALDI-TOF MS

Foi enviado para o Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica da Universidade NOVA de
Lisboa duas amostras para espetrometria de massa MALDI-TOF MS com o fim de obter a massa
intacta dos péptidos que se possam apresentam nas amostras e a identificacdo destes. Sendo
assim, as duas amostras que foram enviadas foram a amostra eluida com 30% de acetona na

coluna C18 e a amostra eluida com 60% de acetona na coluna C18, ambas com 100uL.
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2.11. Amplificacao e Sequenciacao do Gene 16S da Bactéria S118E

2.11.1.Extracao de DNA por Lise Térmica

A extracdo do DNA para amplificacdo e sequenciacdo do gene 16S foi feita com recurso a
técnica de lise térmica. Nesta técnica é causado um choque térmico as células, degradando assim

as membranas e consequentemente libertando o DNA.

Para tal, iniciou-se com uma cultura do isolado incubado a 30°C, 200rpm por 16 horas, onde
é retirado 1mL e centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos. Uma vez descartado o sobrenadante,
colocou-se 1mL de dagua destilada, agitando com o vértex, e centrifugou-se nas mesmas
condicGes, descartando o sobrenadante. Estes Ultimos passos de lavagem foram repetidos por
mais uma vez. Depois de lavadas as células, foram adicionados 300uL de 4gua destilada,
ressuspendidas as células sob agitacdo e armazenadas por 2 horas a -80°C. Ao fim deste periodo,
foram colocadas de imediato a 95°C por 15 minutos. Depois seguiu-se uma nova centrifugacao
13.000 rpm por 5 minutos e do sobrenadante resultante foram recolhidos 200uL e reservados a

-20°C para uso futuro.

2.11.2. Amplifica¢do 16S

A amplificacdo do gene 16S tem como fim ser enviado para sequenciagdo. A utilizacdo dos
primers universais nesta amplificacdo ird permitir obter um fragmento de DNA de maiores
dimensdes, comparativamente ao fragmento produzido pelos primers especificos de Bacillus,

facilitando a homologia de sequéncias com a bases de dados.

Os primers utilizados foram o Primer R 1492R, com a sequéncia 5’-

CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’ e o Primer F 8F, com a sequéncia 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTGAG-3'.

O mix de reacdo de 25uL por amostra utilizava 20,3uL de dgua Ambion Nuclease-Free Water
Invitrogen (Thermo Fisher Scientific), 2,5uL de tampao dream tap 10x, 0,5uL de DNTP’s a 10mM,
0,25uL de primer F 10mM, 0,25uL de primer R 10mM, 0,2uL de taq polimerase Dream taq e, por
fim, 1uL de DNA das amostras a testar ou do DNA do controlo positivo (isolado S157B). Foi feito,

também, um controlo negativo contendo 1plL da mesma agua em substituicdo do DNA.

Para a reacdo de amplificacdo foi utilizado o termociclador Applied Biosystems (Life

Technologies) com as condigdes descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Condigées de amplificacdo do gene 16S utilizando os primers 8F e 1492R.

Desnaturagao Ciclos Extensao Terminado
inicial 30X final
. Desnaturagao Anelamento Extensao 10
5 minutos a - . - o
950C 30 segundosa | 30segundosa | 2 minutosa | minutos a | Infinito a 8°C
95°C 52°C 72°C 72°C

O produto do PCR foi analisado em gel de agarose a 1,2%, 0,36 gramas de agarose para 30mL
de tampado TBE 0,5x, ao qual foi adicionado 3uL de SYBR Safe (Invitrogen), e foi submetido a 100V
por 40 minutos. Ao carregar as amostras, para cada 5uL de aliquotas de DNA foi adicionado 1L
de tampdo de amostra 6X LD (Thermo Scientific) e foi carregado 4uL do marcador molecular 1Kb
plus (Thermo Scientific). Apds a migracdo das bandas, o gel foi retirado da tina de eletroforese

para o visualizador com radia¢do UV (Bio-Rad) no qual armazenaram-se imagens do gel.

2.11.3.Purificagdao do Produto de PCR

O Kit DNA Clean and Concentrator (Zymo Research) foi usado para purificar e concentrar o
produto de PCR da amplificacdo do gene 16S. Para tal, este foi executado conforme as indicacdes

provenientes do protocolo do kit, com algumas modificacdes.

Inicialmente, foi adicionado a um eppendorf estéril 95 uL do produto de PCR e 475ulL de DNA
binding buffer, respeitando a proporc¢do fornecida no protocolo, seguindo-se de agitacdo no
vortex. Esta mistura foi transferida para uma coluna Zymo-Spin inserida em um tubo coletor
seguindo de centrifugacdo a 16.000 x g por 30 segundos, descartando o produto passado pela
coluna. Adicionou se 200 uL de DNA wash buffer a coluna e prosseguiu-se com a centrifugacao
sob as mesmas condi¢des. Este Ultimo passo foi repetido mais uma vez. Por fim, foi adicionado
30uL de DNA elution buffer a coluna, deixou-se incubar a temperatura ambiente por um minuto.
Apds colocar um novo tubo de colheita, foi centrifugada pela dltima vez os tubos sob as mesmas

condicGes, eluindo o DNA da matriz para o tubo de colheita.

A concentragdo de DNA no produto eluido foi medida através do espetofotémetro Nanodrop
2000c (Thermo Scientific) a 260nm de absorvancia e foi armazenado a -20°C até futuro envio

para sequencia¢do do gene 16S.

2.11.4.Sequenciacao do 16S e Analise dos Resultados

As amostras do gene 16S amplificados com os primers universais foram enviadas para
sequenciacdo no laboratério STAB VIDA — Inv e Serv. Ciéncias Bioldgicas, Lda., bem como

aliquotas dos mesmos primers, 8F e 1492R. Com estes, foram feitos dois sequenciamentos do

25



2. Material e métodos

tipo Sanger, um forward e outro reverse, que serviram, através do programa Bioedit, para

construir a sequéncia consensus do gene 16S.

Utilizando a ferramenta Blast do webserver NCBI, foi possivel fazer o estudo da homologia

entre esta sequéncia consensus e a base de dados, permitindo a identificacdo do isolado.

2.12. Sequenciacao do Genoma do Isolado S118E

2.12.1.Extracao e Purificacdo do DNA Total

Para a extracdo do DNA para sequencia¢do do genoma do isolado foi utilizado o Kit Quick-
DNA Fungal/ Bacterial Miniprep (Zymo Research) seguindo as instru¢ées do protocolo fornecido
com o Kit, com modificacGes. Para tal, foi feito um inéculo do isolado S118E em 5mL de LB
incubado a 30°C a 200rpm por 17 horas, retirou-se 1mL de cultura e centrifugou-se a 10.000 rpm
por 1 minuto a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 1mL de Agua
Milli Q. Esta suspensdo apresentava uma densidade 6tica de 1.541 a 600nm de absorvancia no

espetrofotémetro (Implen).

Desta suspensao foi retirado 200uL para o tubo de lise ZR BashingBead e adicionados 750ulL
de tampao BashingBeads. Este tubo esteve em agitacdo maxima por 15 minuto e depois foi
centrifugado por 1 minuto a 10.000 x g. 400uL do sobrenadante resultante foram transferidos
para o filtro lll-F Zymo-Spin, inserido num tubo coletor e centrifugado por 8000 x g por 1 minuto.
Ao produto recolhido no tubo coletor, foi adicionado 1200 pL de tampdo Genomic Lysis e, desta
nova mistura, foram transferidos 800uL para uma coluna /ICR Zymo-Spin inserido em um tubo
coletor, e centrifugado a 10.000 x g por 1 minuto. A coluna com o DNA retido, em um novo tubo
coletor, foram adicionados 200uL de tampao DNA Pre-Wash e centrifugado nas mesmas
condicbes. De seguida, foram adicionados 500uL de tampdo g-DNA Wash e centrifugado da

mesma forma.

Por fim, para a eluicdo do DNA da coluna, foi colocado um eppendorf estéril de 1,5mL. Esta
eluicdo foi feita por duas vezes: uma primeira com 50uL de tampao e uma segunda com outros
50uL de tampdo, obtendo assim duas amostras de DNA, eluido por sua vez com tampdo DNA

Elution e centrifugado a 10.000 x g por 30 segundos.

Este DNA foi analisado em gel de agarose a 1,5%, 0,45 gramas de agarose para 30mL de
tampdo TBE 0,5x, e submetido a 100V por 30 minutos. As restantes condi¢des assemelhem-se

as mencionadas anteriormente.
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A concentracdo do DNA extraido foi medida através do espetrofotémetro Nanodrop,
mencionado anteriormente, e quantificado pelo Qubit 4 Fluorometer Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific). Neste, é produzida uma solucdo de trabalho constituida pela mistura entre o reagente
e o tampao, ambos fornecidos pelo kit Qubit, na propor¢do 1:199 uL respetivamente. De seguida,
sdo adicionados 5uL de DNA a 195puL de solucdo de trabalho, agitando-se brevemente e deixando
incubar por 2 minutos a temperatura ambiente. Por fim, é executada a quantificacdo das

amostras.

2.12.2.Sequenciagao do Genoma e Mineragdao Genémica

Para esta etapa o laboratdrio utilizado foi Novogene, que se baseou na plataforma lllumina
MiSeq para sequenciar o genoma microbiano. Para tal, foram enviados 72uL de DNA contendo
1014ng de concentragdo total. Este foi assemblado com o genoma de referéncia Bacillus pumilus
com o accession number ASM302079v1 no NCBI, submetido a 27 de marco de 2018 pela

Universidade de Rhode Island (National Center for Biotechnology Information, 2023).

Com os resultados, foram enviados em sequéncia FASTA 13 contigs. A analise destes, em
conjunto e em separado, foi feita através dos seguintes web surveys: antiSMASH 7, MIBiG, NCBI

e Blast2Go.

O antiSMASH versao bacteriana, web server do Portal Bioinformatico dos Metabolitos
Secundarios, foi usado para detetar genes biosintéticos denominados de clusters de genes
biosintéticos, BGCs, do inglés Biosynthetic Gene Clusters. Neste, é possivel fazer uma
comparacao entre o genoma de estudo e as bases de dados, que engloba a prépria base de
dados antiSMASH, base de dados MIBiG, entre outras. Também, apresenta outras ferramentas,

como o Blast, que permitem indicar todas as caracteristicas conhecidas sobre certo composto.

No NCBI foi depositado o genoma da bactéria (accession number PRINA1018523) e no
Blast2Go, em conjunto com o Software OmicsBox, foram feitas as anota¢des do genoma, mais

propriamente, a ontologia genética.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Cultura dos Isolados

Inoculou-se 20 isolados em AN e em T3 por um periodo de 24 horas e, em alguns casos, de
48 horas a 72 horas, para os isolados que necessitaram de mais tempo para se desenvolverem.
Estes casos podem estar relacionados com o tempo de armazenamento ou com o baixo nimero

de esporos contidos nos papéis de filtro.

Observou-se as bactérias de cada isolado recém incubadas em meio AN sob o microscdpio
contraste de fase (Olympus BH2). Neste, observou-se o formato espectavel de bastonete, a
densidade das bactérias, a agregacdo entre elas, a presenca ou auséncia de esporos, a localizacdo
destes esporos (espaco intracelular ou extracelular) e, caso estivessem no espaco intracelular,
em que parte da célula se alojavam (parte central ou periférica da célula). Na Figura 3 observa-
se Bacillus correspondentes ao isolado S118E inoculado em placas de AN em fase exponencial
do crescimento. Observou-se baixa densidade de esporos, maioritariamente, no espaco

extracelular.
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No processo de produgdo e armazenamento de esporos em papéis de filtro, executou-se
inéculos em meio T3, pobre em nutrientes, induzindo as células a produ¢do de maior quantidade
de esporos. Estes foram igualmente analisados ao microscépio com o objetivo de confirmar a

presenca de elevada densidade de esporos.

3.2. Detecao de Atividade Antimicrobiana nos Isolados

O screening inicial utilizado para detetar atividade antimicrobiana nos 20 isolados foi
realizado pelo teste de co-inoculagdo destes em AN com as bactérias alvo. Os resultados

apontam para 8 isolados com baixa atividade, 5 isolados com atividade intermédia e 7 isolados
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com elevada atividade antimicrobiana (Tabela 5). Considerou-se baixa atividade quando o
isolado inibia 5mm ou menos em uma das bactérias alvo, atividade intermédia quando o isolado
inibia 10mm ou menos em uma das bactérias alvo ou inibia 5mm ou mais em mais que uma das

bactérias alvo e atividade elevada quando inibia 170mm ou mais em duas bactérias alvo.

Tabela 5 - Resultados do screening do teste de co-inoculagdo nas bactérias alvo: M. luteus, E. coli e S. aureus. (-) sem
atividade; (+) atividade entre 1-5mm; (++) atividade entre 5-10mm e (+++) atividade entre 10-20mm.

Atividade | Isolados | M. luteus | E. coli | S. aureus
S15D - - -
S26D + - _
S27A + - -
Baixa 530D - - -
S62B - - -
S71E + - -
S80E + - -
S110D - - -
S66A + - +
S91B + - +
Intermédia | S92B + + +
S115B + - +
S127E ++ - +
S53C +++ + +4++
S1178B +++ ++ +++
S118E +++ ++ +++
Elevada S124A +++ ++ it
S$150C +++ + 4+
S157B +++ ++ +++
S160A +++ + 4+

Figura 4 — Teste de co-inoculagdo do isolado S118E em AN
com as bactérias alvo. Apresenta 20mm de inibigdo no M.
luteus, 15mm de inibi¢do no S. aureus e 10mm de inibi¢do na
E. coli.
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Na Figura 4 observa-se os resultados em placa de AN do teste de co-inoculagdo, do isolado
S118E, nas bactérias alvo M. luteus, S. aureus e E. coli. Verificou-se a inibicdo de 20mm no M.

luteus, inibicdo de 15mm no S. aureus e inibicdo de 10mm na E. coli.

Os Bacillus sdao produtores de diversos metabolitos secundarios com acdo inibitéria sobre
diversos organismos, nos quais estdo incluidas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Mercado & Olmos, 2022). Estes metabolitos secundarios com acdo antimicrobiana sdo
denominados de AMP’s, ou péptidos antimicrobianos, os quais sdo classificados de diversas
formas, sendo o mecanismo de biossintese uma das delas. Nesta classificacdo, os AMP’s sdo
divididos em sintese ribossomal (RiPP) e sintese nao ribossomal (NRPS). No entanto, quando a
origem da sintese de determinado péptido é desconhecida é atribuido o termo de BLIS
(bacteriocin-like inhibitory substances). Estes compostos apresentam-se termoldbeis e sensiveis
a acdo das enzimas proteoliticas. Quando os compostos sao sintetizados por via ribossomal e
tém origem bacteriana sdo denominados de bacteriocinas (Liu et al., 2022; Mussa et al., 2020).
Estes compostos antimicrobianos podem ser especificos para determinado tipo de bactéria,
como é o caso da pumicilina 4 produzida, por B. pumilus, com acdo sobre Gram-positivas
(Aunpad et al., 2007). Também, podem apresentar atividade tanto para bactérias Gram-positivas

como para bactérias Gram-negativas (Freitas-Silva et al., 2021).

Neste caso, os isolados que apresentaram elevada atividade antimicrobiana, bem como o
isolado S92B com atividade intermédia, produziram compostos antimicrobianos BLIS tanto para
Gram-positivas como para Gram-negativas. Um Unico composto pode ser responsavel pela agao
antimicrobiana sobre as 3 bactérias alvo, no qual estas apresentam niveis de sensibilidade
diferentes, como pode ser o resultado da a¢do de mais do que um composto antimicrobiano
com especificidades diferentes. De qualquer das formas, a a¢do contra Gram-positivas

demonstra-se mais evidente entre os resultados do que a acdo verificada contra Gram-negativas.

3.3. Obtencao das Moléculas Ativas em Cultura Liquida

3.3.1. Sobrenadante dos 7 Isolados Selecionados

Com o objetivo de caracterizar a/as molécula/s com atividade antibacteriana, fizeram-se
culturas em meio liquido, de modo a recuperar essas moléculas do meio de cultura. Com base
nos resultados de co-inoculagao, comegou-se por produzir 50mL de cultura em meio LB e em

meio BHI para cada um dos 7 isolados que apresentaram elevada atividade antimicrobiana.
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Depois, foram recolhidos os sobrenadantes e, apds filtracdo em membrana de 0,2um, testados

em placas de agar mole incorporadas cada placa com uma das bactérias alvo.

Figura 5 - Placa de agar mole de M. luteus usada no teste de
difusdo em agar das bactérias S53C, S117B e S150C produzidas
em meio de cultura BHI e LB. 1- BHI S53C, 2- BHI S117B ,3- BHI
$150C ,4- LB S53C, 5-LB S117B e 6- LB S150C . Halo de inibi¢do
no po¢o 5, S117B em meio LB.

Figura 6 - Placa de agar mole de M. luteus usada no teste de
difusd@o em agar das bactérias S118E, S124A, S157B e S160A
produzidas em meio de cultura LB. 1- S118E, 2-S124A ,3-S1578B
e 4-S160A. Halo de inibig¢do no pogo 1, S118F em meio LB.

Através das placas de agar mole, observou-se a formacao de halos de inibicdo em M. luteus
pelos isolados S117B e S118E, ambos incubados em meio LB. Relativamente ao isolado S117B,
verificou-se o halo de inibicdo com 4mm de didmetro e em relagdo ao isolado S118E verificou-
se o halo de inibigdo com 6mm de didametro. N3o se verificaram, no entanto, halos de inibigcao

em S. aureus e E. coli.

Com base nos resultados, verificou-se que a atividade antimicrobiana que se apresentava
nas placas do teste de co-inoculagdo, com acdo sobre as 3 bactérias alvo, ndo estava presente
apos inoculados os isolados em meio liquido. O Unico aspeto que difere entre os dois casos sdo
as condigdes de crescimento dos isolados, sendo que no primeiro caso estes cresceram em meio

solido e no segundo caso cresceram em meio liquido.

31



3. Resultados e discussé@o

Os Bacillus sdo capazes de produzir compostos com atividade antimicrobiana diferentes
qguando expostos a diferentes condi¢cdes de cultura (Mercado & Olmos, 2022). Estas condicoes,
como temperatura, pH do meio, agitacdao, densidade bacteriana, regulam a expressdo dos
compostos antimicrobianos e, neste caso, os isolados poderao ter sido afetados pela diferenca
de densidade bacteriana detetada pelos mecanismos de quorum sensing. A subtilina é um dos

casos em que a sua expressao é regulada por estes mecanismos (Abriouel et al., 2010).

De acordo com os autores Alkhalili et al. (2016), esta redugdo de atividade antimicrobiana
foi também verificada nas mesmas circunstancias, a partir do momento em que as células se
apresentavam a crescer dispersas em meio liquido. Assim, os autores incorporam as células em
meio sélido, imobilizando-as em elevada densidade em esferas de agar bacterioldgico, e
inoculando-as em meio liquido. Com esta técnica, foi possivel assemelhar o modo como estas
células cresceram no teste de co-inoculacdo, em meio sdélido no interior das esferas, e, assim,
conseguir recuperar, através do meio de cultura liquido, as mesmas propriedades
antimicrobianas que se verificaram anteriormente. De facto, os autores conseguiram otimizar a
producdo de compostos antimicrobianos por via desta técnica, verificando um aumento da

atividade antimicrobiana.

3.3.2. Otimizacao da Producao de 2 Isolados Através da Imobilizacdo das

Células em Esferas de Agar

Considerando a possibilidade destes isolados terem sido afetados pela diferenga de
densidade celular e a alterativa da imobilizacdo das esferas proporcionar o aumento desta
densidade, foi executada a imobilizagdo as células dos isolados S117B e S118E com o fim de
otimizar a produgdao de compostos com atividade antimicrobiana no sobrenadante. Para dar
continuidade a este processo, utilizou-se o meio de cultura LB, visto que os resultados com

atividade antimicrobiana se verificaram no crescimento destes isolados neste meio.

Produziu-se 50mL de cultura dos isolados em LB. Depois, foram recolhidas as células por
centrifugacdo que, por sua vez, foram ressuspendidas em meio de cultura LB e agar a 3,5% para
a formacgado das esferas. Apds incubagdo das esferas em outros 50mL de meio LB, recolheu-se os
sobrenadantes e, apos filtrados por membrana 0,2um, testou-se em placas de agar mole para
cada bactéria alvo. Estas esferas foram reutilizadas 5 a 6 vezes (5 a 6 batches) até se verificar

decréscimo da atividade antimicrobiana.
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Figura 7 - Esferas de agar com o isolado
S$117B em 50mL de LB.

Para o isolado S117B, foram obtidos os seguintes resultados presentes na Figura 8.
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Figura 8 - Inibi¢do de crescimento nas bactérias alvo no teste de difusGo em agar pelo sobrenadante filtrado do isolado
S$117B em 50mL de LB.

Partindo para a atividade por batch, verifica-se que o pico de atividade para o isolado S117B
ocorreu no batch 2, uma vez que é neste ponto que se verifica dimensdes do halo de inibigao
maiores, tanto para o M. luteus como para o S. aureus. Relativamente ao M. luteus, no batch 1,
2 e 3 verifica-se um aumento por volta de 40% relativamente a agao antimicrobiana do
sobrenadante antes da imobilizagdo das células (batch 0) e, no caso do S. aureus, um aumento
de 120% relativamente ao sobrenadante inicial (batch 0). A partir do batch 4 verifica-se um
decréscimo da atividade antimicrobiana tanto para o M. luteus como para o S. aureus e até no

batch 5 ja ndo se verifica halo de inibigdo no caso do S. aureus.

Assim, esta técnica de imobilizagdo permitiu apresentar melhores resultados de inibicdo
contra duas bactérias alvo relativamente a incubagdo das células livres (batch 0), através do
aumento do halo de inibicdo contra M. luteus e pela presenca de halos de inibi¢do contra S.

aureus. Deste modo, a densidade bacteriana parece ser um fator regulador da expressdo dos
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compostos antimicrobianos produzidos pelo isolado S117B. Apesar de ter sido recuperada a
atividade antimicrobiana contra S. aureus, nao foi possivel verificar-se o mesmo para a E. coli,
como foi registado no teste de co-inoculagdo. Como mencionado anteriormente, diferentes
condi¢Ges de cultura permitem a produgao de diferentes compostos antimicrobianos (Mercado
& 0Olmos, 2022). Embora, tenham sido assemelhadas as condi¢des de crescimento nesta técnica
as do ensaio de co-inoculagdo, ndo foi possivel fornecer as condicdes de cultura apropriadas para
a inducdo da expressao dos compostos antimicrobianos contra Gram-negativas e, assim, nao se
verificou atividade contra E. coli. Este facto indica a producdo de diferentes compostos

antimicrobianos por parte do isolado S117B, em condi¢des de expressao diferentes.

Tal como se verificou nos resultados do teste de co-inoculagdo, a agdo antimicrobiana sobre
bactérias Gram-positivas prevaleceu, sendo a S. aureus uma destas. O S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) é um dos 12 patdgenos listados pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
com prioridade na pesquisa de novos antibidticos. Para esta bactéria multirresistente estdo a ser
estudadas alternativas vidveis aos antibidticos, como é o caso das bacteriocinas produzidas por
Bacillus (Liu et al., 2022). Assim, estas atividades antimicrobianas registadas por Bacillus do CBA
podem demonstrar potencial na pesquisa de novos compostos antimicrobianos tendo como alvo
MRSA. Também, podem apresentar potencial no tratamento de infecdes causadas por outras
estirpes de S. aureus infeciosas, tanto em humanos como em animais (Heinzinger et al., 2023).
No entanto, serd necessario realizar outros ensaios destes compostos sobre as bactérias em

causa, de modo a confirmar a sua a¢do antimicrobiana nestas.

Para o isolado S118E, foram obtidos os seguintes resultados (Figura 9).
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Figura 9 - Inibigcdo de crescimento nas bactérias alvo no teste de difusdo em agar pelo sobrenadante filtrado do isolado
S118E em 50mL de LB.
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Também, para este isolado verificou-se o aumento de atividade antimicrobiana
relativamente ao batch 0. Verificou-se halos de inibicdo em M. luteus e em S. aureus e no caso
da E. coli verificou-se uma diminuicdo na densidade bacteriana (dados ndo apresentados na
figura). Isto, porque embora ndo se tenha verificado um halo de inibigdo (Figura 9), verificou-se
uma zona com menor densidade bacteriana. Estas zonas apresentaram 4mm de didmetro nos

batches 3,4 e 5 e 2mm de diametro no batch 6.

Neste isolado, o pico de atividade antimicrobiana encontra-se entre batch 3 e o batch 4. O
batch 3 apresentou o maior didmetro de inibicdo para o M. luteus e o batch 4 o maior diametro
de inibicdo para o S. aureus. Também, foram nestes dois batches que se verificou uma maior
zona de menor densidade de E. coli com 4mm de didmetro. Relativamente ao M. luteus, no batch
3 verificou-se um aumento de 240% relativamente ao batch 0 e, para o S. aureus, verificou-se
um aumento de 220% relativamente ao batch 0. A partir do batch 5 verificou-se um decréscimo

da atividade antimicrobiana para 0 S. aureus e no batch 6 um decréscimo sobre o M. luteus.

Comparativamente com o isolado S117B, pode-se aferir que o isolado S118E apresentou
mais atividade antimicrobiana sobre todas as bactérias alvo. Para o isolado S118E, o pico de
inibicdo contra M. luteus foi 4mm superior e contra S. aureus foi 10mm superior ao pico de
inibicdo do S117B. Também, verificou-se que a atividade antimicrobiana ao longo dos batches
foi mais elevada em S118E, sendo que, a partir deste passo, este isolado foi o selecionado para

caracterizagdao das moléculas ativas.

Da mesma forma que o isolado anterior, a imobilizacdo das células permitiu aumentar a
atividade inibitdria contra as duas bactérias alvo relativamente a incubagdo das células livres,
mas ndo recuperou a inibigdo contra a E. coli registada no teste de co-inoculagdo, indicando para
compostos diferentes. Este isolado regula, da mesma forma, a produ¢do de compostos
antimicrobianos através dos mecanismos de quorum sensing, por apresentaram um aumento da
atividade quando colocadas as células em maior densidade. Dada a elevada atividade
antimicrobiana, este isolado também demonstra potencial na pesquisa de compostos

antimicrobianos como alternativa no tratamento de infe¢Oes causadas por S. aureus.

3.3.3. Aumento da Producao de Sobrenadante com Imobilizacao do Isolado

S118E

Num primeiro ensaio, com base nos resultados obtidos para o isolado S118E, ampliou-se a
produgdo de sobrenadante apds a imobilizagdo das células para 100mL de cultura para cada um

dos 3 erlenmeyers, respeitando proporcionalmente as medidas utilizadas previamente. Realizou-
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se as mudancas das beads até ao batch 5, uma vez que a partir deste observou-se decréscimo
da atividade antimicrobiana, dando mais énfase aos batch 2, 3 e 4 por coincidirem com o pico

de atividade antimicrobiana para o isolado S118E.

Foram avaliados os sobrenadantes dos batch 2, 3 e 4 em placas de agar mole (Figura 10),
juntamente com os testes em microplaca que permitiram obter um resultado mais especifico da
atividade antimicrobiana, na medida em que indicaram a partir de qual diluicdo o composto

deixou de apresentar atividade.
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Figura 10 - Inibi¢do de crescimento nas bactérias alvo no teste de difusdo em agar pelo sobrenadante filtrado do
isolado S118E em 100mL de LB.

Os resultados apresentados para as culturas de esferas em 100mL de meio foram
semelhantes a cultura anterior em 50mL de meio, considerando algumas oscila¢gdes nos valores
(Figura 10). O pico de atividade antimicrobiana foi atingindo pelo batch 3 com 20mm de halo de
inibicdo tanto para M. luteus como para S. aureus, verificando um aumento de 2mm em M.
luteus e um decréscimo de 2mm em S. aureus no batch 4. Além disso, a atividade sobre E. coli
manteve-se, apresentando zonas menos densas com as mesmas medidas registadas
anteriormente. Assim, a alteracdo dos volumes de produ¢do ndo manifestou diferencas na

atividade antimicrobiana sobre as bactérias alvo.
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Figura 11 - Avaliagdo da atividade antibacteriana em S. aureus pelo método de diluigGo em microplaca representado
pela Tabela 6. A — Batch 2; B — Batch 3; C — Batch 4; D — vazio; E — Controlo Batch 3 dos 50mL de produgdo; Fe G —
vazio; H — ampicilina 50ug/mL. Os pogos 8-11 das filas A, B, C e E estdo vazios.

Tabela 6 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluigdo em meio liquido para os
batches 2, 3 e 4 resultantes do indculo de beads em 100mL de meio LB. Controlo da atividade com uma aliquota do
batch 3 da produg¢éo em 50mL LB e uma aliquota de ampicilina a 50ug/mL: (X) — po¢o ndo usado. O preenchimento a
cinzento indica crescimento bacteriano. A segunda coluna representa o controlo do meio de cultura e a ultima coluna
o controlo de crescimento bacteriano.

Diluigao )7 4 8 | /A6 | 132 | 64 | /128 | /256 | /512 | /1024 | O
Batch 2 X X X X
Batch 3 X X X X
Batch 4 X X X X
Controlo batch 3 X X X X
Ampicilina 50pg/mL

A Tabela 6 é um esquema ilustrativo do método de diluicdo em meio liquido realizado em
microplaca para determinar as unidades de medida arbitrarias (AU) de cada amostra. Neste
ensaio foram utilizadas as mesmas amostras dos batches testadas, anteriormente, em placas de
agar mole. Neste teste utilizou-se uma aliquota do sobrenadante do batch 3 produzido em 50mL
de meio como controlo de atividade antimicrobiana e 100uL do antibiético ampicilina na
concentracdo de 50ug/mL, também como controlo. Note-se que tanto o controlo de crescimento

como o controlo do meio de cultura apresentaram os resultados desejaveis.
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Os resultados demonstram que a atividade antimicrobiana sobre o S. aureus atingiu o seu
pico no batch 3, uma vez que foi a amostra que apresentou mais atividade com 320 AU, mais
atividade que o controlo utilizado do mesmo batch (batch 3 da produgao com 50mL), 160 AU. O
valor mais baixo foi de 80 AU para o batch 2 e o valor mais elevado foi a ampicilina (50ug/mL)
com concentragdo inibitéria minima (MIC) de 0,39ug/mL. Este ensaio, para além de fornecer
mais informagdo, mostra-se mais preciso, comparativamente ao ensaio de difusdo em placas de
agar mole. Para as mesmas amostras observou-se que o pico de atividade foi registado no batch
3, com algumas discrepancias nos resultados entre os batch 2 e 4. Assim, a avaliacdo da atividade

antimicrobiana, deste passo a diante, foi efetuada apenas através do método de diluicdo.

Num segundo ensaio, recorrendo a mesma técnica para producdo otimizada de
sobrenadante com atividade antimicrobiana em 100mL de LB, foram registados os seguintes

resultados (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluigGo em meio liquido para os
batches de 0 a 5 resultantes do indculo de beads em 100mL pela segunda vez em meio LB. Controlo com uma aliquota
de ampicilina a 50ug/mL. O preenchimento a cinzento indica crescimento bacteriano. A segunda coluna representa o
controlo do meio de cultura e a ultima coluna o controlo de crescimento bacteriano.

Dilui¢do |74 | 8 | 716 | /32 | /64 | /128 | /256 | /512 | /1024

Batch 0

Batch 1

Batch 2

Batch 3

Batch 4

Batch 5

Ampicilina 50pg/mL

Na Tabela 7 pode-se observar a evolu¢ao do aumento da atividade antimicrobiana ao longo
dos batches, tendo como comparagdo a atividade antimicrobiana da ampicilina a concentragao
de 50ug/mL. Verifica-se, em primeiro lugar, que o batch 0 ndo apresenta atividade
antimicrobiana capaz de inibir o crescimento bacteriano. No entanto, com base da densidade
Otica (OD) a 600nm de absorvancia do primeiro poco, registou-se o valor de 0,263, muito menor
gue o controlo de crescimento bacteriano no 122 pogo de 1,636, para a mesma DO. Ou seja,
verificou-se uma reducdo do crescimento, mas ndo a sua total inibicdo. De seguida, verifica-se o
aumento da atividade até ao batch 2 e 3 com 160 AU, correspondendo este momento ao pico
de atividade antimicrobiana para o S. aureus. Apds o pico, a atividade diminui no batch 4 e 5
para 80 AU. A ampicilina apresentou mais atividade antimicrobiana, com MIC de 0,78ug/mL, que

os compostos produzidos pelo isolado S118E imobilizado em esferas de agar com 640 AU.
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Em suma, esta técnica demonstrou-se reprodutivel, na medida em que estes resultados se
assemelharam aos anteriores em termos de AU, considerando algumas variacdes. Também, os
resultados foram de encontro ao que se verificou em Alkhalili et al. (2016). Quando as células
sdo imobilizadas em maior densidade, através dos mecanismos de quorum sensing, induz-se a
expressdo de compostos antimicrobianos. Assim, foi possivel recuperar a atividade contra S.

aureus e aumentar a atividade contra M. luteus.

3.4. Concentracao e Fracionamento dos Sobrenadantes

Foram escolhidos os batches 2, 3 e 4 com mais atividade antimicrobiana das producdes em
100mL de meio LB para dar continuidade a caracterizagdo destes compostos. Inicialmente, os
sobrenadantes foram concentrados de um volume original de 50-40mL para um volume final de
5-4mL, concentrando-os 10 vezes. Este processo é essencial para detetar a atividade

antimicrobiana no material diluido pelos processos de fracionamento e purificacdo.

Nos processos de fracionamento foram utilizados os dispositivos de ultrafiltragdo por
centrifugacdo Centricon com membrana de 10kDa (exclusdo molecular) e reacbes de
precipitacdes com sulfato de amédnio a 70%, acetonitrilo e acetona. Destes processos, surgiram
varias fracoes, que foram filtradas por membrana 0,2um e testadas em microplaca (Tabela 8).

Processos Fracoes

Eluido (<10kDa)
Retentado (>10kDa)

Centricon 10kDa

. Precipitad
Sulfato de amdnio 70% recipitado
Sobrenadante

. Precipitado

Acetonitril

cetonitriio Sobrenadante
Precipitado
Acetona Sobrenadante

Sobrenadante otimizado

Tabela 8 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluicGo em meio liquido para as
fragdes resultantes dos processos de fracionamento: Prec — Precipitado, Sob. — Sobrenadante, Sob. Acetona otim. —
Sobrenadante da precipitagdo com acetona otimizado concentrado em 50 vezes, Sob Concentrado 10x —sobrenadante
concentrado em 10 vezes. Controlo com uma aliquota do batch 3. O preenchimento a cinzento indica crescimento
bacteriano. A sequnda coluna representa o controlo do meio de cultura e a ultima coluna o controlo de crescimento
bacteriano.

Diluicao | A | 8 | /16 | /32 | /64 | V128 | 1256 | /512 | /1024 | O

Eluido

Eluido C 200:800

Retentado C
200:800

Prec. Sulfato Amodnio
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Sob. Sulfato Amonio

Prec. Acetonitrilo

Sob. Acetonitrilo

Pre. Acetona

Sob. Acetona

Sob. Acetona otim.

Controlo batch 3

Sob. 10x

Relativamente as fra¢des do centricon, o eluido, com compostos inferiores que 10kDa,
apresenta o dobro da atividade do retentado, com compostos superiores que 10kDa, com 320
AU e 160 AU respetivamente. Em primeiro lugar, é possivel que a atividade registada no
retentado seja resultante do mesmo composto presente no eluido em menor concentracao,
dado que este possa ter ficado retido por interacdes moleculares ou pela viscosidade do
retentado. Em segundo lugar, o isolado possa produzir compostos distintos com tamanhos
moleculares diferentes e com a mesma atividade antimicrobiana, na qual os compostos
superiores a 10kDa sejam menos eficazes que os outros. De facto, apesar da vasta diversidade
de compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus, a maioria das bacteriocinas encontram-
se na categoria dos lantibidticos apresentando, assim, tamanhos moleculares inferiores a 5kDa
(Abriouel et al., 2010 ; Basi-Chipalu et al., 2022; Mercado & Olmos, 2022). Ou seja, existe maior

probabilidade de que o composto verificado neste ensaio seja menor que 10kDa.

A precipitagdo com o sulfato de amdnio ndo se mostrou relevante, porque nenhuma das
fragdes demonstrou atividade antimicrobiana. As fragdes obtidas com os outros métodos de
precipitacdo apresentaram atividade, sendo que, em ambos os casos, o precipitado apresentou
menos atividade que o sobrenadante. O precipitado do acetonitrilo apresentou 20 AU e o
sobrenadante 1280 AU, ja o precipitado da acetona apresentou 80 AU e o sobrenadante 1280

AU.

As fracOes do eluido bruto, do sobrenadante do acetonitrilo e do sobrenadante da acetona,
nao otimizado, apresentaram 1280 AU. Uma vez com a mesma atividade, efetuaram-se medicGes
a 280nm no Nanodrop de modo a distinguir, através da concentracdo de proteina nas amostras,
qual das fragOes apresentava menor concentragdo de proteinas. A amostra do sobrenadante da
precipitacdo com acetona foi considerada a mais purificada com uma concentracdo de 48mg/mL,
distinguindo-se do sobrenadante do acetonitrilo com 81mg/mL e do eluido do centricon com
80mg/mL. Assim, a precipitacdo com acetona foi escolhida como o processo de fracionamento
mais eficaz. Apds otimizacdo deste processo, verificou-se um aumento da atividade

antimicrobiana no sobrenadante para 10240 AU. Este sobrenadante apresenta mais atividade
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gue a amostra de controlo do batch 3 com 160 AU e que os sobrenadantes 10 vezes concentrados

(sob. 10x) com 2560 AU.

Este método de precipitacdo com acetona ja foi descrito como eficaz na purificacdo de
bacteriocinas e, até, como o mais eficaz entre outros métodos de precipitacdo demonstrando,
através de testes de acdo antimicrobiana, alta especificidade e altas taxas de purificacdo (Jumana
et al.,, 2004 e Zou et al., 2018). Assim, considerando o tamanho reduzido do composto com
atividade antimicrobiana e o sucesso da purificagdo com acetona, é possivel que o composto em
causa seja uma bacteriocina, ou seja um composto AMP sintetizado por via ribossémica.
Também, o facto de manter a atividade antimicrobiana durante o processo de precipitagdo com
acetona demonstra a natureza hidrofébica do composto, indicando para a mesma possibilidade

(Aunpad et al., 2007).

3.5. Teste de Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica é usada na caracterizacdo dos compostos BLIS. Num primeiro caso,
foi utilizado o sobrenadante 10 vezes concentrado diluido na propor¢ao 200:800 para tampao
fosfato 10mM a pH 7,4, e, num segundo caso, utilizado o eluido do centricon diluido da mesma
forma. O produto eluido foi selecionado posteriormente para eliminar a possibilidade de conter
enzimas produzidas pela prdpria bactéria, com tamanho molecular maior que 10kDa,

enviesando os resultados da acdo da temperatura.

Utilizando o sobrenadante concentrado em 10 vezes, foram colocadas as amostras durante
1 hora de 50°C até 100°C, com intervalos de 10°C, e sob um ciclo de 15 minutos de esterilizac3o

ao autoclave.

Tabela 9 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluicdo em meio liquido para ensaio
de estabilidade térmica: Sob. 10x — sobrenadante concentrado em 10 vezes. O preenchimento a cinzento indica
crescimento bacteriano. A segunda coluna representa o controlo do meio de cultura e a ultima coluna o controlo de
crescimento bacteriano.

Diluigdo 2|4 | 8 | V6 | /32 | /64 | /128 | /256 | 512 | V1024 | O
Sob. 10x
50°C
60°C
70°C
80°C
90°C
100°C
121°C
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Verifica-se pela Tabela 9 que o composto com atividade antimicrobiana é termolabil, ou seja,
perde as suas propriedades quando exposto a temperatura. O sobrenadante concentrado 10
vezes apresenta 5120 AU, deste modo, este produto diluido 5 vezes apresenta por volta de 640
AU. A exposicio de 1 hora a 50°C apresenta 80 AU, a 60°C apresenta 40 AU e a 70°C apresenta
20 AU. A atividade antimicrobiana perdeu-se partir dos 80°C. Assim, a8 medida que a temperatura

aumentou, os compostos foram perdendo as suas propriedades.

Posto estes resultados, o eluido do centricon foi exposto ao longo do tempo a diferentes
temperaturas de modo a verificar, até que momento a dada temperatura, o composto manteve
a sua atividade. Estes tempos de exposi¢cdo foram escolhidos com base no ensaio anterior e na
utilidade de certas temperaturas, como por exemplo, a temperatura de incubacdo e corporal
humana (37°C), a temperatura de incuba¢do com enzimas (50°C), temperatura de inativa¢do das

enzimas (100°C), entre outras temperaturas intermédias.

Neste teste (Tabela 10), ndo foi executada uma diluicdo seriada, como se verifica nos outros
testes em microplaca, a exce¢do da amostra do eluido e do eluido 200:800 que serviram como
controlos (regido superior da tabela). Apenas foi inserido 100uL da amostra correspondente a

cada poc¢o a 100 pL de meio LB (diluindo para 2, regido inferior da tabela).

Tabela 10 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluicdo em meio liquido para o
teste de estabilidade térmica com a exposi¢éo do eluido na proporgdo de 200:800 ao longo do tempo a diferentes
temperaturas. A regido superior da tabela seque as dilui¢bes superiores e a regido inferior da tabela segue as diluigdes
inferiores. O preenchimento a cinzento indica crescimento bacteriano. A segunda coluna representa o controlo do meio
de cultura e a dltima coluna o controlo de crescimento bacteriano.

Diluigao 123 4 8 6 | 32 | /64 | /128 | V256 | 512 | /1024 | O
Eluido

E. 200:800

Diluigao 2 0
37°C 3h 6h 9h 15h | 18h | 24h | 48h
50°C 1h30 | 2h | 2h30 | 3h | 3h30 | 4h 6h 8h 15h
60°C 1h30 | 2h | 2h30 | 3h | 3h30 | 4h 6h 8h 15h
80°C 10m | 20m | 30m | 40m | 50m
100° C Im 2m 5m | 10m

Verifica-se que a 37°C a amostra mantém atividade até as 6 horas de exposi¢c3o, sendo que
até as 9 horas de exposi¢do houve a perda de atividade. Para os 50°C, verificou-se atividade apds
1 hora e meia de exposicdo, perdendo atividade até as 2 horas de exposi¢do. No caso dos 60°C,
de acordo com o teste anterior, verificava-se atividade apds 1 hora de exposi¢do, no entanto,

neste teste ndo se verifica atividade apds 1 hora e meia, perdendo atividade entre estes
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intervalos de tempo. Para os 80°C fez-se intervalos de 10 minutos entre cada exposi¢ido podendo
se verificar que a atividade se perdeu entre os 20 e os 30 minutos de exposicdo e, por fim, para
0s 100°C verificou-se a perda de atividade entre os 5 e os 10 minutos de exposicdo. A parte dos
resultados apresentados, verificou-se, também que o composto perde a sua atividade apds ser

mantido a temperatura ambiente, por volta de 20°C, por 54 horas.

Estes dados foram utilizados para adaptar o ensaio de sensibilidade a acdo enzimatica. O
tempo de incuba¢des com enzimas a 50°C poderia atingir até 1 hora e meia e a inativacdo destas

a 100°C poderia atingir até 5 minutos.

De forma geral, algumas bacteriocinas produzidas por Bacillus sp. apresentam elevada
resisténcia térmica mesmo a longos periodos sob ebuli¢do (100°C por 30 minutos) e até mesmo
sobre a acdo de um ciclo de esterilizagdo (121°C por 15 minutos), sendo este Ultimo caso para
uma bacteriocina produzida por B. pumilus (Aunpad et al., 2007 e Berié et al., 2013). No entanto,
de acordo com o estudo de Kindoli et al. (2012) onde foi estudada a bacteriocina Bac W42 com
5,4kDa, produzida por Bacillus subtilis, no qual verificaram-se caracteristicas térmicas
semelhantes aos resultados obtidos, considerando o composto moderadamente estavel em
termos de temperatura, podendo até suportar as temperaturas de pasteurizacdo. Para uma
exposicdo de 15 minutos, este composto antimicrobiano manteve atividade aos 50°C, mas
perdeu metade da sua atividade a partir dos 60°C até aos 80°C. Também, perdeu quase toda a

atividade quando exposta a 100°C por 10 minutos.

Pode-se concluir que o composto com atividade antimicrobiana apresenta natureza proteica
por ser degradado com o aumento da temperatura e da exposicdo sobre esta. Também,
apresenta caracteristicas de estabilidade térmica semelhantes a bacteriocinas produzidas por
Bacillus. Este é mais um aspeto que indica para a possivel produgao de bacteriocinas pelo isolado

S118E.

3.6. Teste de Sensibilidade a Acao Enzimatica

Ao teste de estabilidade térmica, seguiu-se o teste a sensibilidade da acdo enzimatica. Neste
teste foi testado o eluido do centricon diluido na proporgao de 200:800 com tampao fosfato e

foram utilizadas 3 enzimas: proteinase K, tripsina e subtilisina A.

A proteinase K e a tripsina foram testadas as concentra¢des de 1, 2 e 5 mg/mL e a subtilisina

A foi apenas testada a concentra¢do de 5 mg/mL. As incubac¢des de 50°C tiveram a durac¢do de 1
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hora. J& as incubagbes de 37°C tiveram a duracdo de 2 horas, a excecdo das incubacdes da

tripsina a 1 e 2 mg/mL que duraram 1h. A Tabela 11 ilustra os resultados destes ensaios.

Tabela 11 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluigdo em meio liquido para o
ensaio de sensibilidade a a¢do enzimdtica: C. — Controlo, PK — Proteinase K, S — Subtilisina, T — tripsina, 1, 2 e 5 —
representa a concentragdo utilizada de cada enzima ou de tampdo nos controlos. O preenchimento a cinzento indica
crescimento bacteriano. O rosa indica as reagdes com proteinase K e controlos. O verde indica a reagéo com subtilisina
A e controlo. O azul indica as reagbes com tripsina e controlos. A segunda coluna representa o controlo do meio de
cultura e a ultima coluna o controlo de crescimento bacteriano.

Diluigdo | A | 8 | /16 | /32 | /64 | /128 | 7256 | /512 | /1024 | O

E. 200:800

PK1

PK 2

PK 5,37°C

PK 5, 50°C

C.PK1

C.PK2

C. PK 5,37°C

C. PK 5, 50°C

S5

C.S5

T1

T2

T5

CT1

C.T2

C.T5

Os resultados indicam que o composto com atividade antimicrobiana é degradado pela
Proteinase K a concentracdo de 5mg/mL durante 1 hora a 50°C, comparando com o respetivo
controlo sob as mesmas condi¢gdes com 40 AU de atividade. A atividade antimicrobiana, no
entanto, ndo foi degradada pelas outras rea¢des de digestdo enzimatica, isto porque as

bacteriocinas apresentam sensibilidades diferentes em relagao as enzimas.

O facto de o composto ter perdido atividade quando submetido a enzimas proteoliticas
indica-nos que sera de origem proteica, sendo este um critério na caracterizacdao de compostos
BLIS. Tendo em conta a bibliografia, alguns compostos peptidicos com atividade antimicrobiana
sO se apresentaram sensiveis quando expostos a concentra¢des mais elevadas de enzimas,
concentracdo de 5mg/ml, como foi observado neste ensaio (Lei et al., 2020), apesar da grande
parte dos estudos verificarem sensibilidades completas as concentragdes de 5ug/mL, 1mg/mL,

2mg/mL e 2,5mg/mL (Anthony et al., 2009; Motta & Brandelli, 2002; Alkhalili et al., 2016 e
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Karagiota et al., 2021). No entanto, o estudo de Cladera-Olivera et al. (2004) chegou até a utilizar

concentracdes de 10mg/mL.

Também, nem todas as enzimas sao capazes de digerir estes compostos peptidicos devido a
sua pequenez ou as suas modificacdes pds-traducdo, sdo necessdrios reconhecer locais de
clivagem especificos para certa proteina e, quando estes ndo estdo presentes, € mantida a
atividade antimicrobiana. No caso da proteinase K, sdo reconhecidas sequéncias de aminoacidos
mais pequenas, fazendo com que seja possivel clivar a molécula e detetar a perda de atividade
antimicrobiana. Para as outras enzimas, ndo foram reconhecidos locais de corte, mantendo-se o
péptido intacto, logo mantendo-se a atividade. Isto varia entre moléculas, enquanto umas sdo
sensiveis apenas para a proteinase K (Kindoli et al. (2012), outras podem ser a pronase E (Beri¢
et al., 2013), ou a lipase (Karagiota et al., 2021) e, em alguns raros casos, a nenhuma enzima,
como é o causa da bacteriocina Bac-GM17 produzida por Bacillus clausii (Mouloud et al., 2013).
Assim, a degradacdo apenas por parte da proteinase K confirma a pequena dimensao do péptido

antimicrobiano em causa, como mencionado anteriormente.

3.7. Purificacao por Superdex Peptide, C18 Fase Reversa e FPLC

3.7.1. Cromatografia em Gel

Inicialmente, procedeu-se ao fracionamento pela cromatografia em gel usando a coluna
Superdex peptide 10/300 GL (Cytiva). Com a injecdo da amostra do sobrenadante resultante da
precipitacdo com acetona otimizado, 50 vezes concentrado, nesta coluna foi obtida uma primeira
cromatografia na qual foram testadas 6 fracdes pelo método de diluicdo em meio liquido. Estas
fracOes correspondem a picos diferentes assinalados na Figura 12, a exce¢do da 202 fracdo que

foi eluida apds o registo da cromatografia em causa.

45



3. Resultados e discussé@o

300 13 15
ANl 16 20

250 12 \
~

=)
=2 200
1S
&
S 150
<
>
—
2
< 100
<
50 5
Ok > Ve
S G Y Y K W Iy O & S S e ey @M Sy e RS Qe
OO0 d N M FTNUOUNOBOIT O AT NANNISTINONBNO A NMM
™ AN AN AN AN
Volume de eluigdo (mL)

Figura 12 - Cromatograma obtido na primeira cromatografia de gel com a Superdex peptide 10/300 GL. Em
destaque as fragbes 5, 12, 13, 15, 16 e 20 para fins de teste a atividade antimicrobiana.

Tabela 12 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluicdo em meio liquido para as
fragdes assinalados na primeira cromatografia de gel: F- fragéo, Sob. Acetona otim. - Sobrenadante da precipitagdo
com acetona otimizado concentrado em 50 vezes. O preenchimento a cinzento indica crescimento bacteriano. A
segunda coluna representa o controlo do meio de cultura e a ultima coluna o controlo de crescimento bacteriano.

Dilui¢do | A | 8 | /16 | /32 | /64 | /128 | 1256 | /512 | /1024 | O

F.5

F.12

F. 13

F. 15

F. 16

F. 20

Sob. Acetona otim.

Na Tabela 12 observa-se que a fragdo com mais atividade antimicrobiana foi a 162 com 320
AU, pelos 24mL de eluigdo, representando o 62 pico. Observa-se um aumento da atividade desde
os 20mL de eluicdo até esta fragdo e no 72 pico, correspondendo a 202 fragao, deixa de se
verificar atividade. Este aumento da atividade ao longo das fragGes pode indicar o inicio da
eluicdo do composto com atividade antimicrobiana presente na 162 fragdo, como pode indicar

para a presenca de outros compostos com menor atividade que foram eluidos primeiro.

Posteriormente, executaram-se mais 5 cromatografias com o fim de recolher mais
quantidade de cada pico representado. Nestes, foram criados grupos consoante as regides dos

picos em causa, -B, A, B, C, D, E, como demonstrado pela Figura 13.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos desde a segunda a sexta cromatografia de gel com a Superdex peptide 10/300 GL
com indicagdo dos picos selecionados.

Posto isto, o conteldo concentrado correspondendo ao grupo C foi submetido a duas novas
cromatografias com a mesma coluna, 72 e 82 cromatografia, com o objetivo de fracionar ainda

mais os compostos desta amostra, obtendo a Figura 14 com a juncdo de ambas as

cromatografias.
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Figura 14 - Cromatograma obtido na sétima e oitava cromatografia de gel com a Superdex peptide 10/300 GL do
grupo de fragoes C.
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As fragOes resultantes de ambas as cromatografias cingidas aos picos representados no
centro do cromatograma nao apresentaram atividade antimicrobiana. No entanto, verificou-se
valores de densidade ética menores para os primeiros pocos da microplaca indicando para uma
reducdo no crescimento bacteriano. Esta quebra de atividade pode dever-se as inUmeras
manipula¢cdes que a amostra sofreu ao longo do tempo ou por se ter analisado o grupo C
associado a 152 fragao no lugar do grupo D associado a fracdo que apresentou mais atividade, a
162 fragdo (Figura 13). Para entender esta perda de atividade, analisou-se o sobrenadante e o
pellet resultante de centrifugacdo do grupo D, sem ser submetido a uma nova cromatografia,

pelo método de diluicdo em microplaca (Tabela 13).

Tabela 13 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluigdo em meio liquido para o
grupo de fragcbes D, sobrenadante e precipitado: Sob. - Sobrenadante da centrifugagdo. O preenchimento a cinzento
indica crescimento bacteriano. A segunda coluna representa o controlo do meio de cultura e a tltima coluna o controlo
de crescimento bacteriano.

Diluigao 2 W | 8 | VA6 | Y32 | Y64 | /128 | 256 | /512 | /1024 | O
Pellet D1
Pellet D2
Sob. D1
Sob. D2

Confirma-se a presenga de atividade antimicrobiana no grupo de fragdes D, por volta dos 21
a 22 minutos de eluicdo, resultante da concentragao das fragdes andlogas de 5 cromatogramas.
O composto com atividade antimicrobiana, ao ser eluido apds este volume através da coluna
Superdex peptide, indica para um composto com peso molecular baixo. Considerando os
resultados obtidos de Kumar & Aradhyam (2014), recolheram-se péptidos com tamanho
molecular compreendido entre 1,7 e 2,62kDa sob as mesmas condi¢Ges de cromatografia. Estas
caracteristicas apresentam-se a favor da presenca de péptidos antimicrobianos de baixo peso

molecular produzidos pelo isolado S118E (Aunpad et al., 2007).

3.7.2. Cromatografia de Fase Reversa - C18

Num primeiro ensaio, foram utilizadas as Spin Columns, com resina Pierce C-18 (Tabela 14),
e, num segundo ensaio, a coluna adaptada a seringa, com 1mL de capacidade, empacotada com
a mesma resina. Ambos os ensaios permitem fracionar as amostras do sobrenadante da

precipitacdo com acetona otimizado concentrado 50 vezes.
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Tabela 14 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluigdo em meio liquido para os
compostos resultantes da cromatografia de fase reversa com recurso as Spin Columns: A.C. —recolha do produto apds
carregar a amostra na coluna; C. 50x — controlo (sobrenadante 50 vezes concentrado); eluido - eluido com acetona a
100% e 1, 2 e 3 - numero de lavagens da coluna. O preenchimento a cinzento indica crescimento bacteriano. A segunda
coluna representa o controlo do meio de cultura e a ultima coluna o controlo de crescimento bacteriano.

Dilui¢cao 72 A | /8 | /A6 | /32 | 64 | /128 | /256 | /512 | /1024 | O
C. 50x
A.C.
1 Lavagem
2 Lavagem

3 Lavagem
Eluido

Grande parte da atividade antimicrobiana ndo ficou retida na coluna, saindo apds ser
carregada com 5120 AU. Apenas na primeira lavagem registou-se 20 AU que estd associado a
eliminagdo de alguns residuos de amostra. Depois, verifica-se 5120 AU de atividade no produto
eluido da coluna. Isto indica que o composto foi eficazmente retido pela resina C18, ou seja,
apresenta as mesmas caracteristicas hidrofdbicas que a resina de fase reversa, como ja tinha sido
observado pela precipitacdo com acetona (Aunpad et al., 2007). No entanto, a atividade
registada aguando da injecdo da amostra indica para o efeito de sobrecarga da resina. Esta resina
por sua vez ndo se encontra compactada, mas sim livre, dificultando a interacdo coluna-

molécula.

Posto isto, utilizou-se a coluna compactada de resina C18 para melhorar a eficicia da
purificagao, eluindo com acetona a 100% numa primeira situa¢do e otimizado, numa segunda
situagdo, para a eluicdo com 4 percentagens de acetona: 15%, 30%, 60% e a 100% (Tabela 15).
Estas diferentes eluicdes permitem aumentar a rentabilidade da purificacdo e, até mesmo,

separar compostos com atividade antimicrobiana distintos.

Tabela 15 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluicdo em meio liquido para os
compostos resultantes da cromatografia de fase reversa com a coluna de 1mL de resina C18 compactada: A.C. —
recolha do produto apds carregar a amostra na coluna; C. 50x — controlo (sobrenadante 50 vezes concentrado); eluido
unico 100% - eluido com acetona a 100% de uma so6 vez (primeira situagdo); E. — Eluido com dada percentagem de
acetona (segunda situagdo); 1e 2 -numero de lavagens da coluna (primeira situagdo). O rosa indica para os produtos
da primeira situagdo. O azul indica para os produtos da segunda situagGo. O preenchimento a cinzento indica
crescimento bacteriano. A seqgunda coluna representa o controlo do meio de cultura e a ultima coluna o controlo de
crescimento bacteriano.

Diluicao | A | 8 | 716 | /32 | 64 | /128 | /256 | /512 | /1024 | O

C. 50x

A.C.

1 Lavagem

2 Lavagem
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Eluido Unico 100%

E. 15%

E. 30%

E. 60%

E. 100%

Na primeira situacdo, a otimizacdo do processo conseguiu equilibrar a quantidade de
amostra injetada para a quantidade de resina presente e foi recuperada quase toda a amostra
através da eluicdo a 100% de acetona, apresentando 1280 AU. No segundo caso, foi possivel
dividir a atividade antimicrobiana pelas 4 percentagens de eluicdo com a acetona, com 15%
apresentando 40 AU, 30% apresentando 640 AU, 60% apresentando 5120 AU e 100%
apresentando 20 AU. O aumento da atividade antimicrobiana registada ao longo das dilui¢des
pode ser resultado da gradual eluicdo do composto antimicrobiano com mais atividade presente
na fragdo 60%. Também, cada fragdo pode eluir compostos antimicrobianos distintos, sendo que
o composto eluido a 15% apresenta menos atividade, 40 AU, o composto eluido a 30% apresenta
atividade intermédia, 64 AU, e o composto eluido com 60% é o que apresenta mais atividade
entre os restantes, 5120 AU. Para responder a esta questdo, foram escolhidas as fracées de 30%
e de 60%, porque apresentaram mais atividade antimicrobiana e por serem as mais puras de

entre as restantes. Estas amostras foram novamente fracionadas pelo processo de FPLC seguinte.

3.7.3. FPLC - Resource RPC 3mL

Deu-se continuidade com a cromatografia liquida, FPLC, utilizando a coluna de fase reversa
Resource RPC (Cytiva) para as amostras mais puras e que apresentaram mais atividade,
denominadas de 30% C18 e 60% C18. Foram executadas duas cromatografias, uma por amostra

(Figura 15).
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Figura 15 — Cromatogramas obtidos na primeira e sequnda cromatografia com a coluna Resource RPC, sistema de
FPLC, das amostras 30% C18 e 60% C18.

Os picos nao sao muito visiveis em ambas as cromatografias, a exce¢do do 12 pico no
cromatograma da amostra 60% C18. Somando as medi¢cbes da quantidade de proteina
registadas no Nanodrop, conclui-se que o composto proteico com atividade antimicrobiana em
causa ndo é visivel a absorvancia de 280nm. Isto deve-se ao facto deste composto, como indica
ser de pequeno peso molecular, poder apresentar um coeficiente de extingdo molar baixo. Os
aminodcidos (aa) com anéis aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptofano) sdo os compostos mais
detetados aos 280nm, enquanto as liga¢Ges duplas sdo também detetadas a 200nm. O niumero
mais reduzido destes no péptido pode indicar para erros de leitura, também ha a possibilidade
de o composto em causa nao ser proteico, e assim ndo conseguir ser detetado (Stoscheck, C. M.,

1990).

Mesmo assim, foram agrupadas as fra¢cdes de cada cromatografia em 5 grupos, A, B, C,D e
E, filtrados por membrana e testados pelo método de diluicdo em microplaca. Neste ensaio
verificou-se em que parte dos cromatogramas encontrava-se atividade antimicrobiana (Tabela
16). Estes grupos estdo representados na Figura 16 em A e B com o cromatograma de cada

amostra.
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Figura 16 - A Cromatogramas obtidos na primeira cromatografia de FPLC da amostra 30% C18 com indicagéo das
fragbes selecionadas; B — Cromatograma obtido na segunda cromatografia de FPLC da amostra 60% C18 com
indicagdo das fragdes selecionadas. A linha azul corresponde a absorvdancia a 280nm. A linha verde corresponde ao

gradiente de acetona.

Tabela 16 - Avaliagdo da atividade antibacteriana contra S. aureus pelo método de diluigdo em meio liquido para os
grupos de fracées da 19 cromatografia da amostra 30% C18 (indicado a rosa) e para a 22 cromatografia da amostra
60% C18 (indicado a azul): 30% C18 e pellet 30% C18— amostra e pellet da amostra eluida com 30% de acetona da
coluna C18; 60% C18 e pellet 60% C18 — amostra e pellet da amostra eluida com 60% de acetona da coluna C18;
A/B/C/D/E 30 — 5 grupos de fragcdes da 19 cromatografia da amostra 30% C18; A/B/C/D/E 60 — 5 grupos de fragcdes da
29 cromatografia da amostra 60% C18. O preenchimento a cinzento indica crescimento bacteriano. A sequnda coluna
representa o controlo do meio de cultura e a ultima coluna o controlo de crescimento bacteriano.

Diluigao

7]

"

8

716

732

64

7128 | /256 | 512 | 71024 | O

30% C18

Pellet 30% C18

A 30

B30

C30

D 30

E 30

60% C18

Pellet 60% C18

A 60

B 60

C60

D 60

E 60

Registou-se atividade antimicrobiana para ambos os grupos de fragdes C resultantes das

duas cromatografias: 40 AUem C30e 320 AU em C60. A atividade registada de 20 AU na amostra

B 60 pode indicar para o inicio da eluigdo do composto presente na amostra C 60 com 320 AU.

Na 12 cromatografia da amostra 30% C18 verifica-se a eluicdo do composto em causa entre

os 23 e 28 minutos de eluicdo quando o gradiente da acetona atingiu os 60%. Na 22
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cromatografia da amostra 60% C18 a eluicdo do composto entre os 14 e 26 minutos de elui¢do
quando o gradiente de acetona atingiu valores entre os 55% e os 100%, uma vez que este grupo

€ muito abrangente, ndo se consegue definir um ponto mais especifico de eluicdo.

As alteracgdes registadas no cromatograma nos outros grupos sem atividades podem indicar
para impurezas da amostra, resultando em precipitados nos eppendorfs de reserva, como
podem indicar para outros compostos secretados pelas bactérias para o sobrenadante que ndo
apresentam atividade antimicrobiana. Como se pode verificar nos grupos C, mais evidentemente
na 22 cromatografia, ndo se registam alteracGes pela medi¢do a 280nm para os compostos que
apresentam atividade antimicrobiana, como mencionado anteriormente. No entanto, foi
possivel quantificar as proteinas presentes em ambas as amostras dos grupos C pelo Pierce Kit
BCA, sendo que a amostra C 30 apresentou 0,05mg/mL e a amostra C 60 apresentou 0,10mg/mL

(Tabela 17).

Os dados vao de encontro ao que se registou em Aunpad et al. (2007) com a presenca de
um pico aos 26 minutos pela bacteriocinas de 1994,62 Da produzida por B. pumilus ao ser
utilizada a coluna C18-hypersil pelo sistema de HPLC. Este é mais uma caracteristica que aponta
a presenca de péptidos antimicrobianos de baixo peso molecular nos sobrenadantes produzidos
pelo isolados S118E.

3.8. Tabela de Purificagao

Uma vez reunidas as amostras que foram utilizadas ao longo dos processos de

fracionamento e purificagdo, foi contruida a tabela de purificagdo presente abaixo (Tabela 17):

Tabela 17 - Tabela de purificagdo do composto com atividade antimicrobiano contra S. aureus recuperado do
sobrenadante de cultura.

- Volume | Atividade Proteina Ath.a.d € Fold de Recuperagio
Fragoes (mL) total (AU) total especifica R (%)
(mg) (AU/mg)
Sobrenadante
liofilizado 10x 5 25600 318,95 80 1 100
Sobrenadante
precipitacdo com 1 10240 74,31 138 1,73 40
acetona otimizado
Eluido C18 100% 1 1280 0,91 1407 17,59 5
Eluido 30% C18 1 640 0,29 2207 27,59 2,5
Eluido 60% C18 1 5120 0,29 17655 220,69 20
30% FPLC (C) 1 40 0,05 800 10 0,2
60% FPLC (C) 1 320 0,10 3200 40 1,3
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Como pode-se verificar, ao longo do processo purificou-se a amostra como desejado até ao
valor de concentragdo proteica mais baixo registado de 0,05mg/mL, enquanto aumentava-se a
atividade especifica ao longo do processo. A maior atividade especifica registada foi para a
amostra 60% C18 com 5120 AU/mg, com 0,29mg/mL de concentracdo proteica, registando-se
um decréscimo quando executado o FPLC. Foi possivel atingir um fold de purificagdo maximo de
220,69 com uma recuperacgao de 20% para a mesma amostra.

3.9. Espetrometria de Massa MALDI-TOF MS

Ambas as fragdes 30% C18 e 60% C18, resultantes da eluicdo com 30% e 60% de acetona da
coluna C18, foram enviadas em aliquotas de 100uL e analisadas pelo Instituto de Tecnologia
Quimica e Bioldgica da Universidade NOVA de Lisboa utilizando a espetrometria de massa

MALDI-TOF MS. Foram obtidos os resultados da massa intacta para ambas as amostras.
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Figura 17 — Andlise dos resultados de massa intacta das amostras 30% e 60% C18. As figuras a esquerda concernem
a amostra 30% C18 e as figuras a direita as amostras 60% C18: A e B - cromatografias TIC (Total lon Count); Ce D —
espectros para o tempo de retengdo 7,54 minutos do cromatograma TIC; E e F — espectros para o tempo de retengéo
9,4 minutos.
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Através da Figura 17, em A foi destacado para o tempo de retenc¢do de 7,54 minutos e em B
destacado o tempo de retenc¢do 7,29 minutos ambos com a intensidade de 1,1x10° cps (counts

per second).

Tendo por base os espetros C e D conclui-se que ambas as amostras testadas estdo
enriquecidas em péptidos com baixo peso molecular compreendidos no intervalo de 600 a 2000
Da. No entanto, tendo por base o tempo de retengao de 7,54 minutos, sdo registados perfis
peptidicos diferentes em que a amostra 30% C18 é enriquecida em péptidos com peso molecular
entre 600 e 1000 Da e a amostra 60% C18 é enriquecida em péptidos com peso molecular entre

0s 1000 e 1400 Da.

Foram registados 7 picos que identificam para péptidos partilhados entre as duas amostras
no tempo de retencdo de 9,4 minutos, sendo que as suas massas se encontram no intervalo de
700 Da a 1024 Da. Em E e F encontram-se assinaladas estes péptidos com as setas verdes os que
apresentam massas menores que 1000 Da e com as setas vermelhas os que apresentam as
massas maiores que 1000 Da. Relativamente aos péptidos assinalados com seta vermelha e com

1024 Da estes encontram-se mais enriquecidos na amostra 60% C18.

De forma geral, as bacteriocinas encontram-se com tamanhos moleculares semelhantes ou
menores que 30kDa (Zou et al., 2018) e no caso das bacteriocinas produzidas por Bacillus estas
apresentam baixa massa molecular, como sdo os casos da pumilicina com 1994,62 Da produzida
por B. pumilus, bacturicina com 3160 Da, turicina 3162 Da e a coagulina com 3,4 Da (Aunpad et
al., 2007). No caso da plantazolicina, péptido RiPP com modificagdes pds-traducdo, esta
apresenta uma massa molecular média de 1336,4783 Da (Lee et al., 2013), enquadrando-se
dentro dos valores que foram obtidos, ndo deixando de mencionar que ja ha registo de produgao
deste composto por Bacillus pumilus (Molohon et al., 2011), indicando para a possivel existéncia

da plantazolicina como composto antimicrobiano presente nos sobrenadantes do isolado S118E.

3.10. Amplificacao e Sequenciacao do Gene 16S da Bactéria S118E

Amplificou-se o gene 16S do isolado S118E utilizando os primers universais 1492R e 8F. Neste
processo foi ajustada a temperatura de anealing de 50°C para 52°C, aproximando-se o maximo
possivel da temperatura de melting mais baixa registada neste conjunto de primers, que neste

caso pertencia ao primer 1492R com temperatura de melting de 52,3°C.
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1234567

Figura 18 — Resultado da eletroforese em gel de agarose a 1% da amplificagdo do
gene 16S do isolado S118E: 1 - marcador molecular 1Kb Plus, 2 a 6 - S118E, em
diferentes tubos de reagdo; 7 — controlo negativo.

Pela analise da Figura 18 conclui-se que a amplificacdo do gene 16S foi bem sucedida para
todas as amostras, com o controlo negativo limpo de contaminagdes, apresentando bandas bem
visiveis com peso molecular de 1500bp. Estas amostras foram concentradas e purificadas através
do kit DNA clean and concentrator, apresentando uma concentragdo final de 38,9 ng/uL, e

enviada para sequencia¢do no laboratdrio STAB VIDA.

A sequéncia consensus (Anexo Il) foi obtida pelo programa Bioedit, com um comprimento
de 1394 nucledtidos, e, através do programa de Blast, foram encontradas 100 homologias de
99,21% de indentidade, 0,0 E-value e 2516 de score maximo com trés organismos: Bacillus
pumilus, Bacillus safensis, Bacillus zhangzhouensis e com outras espécies do género Bacillus
(Figura 19). Destes, a bactéria mais mencionado foi o Bacillus pumilus com 66 homologias,
seguindo Bacillus sp. com 21 homologias, depois B. zhangzhouensis com 10 homologias e, por
fim, com 3 homologias B. safensis. Assim, foi considerado o Bacillus pumilus como a espécie

correspondente ao isolado S118E.

ax Query E Per. Acc.

Description Scientific Name Accession

= = Score  Cover walue  Ident Len
b v - - -
Bacillus pumilus strain 3-19 chromosome Bacillus pumilus 2516 99% 0.0 99.21% 3609444 CP0543101

Bacillus pumilus strain 93.1 165 ribosomal RMA gene, partial sequence Bacillus pumilus 2516 99% 0.0 9921% 1438  MTO044317.1

Bacillus pumilus strain ACCC04450 16S ribosomal RMA gene, partial sequence Bacillus pumilus 2516 99% 0.0 9921% 1453  WZ067893.1

Bacillus pumilus strain Agri-13 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence Bacillus pumilus 2516 99% 0.0 99.21% 1407 MT102721.1

Bacillus pumilus strain Agri-14 165 ribosomal RMA gene._partial sequence Bacillus pumilus 2516 99% 00 9921% 1420 WMT1027221

Figura 19 - Resultados de homologia da sequéncia consensus do gene 16S do isolado S118E obtidos pelo programa de
Blast (retirado de NCBI, acedido a 29 de outubro de 2023).
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3.11. Sequenciacao do Genoma do Isolado S118E

3.11.1.Extracdo do DNA

Extraiu-se o DNA do isolado S118E utilizado o Kit Quick-DNA Fungal/ Bacterial Miniprep
(Zymo Research), e analisou-se 0 mesmo através de uma eletroforese em gel de agarose a 1%

(Figura 20).

& NN
F O
a-

Figura 20 - Resultado da eletroforese em gel de agarose a 1% do DNA do isolado
S118E extraido pelo Kit Miniprep. 1 - marcador molecular 1Kb Plus; 2 - amostra 1
(primeira eluigdo) 3 - amostra 2 (primeira elui¢do); 4 - amostra 1 (segunda eluicdo);
5 - amostra 2 (segunda eluigdo).

*
=
E
.

Observa-se que a amostra 1 demonstra ter mais quantidade de DNA, no entanto mais
degradada, enquanto a amostra 2 apresenta menos quantidade de DNA, mas menos degradada.
Foram obtidas concentragdes entre 21,2 e 26,1 ng/uL, racios 260/280 de 2,0 e racios 260/230
de 0,03 pela absorvancia de 260nm no Nanodrop. Pelo Qubit foram obtidos os valores de 20,7 e
16,8 ng/uL para a amostra 1 (12 e 22 eluigdo respetivamente) e de 7,48 e 3,36 ng/uL a amostra
2 (12 e 22 eluicdo respetivamente). Com base nos resultados, juntaram-se as amostras 1 e 2 da
primeira eluicdo, obtendo 72uL de DNA com um conteudo final de 1014ng, e enviou-se para

sequenciacdo do genoma no laboratério Novogene.

3.11.2.Genoma

O genoma do isolado S118E, mais concretamente Bacillus pumilus, apds aceite no controlo
de qualidade, foi caracterizado e mapeado, apresenta um tamanho total de 3.640.519bp, com
41,6% do seu conteudo GC, ao longo de 13 contigs, tendo o contig 1 grande parte da sequéncia

do DNA. Nestes 13 contigs estdo presentes 3480 genes e sdo codificadas 3375 proteinas.

Apds ter sido assemblado as 15 milhdes de reads com o genoma de referéncia Bacillus

pumilus (accession number ASM302079v1 no NCBI) foram mapeadas 14 milhdes delas, obtendo

57



3. Resultados e discussé@o

uma percentagem de 90,85% de mapeamento. Do genoma em causa obteve-se uma cobertura

(coverage) de 99,86%.
g )

Em termos da distribuicao de Blast Hit’s nas proteinas codificadas, foram obtidas 2.021
sequéncias com hit’s e 792 sequéncias sem hit’s, indicando estas para novas proteinas
produzidas por esta bactéria. No entanto, foram obtidos mais hit’s com Bacillus subtilis (2000
hit’s) do que com o Bacillus pumilus (500 hijt’s). Isto pode se dever ao facto dos genomas de
Bacillus pumilus ndo estarem tdo anotado quanto os genomas de Bacillus subtilis que sdo alvo

de mais estudos.

Na Figura 21 estdo representados os principais termos usados na ontologia dos genes (Gene
Ontology), também denominados de Go terms, que sdo os processos bioldgicos, a funcao

molecular e os componentes celulares.
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Figura 21 - Distribuicdo dos Go terms por niveis: BP - processo biolégico; MF - fun¢do molecular; CC - componente
celular.

Relativamente aos processos bioldgicos, os processos metabdlicos para substdncias
organicas, os processos metabdlicos celulares e os processos metabdlicos primarios, por ordem
decrescente, foram os que apresentaram mais GO terms, todos eles superiores a 1000
sequéncias. Ja sobre a ontologia relacionada com fun¢do molecular, os compostos de binding
organicos ciclicos, os compostos de binding heterociclicos e os ides de binding, também por
ordem decrescente, foram os que apresentaram mais GO terms, apresentando por volta de 750
sequéncias. Por fim, sobre os Go terms relacionados com componentes celulares, na mesma

ordem, os componentes membranares, os componentes de estrutura anatdmica intracelular e
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os componentes do citoplasma foram os que apresentaram mais GO terms, apresentando,

também, por volta de 750 sequéncias.

Enzyme Code Distribution [protein_s118e_annot]

1- Oxidoreductases

2- Transferases

3- Hydrolases

4-Lyases

EC Classes

5-lsomerases

6-Ligases

7-Translocases

Figura 22 - Distribuigcdo de codigos enzimdticos: 1 — oxidorredutases; 2 — transferases; 3 — hidrolases; 4 — liases; 5 —
isomerases; 6 — ligases; 7 — translocases.

Em termos de sequéncias codificantes no genoma para os diferentes tipos enzimaticos,
como se verifica pela Figura 22, as transferases encontram-se em primeiro lugar com quase 450
sequéncias, seguindo-se as hidrolases com pouco mais que 400 sequéncias e, depois, as
oxidorredutases com 250 sequéncias. As outras categorias, liases, isomerases, ligases e

translocases, apresentam um nimero de sequéncias préximo de 100.

O estudo de Freitas-Silva et al. (2021) sequenciou da mesma forma o genoma do Bacillus
pumilus 64-1 obtendo um tamanho de 3,6Mpb dividido ao longo de 12 contigs, com 41,5% de
conteudo GC, 3705 sequéncias codificadoras. Os valores registados para o genoma do Bacillus
pumilus em causa aproximam-se dos registados no referido estudo, confirmando assim a

identificagdo da espécie do isolado S118E.

3.11.3.Mineracdo Genémica do Isolado Bacillus pumilus

Com o recurso ao antiSMASH foram executadas pesquisas nos 13 contigs para regides
produtoras de metabolitos secundarios. No caso dos contigs de 5 a 13, a exce¢do do 9, ndo foram
encontradas em nenhuma destas regides clusters de genes produtores de metabolitos
secunddrios. No entanto, para o contig 1 foram encontradas 7 vias metabdlicas para a sintese de

metabolitos secundarios, 2 vias no contig 2, 1 via nos contigs 3, 4 e 9. Sumariamente, foram
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encontradas 12 vias metabdlicas em todo o genoma. Destas 12 vias metabdlicas, 4 demonstram
uma percentagem de similaridade baixa (8%, 18%, 53% e 60%) e outras 4 com uma percentagem
de similaridade elevada (78%, 80%, 85% e 91%), as restantes 4 regides ndo apresentaram uma

percentagem de similaridade com a base de dados (Tabela 18).

Tabela 18 - Resultados da pesquisa no sitio antiSMASH: LAP - linear azol(in)e-containing peptides; NRPS - non-
ribosomal peptide synthetase; Other - cluster containing a secondary metabolite-related protein that does not fit into
any other category; RiPP-like - other unspecified ribosomally synthesided and post-translationally modified peptide
product (acedido a 6 de outubro de 2023).

. o . . Tipo de T
Contig | Regiao Cluster mais semelhante conhecido P Similaridade
produto

4 Fengicina NRP 53%

1 5 Plantazolicina RiPP:LAP 91%

6 Schizokinen Other 60%

5 1 Bacilisina Other 85%

2 Bacilibactina/ Bacilibactina E/ Bacilibactina F NRP 80%

3 1 lichenysin NRP 78%

4 1 Zwittermicin A NRP+poly 18%
ketide

9 1 surfactin NRP:|.IpOp 8%
eptide

Foram identificados 4 clusters, assinaladas a verde na Tabela 18, com elevada percentagem
de semelhanga com clusters conhecidos. No cluster presente no contig 3 com 78% de
similaridade, foram identificados 4 genes com core biossintético para a produ¢do de metabolitos
secundarios caracterizados NRPS (péptidos de sintese ndo ribossomica) associados com fungGes
de condensadores, AMP-binding, entre outros. Por sua vez, estes genes estdo associados a

producdo de lichenysin em Bacillus licheniformis (Veith et al., 2004).

Com 80% de similaridade verifica-se o cluster presente no contig 2, na regiao 2, associado a
produgdo de bacilibactina, através de 3 gene de core biossintéticos NRP-metallophore:
condensadores, AMP-binding, PP-binding, entre outros. Estes genes estdo associados a produgao

de bacilibactina em Bacillus sp. (Wu et al., 2020).

O cluster presente igualmente no contig 2 com 85% de similaridade, na regidao 1, esta
associado a producdo de bacilisina, nos quais foram encontrados apenas 1 gene com core
biossintético para a basilisina. Este gene pertence ao cluster de genes do Bacillus velenzensis
FZB42 (Wu et al., 2015). Em Bacillus pumilus 64-1 foi também encontrado 85% de similaridade
com o mesmo composto, necessitando embora de mais estudos de modo a confirmar a origem

da atividade antimicrobiana (Freitas-Silva et al., 2021).

60



3. Resultados e discussé@o

Por fim, o cluster presente no contig 1 na regido 5 com 91% de similaridade. Esta regido
apresenta 23 genes: 3 genes com core biossintético, 2 genes de biossintese adicional, 1 gene
relacionado com transporte e 17 outros genes ndo identificados. De todos estes genes, apenas
11 identificaram-se com score de similaridade de 1,38 para um cluster produtor de plantazolicina
pelo organismo Bacillus pumilus ATCC 7061, com GenBank accession number ABRX01000001.1
registado a 9 de julho de 2008 (antiSMASH, acedido a 6 de outubro de 2023) (Figura 24, Figura
26 e Figura 28) (Anexo Il1).

A plantazolicina foi identificada pela primeira vez por Scholz et al. em 2010 produzida por
Bacillus amyloliquefaciens. Com base na bibliografia, a plantazolicina é um péptido sintetizado
por via ribossémica e que sofre modificacdes pds-traducdo (RiPP, Classe | na classificagdo de
bacteriocinas de Bacillus). Por sua vez, este composto enquadra-se na familia de compostos
TOMMs, ou seja, microcinas modificadas com tiazol/oxazol, estas que sdo inativas até as suas
modificagcdes que podem ser ciclodesidratacoes, desidrogenac¢des entre outras (Burkhart et al.,
2015; Cox et al., 2015; Li & Rebuffat, 2019 e Molohon et al., 2011). Apenas em termos do N-
terminal do precursor da plantazolicina, podem ocorrer dimetilacdo (Molohon et al., 2011) ou
formacdes azoline, modifica¢des estas que comprometem a ativacdo destas moléculas e, por sua
vez, a acdo antimicrobiana da plantazolicina ativa (Dunbar et al., 2015 e Molohon et al., 2016).
Apesar do modo de agdo ainda ndo estar bem definido, este é associado a uma rapida e potente
despolarizagdo das membranas celulares, principalmente em Bacillus anthracis (Dunbar et al.,
2015 e Molohon et al., 2016). Em termos de massa molecular, a massa média do péptido é por
volta dos 1336,4780 Da, uma vez que, as diversas modificacGes que ocorrem sobre esta fazem
variar esta massa, a titulo de exemplo, o processo de desmetilagcdo verificado na Figura 23

(Dunbar et al., 2015 e Lee et al., 2013).

A B
- Exact Mass: 1307.4389 Da ) = ? ’\X_{" T,/’\" }{/' AJfL ! ’\n’
25AM (desmethylPZN) 5 ‘{_ S o
) BamL {V 0 ¥ ot
2 SAH 3 \/,\\.\ < 3;
[ \’/ 0 _<’ K e

i“*ﬁ*ﬁwfif%fx A0 ( ke

Exact Mass: 1335.4702 Da
(PZN)

Figura 23 — A — Modifica¢do pds-tradugdo da plantazolicina, neste caso a desmetilagdo da arginina do N-terminal
real¢ado a verde (in Lee et al. (2013); B - Estrutura molecular da plantazolicina com férmula molecular Cs3HgoN17013S2
e a massa molecular média de 1336,458 Da (retirado do ChemSpider, acedido a 15 de setembro de 2023).
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CC 5: neighbouring

CCE: single ctgl 1111
LAP
RRE-coniaining Locus tag: ctgl_1111
Protein ID

ctgl 1111 Gene: Hone
At ' — Ih- — @l H ——  Location: 1,100,298 - 1,101,278, (total- 981 nt)

T T T T 1 1 T T T T1
1,090,000 1,092,000 1,094,000 1096000 1,098,000 1,100,000 1,102,000 1,104,000 1,106,000 1,108,000 1,110,000

biosynthetic (rule-based-clusters) RRE-
containing: Plantazalicin_C_RRE

Legend:
core additional transport- requlato other bindin
 biosynthetic [l biosynthetic Qrelated B gegnes ry | genes resistance e 9
genes genes genes

Figura 24 — Cluster de genes presente da regido 5 do contig 1 com 91% de similaridade com o cluster produtor de
plantazolicina pelo organismo Bacillus pumilus ATCC 7061. Em destaque o gene ctgl_1111 associado a produgdo de
pznC. Os detalhes do gene encontram-se no canto superior direito (retirado de antiSMASH, acedido a 24 de outubro
de 2023).

Dos 11 genes mencionados, um deles destacou-se, o gene ctgl 1111 com 981 nucledtidos
de tamanho, com a denominacdo “Plantazolicin_C _PRE”, associado ao gene BAT 2469 do cluster
mais semelhante mencionado. Com as sequéncias de nucledtidos e da sequéncia predita de
aminodcidos do gene ctgl 111, executou-se Blast para os dois casos através dos programas

BlastN e BlastP no portal NCBI.

O Blast de nucledtidos surtiu em 2 sequéncias de organismos diferentes, mas ambos com
100% de cover e com 100% de identidade. Estes organismos foram o Bacillus pumilus strain B2-
10 com sequence ID CP126081.1, 3892007 nucledtidos de comprimento, publicado a 27 de maio
de 2023 e o Bacillus pumilus strain MS32 com sequence ID CP092829.1, 3.824.664 nucledtidos
de comprimento, publicado a 10 de abril de 2023. Para ambas as bactérias, até a data, ainda ndo

foram publicados artigos cientificos.

Para a sequéncia de aminoacidos, foi encontrada a sequéncia ID WP_126741661.1 de 326aa
de comprimento com 100% de identidade e 0% de Gaps. Esta estd registada com o titulo “TOMM
precursor leader peptide-binding protein [Bacillus pumilus]” e dentro desta encontra-se uma
regido localizada de 186 a 316 com comprimento de 131 aminodcidos mencionada como

“bacteriocin biosynthesis cyclodehydratase domain”.
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a ey i »
Bam —EE W) -§— - — L - Key
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# R Cyclodehydratase (pznC) mup
= \
Cms  — - ) W -— T — Docking protein (pznD) messp
F . & Zinc protease (pznE) )
Cur -—.' o v N i“ X v Methyltransferase (pznl)
# : 2 A # N Unknown (pznJ)
Blin )T — T ) — - - Unknown (pzn)
Immunity (pznF) sl
b ABC transporter (pznGH) wesp
Unknown (ymcC)
BamA ~~MTQIKVPTALIASVH~---GEGQHLFEPMAA*RCTCTTIISSSSTF~ [0 oo o
BpumA  ~-MTKITIPTALSAKVH---GEGQHLFEPMAA*RCTCTTIISSSSTF- Keto/Aldo oxidored, B
CmsA ~MITTTALPRAAAVTTTVY-GEGLHLFEPMAA*RCTCSTVISTTCTWG Aspartate racemase M)

Unannotated #
CurA MSTLINKLPPAVSTDSSKIVSEVQ-AFEPTAA*RCSCTTIPCCCCCGG

BlinA MSTLISKLPPAVSTDSSKIVSEVQ-AFEPTAA*RCSCTTLPCCCCSGG

Leader reglon Core reglon

Figura 25 - llustragdo dos clusters de genes biosintéticos para a plantazolina (in Molohon et al., 2011). A —organizagGo
genética dos clusters da plantazolicina. B — precursor peptidico da plantazolicina. Bam: Bacillus amyloliquefaciens
FZB42; Bpum: Bacillus pumilus ATCC 7061; Cms: Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus; Cur: Corvnebacterium
urealyticum DSM 7109; Blin: Brevibacterium linens BL2.

Query sequence
LS LG S KK K - T e o )

BGC0001173: plantazolicin (91% of genes show sumlarity), RiIPP-LAP
A .

Figura 26 - Comparagdo entre o cluster obtido (Query sequence) e o cluster de Bacillus pumilus com 91% de
similaridade (retirado de antiSMASH, acedido a 29 de outubro de 2023).

Através da Figura 25 pode-se verificar a presenga do gene pznC no cluster biossintético, gene
encontrado no cluster do Bacillus pumilus S118E, para a produg¢do da plantazolicina e das
protéases que irdo modificar pds-traducdo em Bacillus pumilus. Comparando a Figura 25 com a
Figura 26, utilizando apenas a sequéncia do Bacillus pumilus ATCC 7061 presente em ambos os
casos, verifica-se que o cluster de genes encontrado no genoma do B. pumilus S118E com 91%
de semelhanca ndo identificou o gene que sintetiza para o péptido precursor da plantazolicina,
pznA, representado pela seta preta na Figura 25 e representado pelo triangulo branco na Figura
26. No entanto, a restante sequéncia do isolado assemelha-se a sequéncia do B. pumilus ATCC

7061.

O gene precursor da plantazolicina pode ndo ter sido identificado corretamente na
sequéncia do isolado. Também, este gene pode-se encontrar numa regido adjacente a regido em
que se identifica a restante via metabdlica (Molohon et al., 2011). Sendo assim, realizou-se um
Blast entre a sequéncia do gene pznA do B. pumilus ATCC 7061, encontrada no sitio MIBiG, e o
genoma do isolado, de modo a verificar se a sequéncia deste gene estava presente no genoma

do isolado.
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Score Expect Identities Gaps Strand
233 bits(126) 8e-63 126/126(100%) 0/126(0%) Plus/Plus

Query 1102421 ATGACTAAAATTACAATTCCAACTGCTTTGTCTGCTAAGGTACATGGGGAAGGTCAACAT 11824880

CECELLEEEELEEEE e e e e L e e e eee eyt
Sbjct 1 ATGACTAAAATTACAATTCCAACTGCTTTGTCTGCTAAGGTACATGGGGAAGGTCAACAT 60

Query 1102481 TTATTTGAACCAATGGCTGCGCGCTGCACTTGCACAACAATCATCTCAAGTTCTTCAACT 1182548

LELEELEEECETEEE e et e e et e e e e e eyt
Sbjct 61 TTATTTGAACCAATGGCTGCGCGCTGCACTTGCACAACAATCATCTCAAGTTCTTCAACT 120

Query 1102541 TTCTAA 1182546

L1
Sbjct 121 TTCTAA 126

Figura 27 - Blast entre a sequéncias de nucledtidos do contig 1 (Query) e a sequéncia de nucledtidos do gene pznA do
Bacillus pumilus ATCC 7061 (Sbjct) (retirado de NCBI, acedido a 29 de outubro de 2023).

Com base no resultado do Blast (Figura 27), confirmou-se, com 100% de identidade e 0%
Gaps, a presenga da sequéncia de 126bp do gene pznA que sintetiza para o péptido precursor
da plantazolicina. Esta sequéncia foi localizada entre 1.102.421 e 1.102.546 nt na regido 5 do
contig 1, ou seja, integrado no cluster associado a produgao de plantazolicina no isolado. A Figura
28 mostra mais detalhadamente a localizagdo da sequéncia encontrada. Esta localizagao coincide

com a esperada do gene pznA, indicando que este ndo foi corretamente identificado.

Legend:

binding
genes genes genes genes genes site

core biosynthetic . additional biosynthetic . transport-related . reqgulatory . other .
. resistance L4

Figura 28 — Localizagéo detalhada da sequéncia com 100% de identidade com a sequéncia do gene pznA do B. pumilus
ATCC 7061 simbolizada com a seta vermelha (retirado de antiSMASH, acedido a 29 de outubro de 2023).

Sendo assim, o genoma do isolado S118E, mais propriamente do Bacillus pumilus, pode
sintetizar plantazolicina como bacteriocina com atividade antimicrobiana. Isto porque apresenta
a via metabdlica completa para a sintese do péptido precursor da plantazolicina, bem como a
sintese de enzimas com capacidade de modificar este péptido para a sua forma ativa, como é o

caso da presenca gene pznC.
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4. CONCLUSOES

Da Colecao de Bacillus da Universidade dos Acores, selecionaram-se 20 isolados do solo
acoriano. Para o screening de atividade antimicrobiana dos isolados, testou-se por co-inocula¢do
com trés bactérias alvo: M. luteus, S. aureus e E. coli. Através dos seus resultados, foram
escolhidos 7 isolados para a producdo de AMP’s em cultura liquida. Destes 7, verificou-se que 2
isolados apresentaram atividade apenas contra M. luteus em meio liquido LB. Para estes

isolados, S117B e S118E, foram otimizadas as condi¢Ges de cultura para a producdao de AMP’s.

Esta otimizacdo consistiu em imobilizar as células produtoras resultantes de 50mL de cultura
liguida em esferas de agar, para um volume final de 10mL. Este processo permitiu aumentar a
densidade celular. As esferas foram recicladas até 6 vezes entre meios de cultura novos de 50mL
por batch. Com este processo foi possivel otimizar a producdao de AMP’s em ambos os isolados
e, de entre os dois, o S118E registou mais atividade antimicrobiana. Verificou-se o pico de
atividade no batch 3 deste isolado, com o aumento de 240% contra M. luteus e a recuperagao
de 220% contra S. aureus, relativamente ao sobrenadante inicial sem imobilizacdo. Com o
isolado S118E, imobilizou-se novamente as células, aumentando proporcionalmente a producao
de sobrenadante com atividade antimicrobiana para 100mL de LB por batch. Para este aumento,
verificou-se que o pico de atividade antimicrobiana foi igualmente registado no batch 3. Através
do teste de difusdo em placa de agar incubada com S. aureus, obteve-se 20mm de halo de
inibicdo e para o mesmo teste com M. luteus, obteve-se 22mm de inibicdo. No teste de diluicdo
em microplaca contra S. aureus, o batch 3 registou o valor mais elevado de 320 AU com fator de
dilui¢do 32, enquanto o sobrenadante inicial sem imobilizagdo com fator de dilui¢do 2, ndo

registou atividade antimicrobiana.

Submeteu-se o composto ativo a agao da temperatura e a agao de enzimas proteoliticas. O
composto demonstrou-se termolabil perdendo atividade depois de 6 horas a 372C, 1h30 a 502C,
1 ha60e 709C, 20 minutos a 802C e 5 minutos a 1002C. Também, o composto perdeu atividade

antimicrobiana quando exposto a 5mg/mL de proteinase K por 1h de incubagdo a 502C.

Dos processos de concentragao e fracionamento dos sobrenadantes recolhidos dos batch 2,
3 e 4 da produg¢do com 100mL de meio LB, o processo de precipitacdo otimizado com acetona
foi o que demonstrou mais atividade, com 10240 AU. Com este produto, fracionou-se através da
coluna Superdex peptide, das colunas de fase reversa C18 e RPC em FPLC. O composto com 320
AU de atividade foi eluido aos 24mL, indicando para moléculas com peso molecular menor que

5kDa. Na coluna compactada com resina C18, os compostos antimicrobianos foram eluidos com
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4 fragbes diferentes de acetona. Sendo que os compostos com 640 AU e 5120 AU de atividade
foram eluidos com 30% e 60% de acetona, respetivamente. Na coluna RPC em FPLC, verificou-se
maior atividade antimicrobiana, 320 AU, quando a fracdo 60% C18 foi eluida, entre 14 e 26
minutos, com percentagens de acetona entre 55% e 100%. Obteve-se o fold de purificacdo mais
elevado de 220,69, com 20% de recuperagao para a amostra eluida com 60% da coluna de fase

reversa C18, que apresentou ainda 0,29mg/mL de concentracdo proteica.

Os compostos produzidos pelo isolado S118E foram estudados por via protedmica e por via
gendmica. Em primeiro lugar, calculou-se as massas dos péptidos presentes nas amostras eluidas
com 30% e 60% de acetona da coluna C18, através de MALDI-TOF MS. Em ambas, obtiveram-se
tempos de retencdo com aproximadamente 7 minutos e intensidade de 1,1x10° cps. A amostra
30% C18 estava enriquecida em péptidos de 600 a 1000 Da e a amostra 60% C18 com 1000 a
1400 Da. Os 7 péptidos partilhados entre as duas amostras apresentavam entre 700 e 1024 Da,
4 péptidos menores que 1000 Da e 3 péptidos maiores que 1000Da. Em segundo lugar,
identificou-se a espécie do isolado S118E através da sequenciacdo do gene 16S como Bacillus
pumilus, confirmado pela sequenciacdo do genoma total. Este genoma com 3,6 Mbp,
assemblado com o genoma de referéncia B. pumilus ASM302079v1, obteve uma cobertura de
99,86% e um mapeamento de 90,85%. Através da mineracdao gendmica, encontrou-se 4 clusters
com 78%, 80%, 85% e 91% de similaridade com clusters produtores de lichenisina, bacilibactina,
bacilisina e plantazolicina, respetivamente. Destacou-se o cluster com 91% de similaridade,
tendo sido identificado o gene pznC, Plantazolicina_C PRE, que sintetiza para enzimas
modificadoras no péptido precursor da plantazolicina sintetizado por via ribossomal. A
plantazolicina é uma bacteriocina sintetizada por algumas bactérias, incluindo Bacillus pumilus.
Através da comparacdo da sua via metabdlica verificou-se que na sequéncia do isolado S118E
nao se identificou o gene precursor da plantazolicina. Contudo, através do Blast entre o genoma
do isolado e da sequéncia do gene pznA confirmou-se, com 100% de identidade, a presenga

deste gene localizado interiormente ao cluster em causa.

Com esta dissertacdo foi possivel identificar péptidos antimicrobianos produzidos por
Bacillus pumilus isolado do solo Acgoriano com atividade contra S. aureus. Com base na
informacgdo protedmica e genética obtida, somando a caracterizagdo do composto, o isolado
S118E sintetiza para compostos de pequena dimensao, hidrofdbicos, termoldbeis, de natureza
proteica e regulados por mecanismos de quorum sensing. Ainda, pode-se afirmar que, caso o
composto seja sintetizado por via ribossomal, este encontra-se na classe | de bacteriocinas
produzidas por Bacillus, pois apresenta péptidos com menos de 5kDa. Estes resultados vao de

encontro as caracteristicas apresentadas pela plantazolicina, considerando esta bacteriocina um
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dos péptidos putativos produzidos pelo isolado S118E. Contudo, mostra-se necessario analisar
mais detalhadamente os péptidos produzidos por este isolado. Esta andlise ird permitir
determinar qual o péptido responsavel pela atividade antimicrobiana verificada contra S. aureus,
determinar a sua sequéncia e identificar possiveis modificacdes estruturais. Assim, a purificacao
mais exaustiva da molécula ativa ird permitir concretizar os objetivos referidos anteriormente,
bem como determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC) e o modo de agdo contra S.

aureus.

Futuramente, o estudo mais aprofundado destes compostos podera revelar o potencial
destes compostos como leaders na producdo de novos farmacos, como por exemplo os anti-

MRSA, de probidticos, de preservantes alimentares, entre outros.
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Tabela 19 - Caracterizagdo dos meios de cultura utilizados.

Meio (1 Litro) Composto Marca Quantidade (gramas)
Agar nutritivo Agar bacteriolégico (NO.1) Oxoid 15
Meio nutritivo Bioka 20
Agar nutritivo | Agar bacterioldgico (NO.1) Oxoid 7,5
mole Meio nutritivo Biokar 20
LB L.B. meio Liofilchem 20
BHI Infusdo BHI Oxoid 37
Agar bacteriolégico tipo E Biokar 15
Peptona bacterioldgica Liofilchem 5
Extrato de levedura Biokar 1,5
T3 agarizado MnS04.7H20 Merck 0,002
MgS04.7H20 Sigma 0,02
NaHPO4 Merck 1,4
NaH2P0O4.H20 Merck 1,38
Agar beads Agar bacteriolégico (NO.1) Oxoid 35
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Sequéncia consensus do gene 16S do isolado S118E:

>5118e_16s_consensus_Bacillus pumilus strain EBCH15 16S ribosomal RNA gene _
99.21identidade

AGCGCACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAG
GATGAAAGACGGTTTCGGCTKTCACTTACAGATGGACCCGSGGSSCATWAGYTAGTTGGTGSGGTAAWG
GCTCACCAAGGAGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTG
CTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA
GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAG
GGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCGAGACCGCAAGGTTTAGCCAATCCCATAAATCTGTTCTC
AGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACAGCCGAAGTC
GGTGAGGTGAATCAC
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Figura 29 - Via metabdlica para o cluster com 91% de similaridade, 1,38 score de similaridade para o cluster produtor

de plantazolicina em Bacillus pumilus ATCC 7061 (Retirado de antiSMASH, acedido a 6 de outubro de 2023).
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