View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .{ CORE

provided by Repositério da Universidade dos Acores

ELSA CRISTINA VIEIRA DE SOUSA

Purificacdo e Caracterizacio de Moléculas
com Atividade Antibacteriana Produzidas

por Bacteérias do Genero Bacillus.

Universidade dos Agores
Departamento de Biologia
Ponta Delgada
2013


https://core.ac.uk/display/61441659?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Nome: Elsa Cristina Vieira de Sousa

Titulo: Purificacdo e Caracterizacdo de Moléculas com
Atividade Antibacteriana Produzidas por Bactérias do
Género Bacillus.

Orientadores: Doutora Carla Mendes Cabral

Doutor Duarte Toubarro

Dissertacdo para a obtencdo de grau de Mestre em
Ciéncias Biomedicas, apresentada a Universidade dos
Acores.

Universidade dos Agores
Departamento de Biologia
Ponta Delgada
2013



Purificagdo e caracterizagdo de moléculas com atividade antibacteriana produzidas por bactérias
do género Bacillus.

AGRADECIMENTOS:

A realizacdo deste trabalho, s6 foi possivel com a cooperacdo de diversas pessoas, a
todas as que contribuiram direta ou indiretamente para a sua realizacdo, gostaria de

expressar 0 mais profundo e sincero agradecimento.

e A Professora Doutora Carla Mendes Cabral, orientadora deste trabalho, um
agradecimento muito especial. Agradeco a disponibilidade constante, a paciéncia
e 0s conhecimentos transmitidos durante o processo de orientacdo cientifica da
dissertacdo. Foi um privilégio ser sua orientanda, e as suas orientacdes em todas
as etapas foram cruciais para a concretizacdo deste trabalho. Por todo o
conhecimento que transmitiu e todo o tempo disponibilizado, expresso desta
forma um sincero agradecimento.

e Ao Doutor Duarte Toubarro, orientador deste trabalho, um agradecimento muito
especial. Agradeco a disponibilidade para me apoiar e ajudar em diversas etapas
deste trabalho e também todo o conhecimento transmitido. Foi um prazer ser sua

orientanda, expresso um sincero agradecimento.

e Ao Professor Doutor Nelson Simdes, diretor do Centro de Investigacdo de
Recursos Naturais (CIRN), em cujos laboratdrios decorreu todo o trabalho de
investigacao.

e Aos Técnicos Alexandra e Pedro, pelo apoio que prestaram no trabalho de

laboratorio.

e Ao Paulo, queria agradecer todo o apoio que me deu durante estes meses de

arduo trabalho. Um muito obrigado.

e Quero agradecer aos meus pais e irmdos, que apesar de estarem longe, sempre

me apoiaram nesta etapa da minha vida. Muito obrigado

Elsa Cristina Vieira de Sousa Pagina 2



Purificagdo e caracterizagdo de moléculas com atividade antibacteriana produzidas por bactérias
do género Bacillus.

INDICE
RESUIMO. ...ttt e e e e st b et et e e e e s e e bbb et e e e e e s e nnnne e 5}
N 01 - Tod PSPPSRI 5
R [ 011 (o o [F {0t Lo PP U RO P R U P PPROPRTPY 7
I = T Tod (T oo [T LSRR 7
1.1.1-Classificagdo das bacteriocinas LAB ..........ccccoiiiiiiiii i 10
1.1.2-Bacteriocinas Gram positivas € Gram NegatiVvas ..........cccccervveerieeiieeiieennn. 14
1.2 Bacteriocinas produzidas por BacCillus ............ccccceviiiiiiniiiiieiicc e 15
1.2.1-BaACHTUS CEIBUS .....cueiieeiiie ettt e et ae e eneeas 19
1.2.1- BaCillus MYCOIAES. ......vitie e 20
1.3- Aplicacdes das bacteriocinas do genero Bacillus ............ccccoovveeiiieeiiee e, 20
1.3.1- Aplicagfes na Salde NUMANA ..........cooeeiiiiiiiiiiee e 20
1.3.2- Aplicagtes na Satde ANIMAL .........ccooiiiiiiiiiiiiee e 23
1.3.3- Aplicages ambIENTAIS..........ccovveeeiiieeciie e 23
1.3.4- AplicagOes alimeNtareS.........ccevveeeiieeesiie e e 24
2. Pertinéncia e Objectivos do trabalno ............ccccveeini i 27
3. Material @ METOTOS .......coivviiiieiiieeie e 28
3. 1-IMEI0S 08 CUIUIA ..ot 28
3.2-CURUIras DACTEIIANAS .........veiieiiiie e 28
3.3-RecuperaGdo doS iSOIAU0S ........vveiiireiiiie e 29
3.4-Estudo das condi¢Oes de CreSCIMENTO ..........veeivreeiieee e e s e e 30
3.5-Atividade antibacteriana dos isolados S54C € S150C.........ccocveriieiiieiiieeiieenie i, 30
3.6-Preparacdo dos sobrenadantes das culturas bacterianas.............ccccoceveeviveeiveeennnen. 31
3.7-Teste da atividade antimiCrobIana ..........c.ccooveiiieiiieiiie e 32
3.8-Concentracao e fracioNamENTO ...........cvveiiiieeiiiee e 33
3.9-Estabilidade térmica e sensibilidade a enzimas hidroliticas............c.cccovvveiiennnenn, 33
3.10-Purificaco Parcial S5AC..........eciiuiieiiiee e s 34
B.LL- SDS-PAGE ...ttt 35
3.12-Amplificacdo e sequenciacdo de um fragmento do gene 16S do isolado S54c ..... 36
3.12.1-Extracdo do DN A . ... 36
3.12.2- Condigdes de amplificagdo do fragmento 16S...............c.ooiiiiint. 36
3.12.3- Eletroforese em Gel de Agarose..........ooevvviiniiiiiiiiiiiiiiiiiieiiaennn, 37

Elsa Cristina Vieira de Sousa Pagina 3



Purificagdo e caracterizagdo de moléculas com atividade antibacteriana produzidas por bactérias
do género Bacillus.

3.12.4- Purificag@o do produto de PCR..........oooiiiiiii e 37

3.12.5- Sequenciacdo do DNA € analise............ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieanannn, 38
4. ReSUITAd0S € DISCUSSEO .......eeiueeeiieiiieiiie ettt ettt 39
4.1-Estudo das condigOes de CreSCIMENTO ........ccuveiueeiiieriiieiee et 39
4.2 —Atividade antibacteriana dos is0lados S54C € S150C ..........ccccovriviiienienieiieneen 42
4.3- Concentragao € fracionamento. ...........ooueiertiiniiit it e eeeee e 43
4.4- Espectro de atividade do 1501ado S54¢C.......ooiiiiiiiiiiii 44
4.5-Estabilidade térmica e sensibilidade a enzimas hidroliticas............................ 46
4.6- Purificag@o parcial...........cooiiuiiiiiii e e 50
A.7-SDS-PAGE. ... 52

4.8- Amplificagéo e sequenciacdo de um fragmento do gene 16S do isolado S54c......52

5. CONCIUSOES JEIAIS ...vvveeevieeiiiie e sttt esiee e et e e se e e st e e st e e st e e et e e e snaeeesnsaeeanteeenneeas 54
6. Referéncias DIbHOGIAfICAS.........cciiieeiie e 56
AANIEXOS <.t 60
ANCXO Lo 60
ANCXO Il 61
ANCXO IIL. ..o e 62
ANCXO LV L 63

Elsa Cristina Vieira de Sousa Pagina 4



Purificagdo e caracterizagdo de moléculas com atividade antibacteriana produzidas por bactérias
do género Bacillus.

RESUMO:

As bactérias produzem varias substancias antibacterianas desde antibioticos,
lisozimas, exotoxinas e também bacteriocinas. As bacteriocinas sdo péptidos
antimicrobianos de sintese ribossomal que tém suscitado um interesse crescente no
combate a estirpes resistentes a antibidticos. Algumas espécies de Bacillus produzem
bacteriocinas/BLIS que possuem acdo contra MRSA e outras estirpes resistentes. As
aplicacdes das bacteriocinas vdo desde a Salde Humana até a utilizacdo como
bioconservantes. O objetivo deste trabalho foi o estudo e caracterizacdo da atividade
antibacteriana de 2 isolados de Bacillus (S54c e S150c) da Colecdo Acoriana de
Bactérias Esporulantes, bem como das suas moléculas ativas. Os dois isolados
mostraram maior crescimento e maior atividade antibacteriana em meio Brain Heart
Infusion ap6s 18 horas de incubacdo. Para o sobrenadante filtrado destes isolados e para
as fragbes ativas do sobrenadante do isolado S54c foi determinada a estabilidade
térmica e a sensibilidade a enzimas hidroliticas. O resultado destes testes foi avaliado
pela determinagéo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar contra a
bactéria Micrococcus luteus. A atividade dos isolados S54c e S150C contra
Staphylococcus aureus e MRSA foi avaliada pelo método descrito para bactérias
esporulantes e o espectro de atividade do sobrenadante do isolado S54c foi determinado.
O sobrenadante liofilizado do isolado S54c foi fracionado por cromatografia de
exclusdo molecular, coluna Sephacryl S-200 40 ml, e as fragdes positivas visualizadas
em SDS-PAGE. Os sobrenadantes dos isolados S54c, S150c e a fracdo >30kDa do
sobrenadante do isolado S54c possuem estabilidade térmica até aos 100°C, a fracao
entre os 3-30kDa do isolado S54c é estavel até aos 121°C. Mostrou-se que a atividade
antibacteriana dos isolados S54c, S150c e a fracdo>30kDa (S54c) é hidrolisada pela
proteinase K e quimiotripsina, enquanto a fracdo entre os 3-30 kDa(S54c) apenas é
hidrolisada pela proteinase K. Os resultados obtidos indicam que a atividade
antibacteriana € de origem proteica e permitem classificar estas moléculas como BLIS.
Os isolados S54c e S150c mostraram atividade contra S.aureus e MRSA, contudo o
S150c apresentou uma atividade mais reduzida. O sobrenadante filtrado do isolado S54c
mostrou atividade contra M.luteus e B.cereus e o fracionamento em cromatografia de
exclusdo molecular resultou na identificacdo de uma fracdo ativa. A analise da
sequéncia parcial do gene 16S mostrou que o isolado S54c é uma estirpe de B.cereus.
Este trabalho permitiu identificar parcialmente BLIS produzidas por B.cereus S54c e
que podem vir a ser purificadas por técnicas cromatograficas.

Palavras Chave: Bacillus, Bacteriocina, bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS),
Atividade antibacteriana.
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ABSTRACT:

Bacteria produce a high number of antibacterial molecules, including antibiotics,
lisozimas, exotoxinas and bacteriocins. Bacteriocins are antimicrobial peptides of
ribosomal synthesis that are raising a growing interest in the fighting against bacteria
resistant strains. Some species of Bacillus produce bacteriocins/BLIS active against
MRSA and other resistant strains. Bacteriocin applications are vast, from human health
to biopreservatives. The objective of this work was the study and characterization of
antibacterial activity of two Bacillus isolates (S54c and S150c) from the Azorean
Sporulated Bacteria Collection. The two isolates showed improved growth and higher
antibacterial activity in Brain Heart Infusion broth after 18 hours incubation. The
antibacterial activity, of the cell free supernatant of both isolates and active fractions of
S54c, were evaluated for thermal stability and degradation by hydrolytic enzymes. The
results of these testes were evaluated by the agar well diffusion assay against
Micrococcus luteus. S54c and S150c were tested against Staphylococcus aureus and
MRSA by the method used for sporulating bacteria and the activity range of S54c cell
free supernatant was determined. The freeze dried cell free supernatant of S54c was
fractioned by Gel Filtration Chromatography (Sephacryl S-200 40 ml) and positive
fractions were separated by SDS-PAGE. The antibacterial activity of S54c and S150c
cell free supernatants and the S54c >30kDa fraction showed thermal stability until
100°C. The S54c 3-30kDa fraction proved to be stable at 121°C. The activity of S54c,
S150c and S54c >30kDa fraction, is hydrolysed by proteinase K, chymotripsin while
the 3-30 kDa(S54c) fraction is hydrolysed only by proteinase K. The results show that
antibacterial activity is of protein nature and allow classifying these molecules as BLIS.
The S54c¢ and S150c isolates showed activity against S. aureus and MRSA, but S150s
showed lower activity. The cell free supernatant of S54c showed activity against M.
luteus and B. cereus and the gel filtration chromatography of the freeze dried cell free
supernatant resulted in the identification of an active fraction. The analysis of the partial
sequence of the 16S gene showed that S54c is a strain of B. cereus. This work allowed
the partial fractioning and identification of BLIS produced by B. cereus S54c that can
be purified by applying chromatographic techniques.

Key Words: Bacillus, Bacteriocin, Bacteriocin-like substance (BLIS), Antibacterial
activity.
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1.INTRODUCAO

1.1. Bacteriocinas

As bactérias possuem um sistema de defesa peculiar. Produzem desde
antibidticos, como a garamicina e valionomicina, que sdo sintetizados por complexos
multienzimaticos e sdo utilizados na Saude Humana e Animal; lisozimas, encontradas
em diversos alimentos; exotoxinas e bacteriocinas, que sdo proteinas ativas com
capacidade bacteriocida (Riley & Wertz, 2002).

As bacteriocinas sdo péptidos antimicrobianos sintetizadas no ribossoma e que
tém a capacidade de eliminar bactérias proximamente relacionadas (Aunpad & Na-
Bangchang, 2007). Devido ao seu potencial de aplicacdo como conservante natural, um
elevado nimero de bacteriocinas tém vindo a ser identificadas e caracterizadas,
principalmente aquelas produzidas por bactérias lacticas (LAB) (Aunpad & Na-
Bangchang, 2007).

Estes péptidos antimicrobianos sdo encontrados em multiplos organismos vivos,
desde procariotas, plantas e animais (vertebrados e invertebrados). Possuem diversas
estruturas quimicas e o seu papel na imunidade inata é essencial. Estes péptidos sao
geralmente pequenos (3-10 kDa) e sdo inativados por enzimas proteoliticas. Sabe-se,
também, que numa Unica bactéria, podem ser produzidos diversos péptidos com estas
caracteristicas. As bactérias sob condi¢cBes nutricionais escassas podem ser sujeitas a
cendrios de competicdo até mesmo com microrganismos filogeneticamente
relacionados. Consequentemente, estudar estes péptidos antimicrobianos torna-se de
grande interesse para a comunidade cientifica, porque sdo considerados seguros quer

para a salde humana quer para a animal (Lee & Kim, 2011).
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Sabe-se que as primeiras bacteriocinas descritas foram as colicinas em 1925, estas
sdo produzidas por Escherichia coli. De entre as colicinas, podemos encontrar duas
linhagens evolutivas, distintas pelo modo priméario de eliminar outras bactérias, sendo
que uma induz a formacdo de poros nas membranas e outra utiliza a atividade de
nucleases (Riley & Wertz, 2002).Contudo, atualmente as bacteriocinas mais produzidas
e estudadas séo a nisina (Lactococcus lactis) e subtilina (Bacillus subtillis) (Lee & Kim,
2011; Schulz et al, 2003).

As bacteriocinas sdo produzidas em quase todas espécies bacterianas examinadas
até hoje e a grande maioria séo distintas umas das outras. Sabe-se tambem que 99% das
bactérias existentes produzem bacteriocinas (Riley & Wertz, 2003).

O grupo Archea produz uma familia distinta de bacteriocin-like antimicrobials.
Por exemplo, para a Halobacteria foram descritas algumas Halocinas. A primeira
halocina a ser descoberta foi a S8, € composta por um pequeno péptido hidrofobico com
36 aminoacidos. Encontra-se codificada num megaplasmideo e é extremamente
resistente a diversas condi¢es do meio. Contudo, 0 mecanismo de acdo e a imunidade
para a halocina H6 sdo os unicos conhecidos, funciona como inibidor antiporte (Na*/H")
(Riley & Wertz, 2003).

Como se constata, estes microrganismos investem muita energia na producéo e
elaboracdo dos mecanismos antimicrobianos. Por outro lado, ndo se compreende muito
sobre como apareceu esta enorme diversidade e qual o papel destes mecanismos nas
comunidades bacterianas (Riley & Wertz, 2003).

Segundo alguns estudos, as bacteriocinas mais conhecidas sdo sintetizadas na
forma de pré-péptidos, com uma sequéncia N-terminal que conduz o seu transporte para
0 exterior da célula. Os péptidos sofrem modificacBes pos-traducdo. Estas modificagdes

podem incluir, desidratacdo de residuos de serina e/ou treonina, 0 que resulta na

Elsa Cristina Vieira de Sousa Pagina 8



Purificagdo e caracterizagdo de moléculas com atividade antibacteriana produzidas por bactérias
do género Bacillus.

formacdo de 2,3 — dideidroaminoacidos; adi¢do de grupos tiois as ligacdes duplas dos
aminoécidos, o que resulta em residuos de lantionina e f-metil lantionina (Schulz et al,
2003).

Naturalmente as bacteriocinas podem variar quanto a sua atividade, depende da
espécie bacteriana sensivel e 0 ambiente em que se encontram. Estas podem ter um
efeito bactericida sem lise celular, com lise celular ou com efeito apenas bacteriostatico
(Schulz et al, 2003).

Nas Gltimas décadas tem-se discutido a aplicagdo das bacteriocinas, bem como a
sua evolucdo e ecologia (Riley & Wertz,2002). As principais diferencas entre
bacteriocinas e antibioticos sdo:

eModo de producdo — os antibidticos sdo sintetizados por enzimas enquanto as
bacteriocinas tem uma sintese ribossomal;

e Fase de producdo — os antibidticos sdo produzidos no metabolismo secundario e
as bactericionas no metabolismo primario;

e Mecanismo de acdo — os antibioticos possuem diversos mecanismos de acao
enquanto algumas das bacteriocinas mais conhecidas atuam a nivel da membrana
citoplasmatica;

e Aplicacdo clinica — os antibidticos tém uma vasta aplicacdo clinica, ja as
bacteriocinas, por enquanto, ndo tém esse tipo de aplicacéo.

e Acdo de enzimas proteoliticas do sistema digestivo humano - os antibioticos ndo
sdo degradados, por outro lado as bacteriocinas podem ser degradadas (Riley &

Wertz,2002; Montville & Chen, 1998).
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1.1.1- Classificagdo das bacteriocinas LAB

As bactérias lacticas sdo conhecidas por produzirem bacteriocinas. A pesquisa do uso
destas bacteriocinas como conservantes alimentares tem sido de grande importancia.
Estas sdo utilizadas na producdo de alimentos fermentados, e podem apresentar
antagonismo até com outras bactérias do mesmo género. Acredita-se que estas
bactérias podem ter efeitos benéficos para a saude, dai estes alimentos serem
denominados probioéticos (McMullen & Stiles,1996)

A sua aplicagdo como conservantes de alimentos também foi muito estudada,
levando & detecdo de compostos que originam a antibiose, como as bacteriocinas (Rosa
& Franco). A partir de 1990 a pesquisa e utilizacdo destas bacteriocinas aumentou
drasticamente (Eijsink et al, 2002).

Podemos classificar as bacteriocinas das LAB em quatro classes, que diferem nos
seus espectros de atividade, caracteristicas bioquimicas e determinantes genéticos. A
maioria destas bacteriocinas tém uma massa molecular ente os 3 e 10 kDa, possuem um
ponto isoeléctrico elevado e contém regides hidrofébicas e hidrofilicas (Schulz et al,
2003).

Foi proposto por Klaenhammer (tabela 1), baseado na sua estrutura primaria,
peso molecular, estabilidade térmica e organizacdo molecular, a existéncia de quatro
classes:

eClasse I- os lantibidticos, o seu nome deriva de modificacBes pds-traducao
caracterizada pela presenga de lantionina e B-metil lantionina (Riley & Wertz,2002; Lee

& Kim, 2011).
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eFormam poros instaveis e tém atividade contra bactérias Gram-positivas
intimamente relacionadas e normalmente ndo tem atividade contra as bactérias Gram-
negativas (Lee & Kim, 2011).

e Classes Il- sdo pequenas (<10 kDa) e estaveis ao calor, ndo possuem lantionina e
que podem ser divididos em trés subgrupos lla, llb, Ilc. Classe Ila, sdo péptidos ativos
contra a Listeria, com sequéncia N-terminal definida; Classes Ilb, para que estes
possuam atividade tém de existir dois péptidos; Classe llc, sdo péptidos com tiol
ativado, e que requerem residuos de cisteina reduzidos para que sejam ativos. Sabe-se
que as bacteriocinas deste grupo dependem de fosfolipidos anidnicos e receptores para a
interacdo inicial com a membrana (Lee & Kim, 2011; Schulz et al, 2003).

eClasse Ill — estas bacteriocinas sdo de maior dimensdao (> 30 kDa) e sdo
termolabeis.

eClasse 1V — bacteriocinas complexas que contém porgdes lipidicas ou
carbohidratos para além da porcdo proteica, essenciais a atividade. Poucas sdo as
bacteriocinas classificadas pertencentes a estes dois ultimos grupos (Lee & Kim, 2011;

Schulz et al, 2003).
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Tabela 1 — Classificacdo das bacteriocinas LAB

Grupo Caracteristicas Bacteriocinas
Lantibidticos, pequenos péptidos | Nisina

| (<5 kDa) com lantionina e a-
metil- lantionina.

A Pequenos péptidos, termoestaveis, | Pediocina pA-1, leucocina A
sintetizados na forma de
percursores.

Sistema de dois componentes, sdo
| B Necessarios dois péptidos | Lactococcina G e F,
diferentes para formar um | lactacina F

complexo.

Péptidos que requerem a presenca
C de residuos cisteina na forma | Lactococcina B
reduzida para que tenha atividade
bioldgica.

11 Moléculas grandes sensiveis ao | Lactacinas A eB
calor
v Moléculas complexas constituidas | Leuconaocina S
por lipidos ou carbohidratos.

(Adaptado Cleveland et al, 2001)

Devido as semelhangas observadas, a classificagdo acabou por ser adotada
também para substancias produzidas por outras bactérias Gram-positivas. A pesquisa na
area de bacteriocinas esta a ser muito explorada, devendo ser necessario apenas mais
algum tempo até que exista um sistema de classificacdo definitivo (Schulz et al, 2003).

As bactérias produtoras de bacteriocinas possuem um sistema de protecdo contra
as suas proprias bacteriocinas, designando-se por imunidade. Estas produzem proteinas
que se ligam a membrana da bactéria produtora, impedindo a atividade da bacteriocina
(Rosa & Franco).

Foram propostos dois modelos de formacdo de poros para a bacteriocina nisina.
Em ambos, propem que a nisina liga-se a membrana-alvo através de interacdo
electroestatica. O primeiro modelo (figura 1-A) mostra que a nisina liga-se, através dos
residuos hidrofébicos presentes, como um mondmero nas bicamadas lipidicas e estes

mondmeros agregam-se lateralmente para a formagdo dos poros (modelo Barrel stave).
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No segundo modelo (figura 1-B) as moléculas de nisina ligam-se a camada lipidica
havendo uma perturbagédo neste local, formando os poros (modelo Wedge) (Shulz et al,
2003; Moll et al, 1999).

Como ja foi referido anteriormente, as bacteriocinas podem ser bacteriocidas ou
bacterioestaticas e atuam permeabilizando as membranas das células sensiveis pela
formacdo de poros, causando desequilibrio idnico. A consequéncia da formacdo dos
poros estd na dissipacdo da forca protonica (PMF), que esta envolvida na sintese de
ATP, fosforilacdo e transporte de proteinas, sintese e rotacdo dos flagelos, entre outras.
Cerca de 98,9% de ATP é hidrolisado, para tentar repor a PMF. De seguida, cessa o
transporte ativo dos aminoacidos, sendo libertado os de reserva pelos poros, pensa-se

que este distdrbio possa gerar a lise celular (Moll et al, 1999).

A

extra-celular

i N o

, ®
Tl | / ST
Ay iy <%gq ﬁ glf“ ApH
! ogo ¢ ) 0%

-
intra-celular alcalino

acido

(Fonte: Moll et al, 1999)

Fig.1- Modelos propostos para a formagdo de poros na célula-alvo através da agdo da

nisina. A - Wedge-like; B — Barrel-stave
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1.1.2. Bacteriocinas de Gram-positivas e de Gram-negativas

A classificagdo das bacteriocinas ndo tem sido assunto de consenso entre oS
cientistas. Dai encontrarmos as mais diversas classificacdes em artigos publicados.

Na familia das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-negativas podemos
encontrar uma grande diversidade em termos de tamanho, alvos, modos de agéo e
mecanismos de imunidade (Riley & Wertz, 2002). As mais estudadas sdo as colicinas
produzidas por Escherichia coli. Estas sdo codificadas por genes plasmidicos e a sua
producdo e regulada pelo reguldo SOS (Riley & Wertz, 2002). As colicinas sdo
produzidas quando existe stress no ambiente que as rodeia, estas possuem um dominio
de recetores que se ligam a alvos especificos na superficie das celulas, sdo estes
recetores que permitem o reconhecimento do alvo (Riley & Wertz, 2002).

A piocina produzida pela Pseudomonas aeruginosa, € semelhante a colicina mas
esta € codificada por genes localizados no cromossoma (Riley & Wertz, 2002).Muitas
das bacteriocinas produzidas por Gram-negativas parecem ter sido produzidas por
recombinacdo das bacteriocinas ja existentes. Estas possuem essa capacidade, devido a
um dominio existente que, no caso das colicinas, produz cerca 50% das proteinas e esta
envolvido no reconhecimento de recetores especificos na superficie das células (Riley &
Wertz, 2002).

As bacteriocinas produzidas pelas bactérias Gram-Positivas sdéo mais abundantes e
mais diversificadas do que as Gram-Negativas (Riley & Wertz, 2002). Estas diferem das
Gram-Negativas de dois modos: primeiro a producdo de bacteriocinas ndo implica um
evento letal; depois as Gram-positivas tém mecanismos de regulacdo especifica da
expressdo das bacteriocinas (Riley & Wertz, 2002; Maqueda et al, 2008).

O espectro de acdo da maioria das bacteriocinas Gram-positivas apenas abrange

outras bactérias Gram-positivas. Todavia, existem bacteriocinas particulares que
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também tém atividade contra Gram-negativas. Estas sdo produzidas entre o fim da fase
exponencial e inicio da fase estacionaria (Riley & Wertz, 2002).

Algumas Gram-positivas isoladas a partir de solo como o género Bacillus,
produzem bacteriocinas de interesse, como por exemplo a subtilina isolada a partir de
Bacillus subtilis (Aunpad & Na-Bangchang,2007). Contudo, s6 algumas bacteriocinas
provenientes de Bacillus foram totalmente caracterizadas, despertando o interesse destas

como agentes antimicrobianos (Aunpad & Na-Bangchang,2007)

1.2 Bacteriocinas produzidas por Bacillus

As bactérias pertencentes ao género Bacillus sdo Gram-positivas, aerdbicas e
formam endosporos (Abriouel et al, 2011). Estas encontram-se em diversos ambientes
como o solo, rochas, ambientes aquaticos, vegetacdo, alimentos e no trato
gastrointestinal de varios insetos e animais (Abriouel et al, 2011). A capacidade de
resistir a todos estes ambientes esta nos resistentes endosporos, nas suas propriedades
fisiologicas e condigcdes de crescimento (Abriouel et al, 2011). A resisténcia dos
esporos ao calor, seca e desinfetantes e também outros meios de esterilizacdo é uma
grande preocupacdo na inddstria de processamento de comida (Abriouel et al, 2011).

Os estudos sobre o género Bacillus sdo de grande interesse, pois estes produzem
uma grande diversidade substancias antimicrobianas. A producdo de bacteriocinas ou
bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS) ja foi descrita para o Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Geobacillus stearothermophilus, entre outros. Porém algumas dessas
bacteriocinas produzidas sdo ativas contra um estreito espectro de bactérias, mas
existem bacteriocinas com um largo espectro de acdo e que tém atividade contra
bactérias patogénicas (Bizani & Brandeli, 2002). As bacteriocinas mais investigadas no

género Bacillus sdo a subtilina e a subtilosina A (Lee & Kim, 2011).
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Para que seja possivel a sintese de bacteriocinas é necessario um cluster de genes
composto por genes estruturais e genes acessOrios, que asseguram o transporte, a
imunidade, a regulacdo e todo o processo de maturacdo das bacteriocinas (Lee & Kim,
2011).

As bacteriocinas sdo inicialmente sintetizadas como péptidos prematuros com
uma sequéncia leader ou sinal no N-terminal. Em todo o processo é necessario algumas
proteinas extras para proteger as produtoras contra as suas préprias bacteriocinas. O
transporte das bacteriocinas € assegurado pelo sistema de transporte do tipo ATP-
binding cassete (ABC) (Lee & Kim, 2011).

No caso da subtilina, o cluster de genes é composto por 10 genes como ilustra a
figura 2 com um tamanho de aproximadamente de 12 kb, e também possui 4

promotores envolvidos na transcricdo (Lee & Kim, 2011).

P P P P
I—p—p—yﬁa—f i e m— }U}z 2

spaB spal spaC  spaS spal spaF spaFE spaG spaR spakl

(Fonte: Lee & Kim, 2011)

Fig.2- Organizacdo genética do cluster do gene da subtilina. Cada letra maiuscula
representa uma proteina envolvida na biossintese da subtilina. B e C, percursor
modificado; T, exportar; S, percursor estrutural da subtilina; I,F,E e G, Imunidade; R e
K, sinal de transducdo. As setas a negro representam genes necessarios para
modificacdes pds- transcricdo na maturacdo da subtilina; as setas a branco sdo 0s genes
estruturais da subtilina; as setas cinzentas representam 0s genes envolvidos na
imunidade; e as setas sombreadas representam 0s genes de regulacdo. A letra P
representa os promotores (Lee & Kim, 2011).

O gene estrutural (spaS) da origem a pré-subtilina, composta por 56 aminoacidos,
esta vai maturar e da origem a subtilina ativa contendo 32 aminoacidos. Pensa-se que as
proteinas codificadas pelos gene spaB e spaC estdo envolvidos em modificagdes pds-

transcricdo (figura 3) que ocorrem no citosol da membrana e que o spaT da origem a
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uma proteina transportadora do tipo ABC. Esta encontra-se na membrana e exporta a
pré-subtilina, e juntamente com os produtos dos genes spaB e spaC formam um
complexo. Este complexo vai modificar a pré-subtilina, depois de exportada a pré-
subtilina modificada vai sofrer clivagem proteolitica pelas subtilisina serino protéase
(AprE), WprA, e Vpr para formar subtilina matura. No cluster de genes encontram-se
quatro genes de um operao (figura 3) que estdo envolvidas codificacdo de proteinas
responsaveis pela na imunidade: o spal, lipopéptido ligado a membrana responsavel
pela imunidade interagindo com a subtilina; o spaF, E e G formam um complexo ligado
a membrana, onde duas moléculas de SpaF fazem parte do complexo no citosol. Pensa-
se que este complexo é um transportador ABC responsavel pela saida de subtilina da
célula (Lee & Kim, 2011).

A regulacdo da producdo desta bacteriocina é controlada por mecanismos de
Quorum sensing como ilustra a figura 3, que consiste numa comunicacdo célula a
célula utilizando diversos indutores. Estes mecanismos estdo associados com a inducao
de péptidos antimicrobianos, expressao de fatores de viruléncia, competéncia genética,
esporulacdo, e outros eventos fisiologicos. A comunicacdo entre células é assegurada
por dois tipos de indutores: andlogos de lactona em bactérias Gram-negativas e
pequenos péptidos em Gram-positivas. Algumas bacteriocinas podem também induzir a
sua propria producéo, por fosforilacdo e desfosforilacdo do sensor cinase (Lee & Kim,

2011).
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Fig.3. Representacdo esquematica da biossintese, sinal transducdo, da regulacdo, da
subtilina no Bacillus subtilis; Quorum sensing; Acao antimicrobiana.

A subtilina matura induz a sua prépria sintese. Esta é reconhecida pelo sensor cinase
(spaK) que consequentemente fosforila um regulador de resposta (spaR).O spaR
fosforilado por sua vez vai regular trés promotores que se encontram no cluster de genes
da subtilina. Os sinais de positivo e negativo significam mais ou menos regulacdo do
gene transcrito, respetivamente. Quando a concentracdo de subtilina aumenta no meio
ambiente, outros B. subtilis sdo induzidos a produzir subtilina (Quorum sensing). A
subtilina liga-se a recetores especificos na superficie da célula e forma poros que por
sua vez causam a morte da célula (Lee & Kim, 2011).

Devido ao enorme aumento do nimero de bacteriocinas descritas para 0 género
Bacillus, foi proposta uma nova classificacdo das grandes bacteriocinas por Abriouel et
al, 2010, como podemos verificar na tabela 2 (Abriouel et al, 2011).

A classe 1, da proposta de classificacdo das bacteriocinas do Género Bacillus,
inclui péptidos com diferentes tipos de modificagdes pos- traducdo e pode ser dividida

em 4 subclasses. Nas subclasses 1.1., 1.2. e 1.3. podemos encontrar péptidos com
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modificacGes semelhantes aos lantabioticos. A subclasse 1.4. inclui modificag¢des unicas
da subtilosina A (Abriouel et al, 2011).

Consequentemente na classe Il encontram-se pequenos péptidos, sintetizados no
ribossoma, lineares, estaveis ao calor e ao pH e que ndo possuem modificacGes. Esta
classe também se subdivide, em trés subclasses. A subclasse I1.1. inclui péptidos
pediocin-like e a coagulina. A subclasse 11.2. por sua vez inclui péptidos thuricin-like.
Por ltimo, a subclasse 11.3. abrange outros péptidos lineares (Abriouel et al, 2011).

A ultima classe desta classificacdo é a I11, que compreende as grandes proteinas
(Abriouel et al, 2011).

Contudo, nesta classificacdo ficam algumas bacteriocinas de fora, pois ainda nao
foram estudadas ao pormenor, mas sdo chamadas de BLIS (bacteriocin-like inhibitory
substances) (Abriouel et al, 2011).

Tabela 2- Proposta de classificacdo das bacteriocinas de espécies de Bacillus e a sua

comparacgao com as LAB.

Bacteriocinas de espécies de Bacillus Exemplos Bacteriocinas LAB ( Nes et al, 2007)
Classifica¢do proposta
Class I. péptidos modificados P6s-traducéo Classl. Lantibi6ticos
Subclasse 1.1. péptidos simples lantibidticos ~ Subtilina, ericinaS e A
elongados
Subclasse 1.2. péptidos simples lantibidticos.  Sublancina-168,
mersacidina
Subclass 1.3. dois péptidos de lantibidticos Haloduracina

Subclasse 1.4. outros péptidos modificados Subtilosina A
pos-transcrigao.

Class I1. Péptidos ndo modificados Class Il. Péptidos pequenos e lineares

Subclasse 11.1. Pediocin-like peptides Coagulina Classe lla

Subclasse 11.2. Thuricin-like peptides Turicina H, turicina S

Subclasse 11.3. outros péptidos lineares Cereina 78

Class I11. Grandes proteinas Megacina A-216 Classe Ill. Bacteriocinas grandes e
termolébeis

(adaptado Abriouel et al,2011)

1.2.1 - Bacillus cereus
O Bacillus cereus produz uma diversidade de BLIS, como por exemplo a cereina

8A. A estirpe que deu origem a esta cereina foi isolada a partir de solo no Brasil por
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Bizanni e Brandelli, 2002, e tem as seguintes caracteristicas: sensivel a protéases,
estavel em pH entre 2-11 e é relativamente termoestavel. (Abriouel et al, 2011; Oscériz
et al, 2005). Este grupo de Bacillus tem sido alvo de alguns estudos como se verifica na

tabela 3.

Tabela 3 — Bacteriocinas e BLIS produzidos por Bacillus cereus

Espécies Fonte Bacteriocina/BLIS Peso Caracteristicas ~ Classe Referéncia
de molecular
Bacillus (kDa)
Alimentos Cereina GN105 9 Activa contra Naclerio et al,
outras estirpes 1993.
de B.cereus
Solo Cereina 72 3.94 Subclasse  Oscériz &
. 1.3 Pisbarro, 2000.
Bacillus = gp|g ge Cerefna 8A Residuos de
cereus floresta 26 aminoécidos Bizanni
aromaticos &Brandelli,
2002.
Raizes de 3.14 N-terminal Subclasse  Sebei et al,
plantas Cereina MRX1 1.2 2007.
aquaticas

(Adaptado de Abriouel et al, 2011)

1.2.2 - Bacillus mycoides

O B.Mycoides tem sido uma espécie menos investigada, mas também possui
alguns BLIS que tém atividade contra alguns agentes patogénicos de alimentos como a
Listeria monocytogenes e Leuconostoc mesenteroides. Este BLIS tem a caracteristica de
ser estavel a 100°C e a um pH entre 4-11 (Abriouel et al, 2011; Sharma & Gautam,

2007).

1.3- Aplicacdes das bacteriocinas do género Bacillus

1.3.1- AplicacBes na Saude humana
O aumento da multi-resisténcia de diversas bactérias aos antibiéticos, resultaram

num incremento da procura de bacteriocinas como alternativa a estes antibacterianos.
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No género Bacillus podem-se encontrar uma variedade de espécies que sdo
consideradas seguras (GRAS- Generally Recognized as Safe). Contudo, apenas algumas
bacteriocinas do género Bacillus sdo inteiramente conhecidas e caracterizadas pelo seu
potencial como agentes antibacterianos. As bacteriocinas podem ser vistas como
“drogas desenhadas” que tém como alvo uma especifica bactéria, diminuindo a
utilizacdo de antibidticos e consequentemente a resisténcia das bactérias a estes (Riley
& Wertz, 2002; Aunpad & Na-bangchang, 2007).

A descoberta destas bacteriocinas foi vista como uma nova medida para controlar
bactérias patogénicas resistentes a antibioticos como MRSA (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) e VRE (vancomycin-resistant Enterococcus faecalis) (Aunpad
& Na-bangchang, 2007).

A espécie Staphylococcus aureus € a maior causa de infec¢cGes na comunidade e
nos hospitais, esta desenvolveu resisténcia a maioria das classes de antibidticos. O
altimo recurso para esta estirpe resistente € a Vancomicina. Todavia, desenvolveu-se
uma estirpe também resistente a Vancomicina tornando-se multirresistente. O que € um
grave problema de Saude Publica pois ndo existe mais classes de antibidticos capazes de
destruir estas estirpes multirresistentes. A resisténcia da espécie Enterococcus faecalis a
vancomicina é outra preocupacao, e ainda ndo se conhece nenhuma terapia que elimine
estirpes multirresistentes, dai o0 interesse em bacteriocinas com propriedades
antibacterianas (Aunpad & Na-bangchang, 2007).

Sabe-se que o Bacillus pumilus tem atividade de inibicdo contra bactérias Gram-
positivas incluindo MRSA e VRE, o que leva os investigadores a direcionarem o0s seus
estudos para este campo (Aunpad & Na-bangchang, 2007). O Bacillus thuringiensis

produz uma bacteriocina contra a Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e
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Agrobacterium, 0 que comprova mais uma vez a importancia destes péptidos de sintese
ribossomal (Kamoun et al, 2011).

Existem tambeém alguns lantabiéticos, como a haloduracina e mersacidina que
mostram ter boas potencialidades, a haloduracina tem melhor estabilidade ao pH
fisiologico do que a nisina e a mersacidina tém atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus. J& a subtilosina A pode ter uma aplicacdo contra agentes
patogénicos vaginais, como a Gardnerella vaginalis resistente as terapias
convencionais. Algumas bacteriocinas/BLIS de Bacillus também podem ter atividade
antifangica, para aléem da atividade antibacteriana (Abriouel et al, 2011).

As infe¢Bes sdo a maior causa de morbilidade associadas a cirurgias ortopédicas
(implantes). Em algumas cirurgias o material para preenchimento dos ossos (CPC-
calcium phosphate-based bone cements) é revestido com antibiéticos para controlar as
infecdes, contudo o aumento de bactérias resistentes a antibioticos tem vindo a provocar
algumas duvidas na hora de escolher qual o antibiotico a utilizar. A pesquisa de
alternativas aos antibioticos tem aumentado e pensa-se que as bacteriocinas podem ser
uma boa opcao. Alguns estudos foram feitos e a incorporacgéo de bacteriocinas da classe
I e Il no material de preenchimento de 0ssos como a brushite revelaram bons resultados,
pois sdo estaveis nestas matrizes e controlam o crescimento de S.aureus. O modo de
atuacdo destas bacteriocinas (formacao de poros nas membranas) minimiza as hipdteses
da estirpe ficar resistente ao péptido (Staden, 2011).

Outra aplicacdo das bacteriocinas produzidas por Bacillus é o uso como
probidticos, onde mostram atividade contra agentes patogénicos do intestino, como por
exemplo, Clostridium perfingens, Clostridium difficile (Abriouel et al, 2011).

A utilizacdo de bacteriocinas como um contracetivo natural, pode ser uma

possivel aplicacdo na salde humana, pois a subtilosina A, mostra ter atividade
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espermicida contra os espermatozoides de humanos mas também de outros animais
(Abriouel et al, 2011).

Tém vindo a ser utilizadas bacteriocinas na composi¢do da matriz de nanofibras.
A quantidade de bacteriocina libertada é controlada pela sele¢do da correta combinacao
de polimeros. Estes péptidos antimicrobianos pode ser uma possivel aplicacdo na
indUstria farmacéutica e também na industria alimentar, no controlo do crescimento de
microrganismos (Heunts et al, 2011).

Consequentemente existem alguns impedimentos ao uso de bacteriocinas, estas
sdo degradadas por protéases e outras enzimas, dai ser importante protege-las da
degradacédo. Outro problema ¢ o sistema de distribuicdo das bacteriocinas, que pode ser

resolvido com a utilizacdo de sistemas poliméricos de distribuicao (Staden, 2011).

1.3.2- Aplicacdes na Saude Animal

Algumas espécies de Bacillus sdo utilizadas como probidticos na saude animal,
baseado nas propriedades funcionais, como aumento de peso nos animais de quinta e
também na inibicdo de agentes patogénicos. Por exemplo, a lichenin produzida pelo
Bacillus licheniformis foi descrita por ter atividade antibacteriana contra Streptococcus

bovis e Eubacterium ruminantium (Abriouel et al, 2011).

1.3.3- Aplicacdes ambientais

A utilizacdo de bacteriocinas ou BLIS com atividade antibacteriana e antifungica
como agentes de biocontrolo pode ser uma das aplicacdes, dado que os Bacillus estéo
naturalmente associados ao solo e as plantas. Algumas dessas bacteriocinas ou BLIS
podem inibir as bactérias patogénicas de diversas plantas. Como exemplo temos a Bac

14B produzida pelo B.subtilis 14B isolado das raizes de plantas. Esta é ativa contra a
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Agrobacterium tumefaciens podendo ser um potencial agente de biocontrolo para
reduzir as infe¢bes causadas pela A.tumefaciens (Abriouel et al, 2011).

Também existem BLIS com atividades antifingicas que podem ter a finalidade
biocontrolar frutas e legumes apds a sua colheita (Abriouel et al, 2011)Estudos
demostraram que podem existir aplicacbes mais ambientais, onde BLIS podem
controlar a biocorrosdo e a formacéo de biofilmes de bactérias, como as SRB (sulfate-

reducing bacteria) (Abriouel et al, 2011).

1.3.4- Aplicagdes alimentares

O elevado consumismo levou a uma procura de alimentos sem conservantes
quimicos, dai a procura de agentes antibacterianos naturais, como as bacteriocinas.
Quando se fala em aplicacdes alimentares, tem de se obedecer a trés critérios: tém de ser
considerados seguros, tém de possuir qualidade e respeitar regras de nutricdo/saude
(Abriouel et al, 2011; Millis et al, 2011).

As maiorias dos estudos focam mais nas bacteriocinas LAB, como a nisina. A
nisina é a unica bacteriocina autorizada como bioconservador, e as suas utilizacdes séo
limitadas, devido a sua baixa atividade em pH neutro e alcalino. Contudo a aplicacéo de
bacteriocinas sozinhas na alimentacdo ndo é suficiente para proteger de contaminagdes
bacterianas, dai ser comum utilizar uma combinacéo de bacteriocinas e outros agentes

conservativos (Abriouel et al, 2011; Millis et al, 2011).
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Tabela 4 — Exemplos de aplicacGes de bacteriocinas combinadas com outros agentes.

Bacteriocinas Antibacterianos Microrganismo Aplicacéo Referéncia
Naturais alvo
Bacteriocina combinada com NaCl
Enterocina  AS-48 NaCl (6 ou 7%) 4°C  Staphylococcus Meio de cultura (Ananou et al. 2004)
(10ug mi™) aureus
Bacteriocina combinada com nitrito
Nisina (450 mg I™) Nitrito (180 mg 1) Leuconostoc Caldo (Gilll & Holley
mesenteroides 2003)
Bacteriocina combinada com acidos organicos
Lactacina 3147 Citrato de sddio Clostridium Salsicha fresca de (Scannell et al.
(2.500 AU ml™) (2%) e lactato de perfringens porco 2000b)

sodio (2%)
Bacteriocina combinada com agentes quelantes
Nisina (450 mg I’ | EDTA (900mg/l) Listeria Caldo (Gill & Holley
monocytogenes 2003)
(Adaptado de Mills et al, 2011)

A nisina € ativa contra bactérias Gram- positivas, ndo afetando Gram-negativas,
bolores e leveduras. A parede celular das Gram-negativas, composta por
lipopolissacarideos e proteinas, atua como uma barreira impedindo nisina de atuar.
Contudo se houver a presenca de agentes quelantes e pressdo hidroestatica pode ocorrer
a destruturacdo da parede, deixando a membrana exposta & acdo da nisina (Shulz et al,
2005).

A subtilisina € utilizada na proteolise de proteinas de soja na producdo de molho
de soja. Para além disso, melhora a capacidade emulsificante na producéo de salsichas e
mortadelas e também o sabor em carnes curadas (Shulz et al, 2005).

Alguns agentes patogénicos, como a Listeria monocytognes e Staphylococcus spp
causam doencas severas, € consequentemente grandes perdas na economia das
industrias de agricultura. Os antibidticos tém sido utilizados para tratar estas
enfermidades desde que descobriram a penicilina a cerca de 50 anos atrds. O seu uso

continuo e repetitivo levou ao aparecimento de espécies multirresistentes a antibiéticos.
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O aparecimento dos péptidos antimicrobianos pode ser uma grande oportunidade para

as industrias de comida, agricultura e saide (Lee & Kim, 2011).
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2. PERTINENCIA E OBJECTIVOS DO TRABALHO

O screening de bioatividades de 892 isolados de bactérias esporulantes de
amostras recolhidas em Sdo Miguel e pertencentes a Cole¢do Acoriana de Bacillus da
Universidade dos Acores, colocou em evidéncia a atividade antibacteriana de muitos
destes isolados contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Vinte e cinco dos
isolados mais ativos mostraram atividade contra MRSA. O objetivo deste trabalho é
purificar, identificar e caracterizar as moléculas que estdo a ser produzidas por estes
isolados acorianos e qual a sua potencial aplicacdo no controlo de bactérias.

O ndmero cada vez maior de estirpes bacterianas resistentes aos antibioticos
atualmente utilizados coloca grandes desafios no tratamento de infegdes, tanto no
homem como nos animais. O esfor¢o de investigacdo realizado na pesquisa de novas
substancias com atividade antibacteriana, que sejam ativas contra estas estirpes
resistentes, sera cada vez maior. Este trabalho é de grande relevancia, uma vez que
pretende identificar bacteriocinas que possam ter aplicacdo contra estas estirpes
bacterianas resistentes a antibidticos. Estas substancias tém aplicacGes mais vastas, que
incluem a preservacao alimentar e o controlo de doencgas em plantas.

Os objetivos deste trabalho séo:

- Otimizacéo das condi¢des de cultura de 2 isolados de Bacillus selecionados para
a obtencdo de maior atividade antibacteriana.

- ldentificacdo da natureza proteica da atividade antibacteriana recolhida no
sobrenadante.

- Selegéo do isolado com maior atividade contra bactérias resistentes (MRSA).

- Purificacdo e caracterizagdo das bacteriocinas produzidas pelo isolado

selecionado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Meios de cultura

Para o crescimento dos isolados utilizaram-se os seguintes meios de culturas:
Caldo Nutritivo (CN) (Merck), Brain Heart Infusion (BHI) (Difco), Peptona
Tamponada (PT) composta pelos seguintes constituintes: 10 g de peptona bacterioldgica
da Diagnostic Liofilchem, 5 g de Cloreto de so6dio (NaCl) da Ridel-de Haen, 3,5 g de di-
sodiohidrogénio fosfato (Merck) e 1,5 g di-hidrogénio potassio (Merck). Soft Nutrient
Agar (SNA) foi o meio solido escolhido para realizar o teste de difusdo em agar (Agar
Well difusion-AWD), composto por Agar Nutritivo (Merck) e 7g de agar bacteriologico

(Merck).

3.2 -Culturas bacterianas
As estirpes das bactérias indicadoras listadas na tabela 5 pertencem a cole¢éo do
laboratério do Centro de Investigacdo de Recursos Naturais (CIRN) da Universidade
dos Acores e estdo mantidas em Agar Nutritivo a 4°C. A estirpe de Staphylococcus
aureus resistente a Meticilina (MRSA) foi identificada com o nome de isolado
hospitalar 1 (IH1), pertence a colecdo do Laboratorio de Microbiologia do Hospital
Divino Espirito Santo e esta mantida em Agar Nutritivo a 4°C. Estes organismos foram

recuperados em meios e temperaturas adequadas como esta indicado na tabela 5.
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Tabela 5-Recuperacdo das estirpes de referéncia.

*Organismo Meio Temperatura (°C)
indicador

Bacillus cereus DSM- Caldo nutritivo 30°C

31

Bacillus licheniformis Caldo nutritivo 30°C

DSM-13Micrococcus
luteus DSM-20030

Micrococcus luteus Caldo nutritivo 30°C
DSM-20030
Staphylococcus aureus Caldo nutritivo 37°C

ATCC-25923D-5

IH1-MRSA Caldo nutritivo 37°C
Enterobacter cloacae Caldo nutritivo 37°C
DSM-30850

Pseudomonas Caldo nutritivo 30°C
aeruginosa ATCC

27853

Escherichia coli DSM- Caldo nutritivo 37°C
498

*DSM- Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Culture;

*ATCC -American Type Culture Collection;

3.3 -Recuperacao dos isolados
Os isolados S54c e S150c utilizados pertencem a Colecdo Acoriana de Bacillus e
foram recuperados a partir dos esporos gque se encontravam & temperatura ambiente em
tiras de papel de filtro desidratados. Colocou-se uma tira em 5mL de caldo nutritivo, a
30°C e numa agitacdo de 190 rpm, a partir desta cultura isolaram-se colonias em placas
de agar nutritivo que foram mantidas a 4°C e repicadas mensalmente.
Estes isolados foram selecionados com base na informacdo contida na da base de

dados da colecdo de Bacillus, presentes na tabela 6.
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Tabela 6 — Caracteristicas da base de dados de Bacillus referente aos isolados S54c e

S150c.

Isolados | Grupo Caracteristicas

S54c¢ B.cereus Atividade contra: B.licheniformis, B.cereus, E.coli,
M.luteus, S.aureus e MRSA.

Producéo de proteases extracelulares.

S150c B.Mycoides | Atividade contra: B.licheniformis, B.cereus, E.coli,
M.luteus, S.aureus e MRSA.

Producéo de protéases extracelulares.

3.4 — Estudo das condicGes de crescimento

Seguiu-se o crescimento dos isolados S54c e S150c em trés meios de cultura,
BHI, CN e PT. Preparam-se pré-inoculos dos dois isolados em 5 mL de cada um dos
meios de cultura. Estes pré-indculos foram incubados a 30°C por 18 horas a 190 rpm.
Depois colocou-se 1 mL de cada pré-cultura num erlenmyer com 50 mL de meio (BHI,
CN e PT) e foi mantida uma incubacdo a 30°C com uma agitacdo de 190 rpm, por 0,
6,18,24 e 30 horas. Em cada um destes momentos recolheu-se 1 mL de cada cultura
para medir a densidade Otica (D.0O.) aos 600 nm no nano espectrofotémetro (Implen) e
para testar a atividade antibacteriana do sobrenadante. Fizeram-se trés repetices deste

ensaio.

3.5 — Atividade antibacteriana dos isolados S54c e S150c
Para estudar o espectro de atividade antibacteriana dos isolados S54c e S150c
utilizou-se 0 método descrito em Moujir et al, 2012, para bactérias esporulantes.

Colocou-se uma caixa de Petri com agar nutritivo a incubar a 37°C por uma hora, para
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retirar toda a humidade. De seguida, aplicou-se uma membrana de acetato de celulose
de 0.45um e 85 mm de didmetro sobre o agar nutritivo esterilizado. Inoculou-se 2/3
colénias da cultura da bactéria S54c, num pequeno circulo sobre a membrana (evitar as
extremidades da membrana) e foi a incubar 30°C, overnigth. Apds incubacdo, a
membrana foi cuidadosamente retirada. A um tubo com 5 mL de SNA e adicionou-se
100uL bactéria indicadora (10*°*CFU/mL). Homogeneizou-se e colocou-se por cima da
caixa de Petri. Por fim, colocaram-se as caixas de Petri a incubar a 37°C, overnight. O
espectro de atividade foi estudado para as seguintes bactérias indicadoras: E.coli DSM-
498, P.aeruginosa ATCC-27853, M.luteus DSM- 20030, S.aureus ATCC-259230-5,

MRSA (IH1). Na figura 3 esta ilustrada a referida técnica.

Producing
bacteria 0.45 pm
AN membrane
H \‘\’l ‘v
; S e A
1 2 = |
L
| | membrane removal
V
f_ |
- B I

Inhibition
zone

(fonte: Mouijir et al, 2012)

Fig. 3-Teste de atividade antibacteriana em bactérias esporulantes.

3.6 -Preparacéo dos sobrenadantes das culturas bacterianas
As culturas foram centrifugadas a 15 000 xg por 20 minutos a 11°C

(centrifugadora Sigma) e por fim, os sobrenadantes foram recolhidos, filtrados em
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membranas de 0,20 um de acetato de celulose (Sartorius stedim,minisart RC15) e foi
medido o pH de ambos os sobrenadantes. Os filtrados foram guardados em frascos

esterilizados a -20°C, até serem utilizados.

3.7 -Teste da atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana, dos sobrenadantes filtrados e das fracGes obtidas
durante o processo de purificacdo, foi detetada em teste de difusdo em agar (Agar Well
Difusion-AWD). Esta técnica encontra-se descrita em Tagg & McGiven, 1971.
Adicionou-se 100ul de uma diluicdo em soro fisioldgico 1:100 da cultura de M.luteus
com 48 horas de incubacdo a 30°C e 190 rpm, a 25 mL de meio SNA e homogeneizou-
se. Espalhou-se numa caixa de Petri e, dependendo do nimero de amostras a testar,
fizeram-se po¢os com um diametro aproximado de 7mm, utilizando a parte posterior de
uma Pipeta de Pasteur esterilizada. A base de cada poco foi selada com 15 ul de SNA.
Uma aliquota de 100 pl de sobrenadante filtrado foi aplicada em cada poco. De seguida
as placas foram incubadas a 4°C por 2 horas, para permitir a difusdo da amostra. Por
fim, as placas foram incubadas as temperaturas e tempos adequados a cada. A atividade

foi avaliada através da medi¢do dos halos de inibicdo em milimetros (mm).

solid growth

207

; ““;{5“\°“
A

/i

haze (partival growth)

(fonte: Moujir et al, 2012)

Fig.4- Esquematizacdo de um halo de inibicéo por teste de difusdo em agar.
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3.8 — Concentragéo e fracionamento
Recolheu-se o sobrenadante de cada uma das culturas de 50 mL (isolados S54c e
S150c) em meio BHI com 18 horas de incubagdo. Estes foram concentrados e
fracionados através da utilizacdo de tubos de centrifugacdo Centricon (Millipore) com
membranas de cut-off 30 kDa e 3kDa. A fracdo com cut-off superior a 30 kDa foi obtida
apos 20 minutos centrifugacgdo a 5,000 xg, 4°C. Esta fracdo foi diluida em Tris-HCl a 20
mM, pH 8,0 e novamente concentrada nas mesmas condi¢Oes para eliminar parte do
meio de cultura e posteriormente guardada a -20°C. A fracdo com cut-off inferior a 30
kDa foi colocada num novo tubo Centricon com uma membrana de cut-off 3 kDa e
centrifugada durante 40 minutos, a 5,000 xg, 4°C. Esta fracdo, com pesos moleculares
entre 3 e 30kDa, foi também dialisada em tampédo Tris-HCI a 20 mM, pH 8,0 e
guardada a -20°C. As fracdes maiores que 30kDa e as fracOes entre 3 e 30kDa dos
sobrenadantes dos isolados S54 e S150c,foram testadas em difusdo em agar contra
M.luteus. O sobrenadante filtrado do S54c e as fragdes >30kD e entre 3-30kDa do
sobrenadante do isolado S54c também foram testadas para as seguintes bactérias
indicadoras, utilizando o teste de difusdo em agar anteriormente descrito:, B. cereus
DSM-31, B.licheniformis DSM-13, S.aureus ATCC-259230-5, E.coli DSM-498,

E.cloacae DSM-30850 e MRSA (IH1).

3.9 -Estabilidade térmica e sensibilidade a enzimas hidroliticas
Aliquotas de 500 pl de sobrenadante livre de células foram expostas as
temperaturas de 40°, 50°, 60°, 70°, 80° 90° e 100°C por 30 minutos e a 121°C por 15
minutos. Utilizou-se como controlo positivo o sobrenadante livre de células sem
qualquer tipo de aquecimento. As amostras e o controlo foram testados pelo teste de

difusdo em agar com a bactéria indicadora M.luteus.
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Trés enzimas foram testadas sobre o sobrenadante livre de células, quimiotripsina,
proteinase K e oa-amilase (Sigma-Aldrich). Preparou-se 1mL de solu¢do com
concentracdo final de 40 mg/mL para a quimiotripsina e proteinase K e 100 mg/mL para
a-amilase em tampdo fosfato de sédio 50mM pH 7.4, que foram esterilizadas por
filtracdo em membrana 0,20 um (Sartorius Stedin, minisart RC15). As aliquotas de
sobrenadante de cada isolado (S54c e S150c) foram adicionadas as diferentes enzimas,
numa concentracdo final de 1mg/mL. Prepararam-se controlos para o teste enzimatico,
Controlo 1: sobrenadante livre de células, Controlo 2: sobrenadante + tampdo fosfato de
sodio 50mM pH 7.4, Controlo 3: tampéo fosfato sédio 50mM pH 7.4 + enzima. As
aliquotas e controlos foram incubados durante 1 hora a 37°C. Apdés incubacdo, as
enzimas foram inativadas a 90°C durante 5 minutos num termobloco (eppendorf-
Thermostat Plus). Os controlos 2 e 3 sofreram as mesmas condigdes anteriormente
descritas. Finalmente, as amostras e controlos foram todas testadas para determinar a
sua atividade antibacteriana em teste de difusdo em agar com a bactéria indicadora
M.luteus.

O teste de sensibilidade a enzimas hidroliticas e de estabilidade térmica foram
realizados também para as fracGes entre 3-30 kDa ¢ >30 kDa do isolado S54c, nas
mesmas condi¢bes acima descritas, exceto na concentracdo das enzimas. As reacoes

foram preparadas para uma concentracdo final de enzima de 20 mg/mL.

3.10- Purificacéo parcial S54c

O 50 ml de sobrenadante da cultura em BHI (livre de células) do isolado S54c,
com 18 horas de incubacdo, foi concentrado por liofilizagdo e posteriormente

ressuspendido em tampdo 20mM Tris-HCI a pH 8,0, perfazendo um volume final de
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8mL. FracOes de 2ml desta amostra foram aplicadas numa coluna preparativa de
exclusdo molecular, Sephacryl S-200 40 ml (GE), previamente equilibrada com tampao
20 mM de Tris-HCI pH 8, 150mM de NaCl. A proteina foi eluida com o tampéao de
equilibrio a um flow rate de 1,5 ml por minuto e recolhida em aliquotas de 4 ml. As
fragOes foram recolhidas e concentradas em Centricon cut-off 3kDa, filtradas a 0,2 um e
testadas em difusdo em agar com a bactéria indicadora M.luteus.

A fracdo da cromatografia de exclusdo molecular que apresentou atividade
antimicrobiana foi dialisada em 50mM Tris-HCI a pH 8,8, utilizando Centricons de cut-
off 3kDa, e aplicada em cromatografia de troca idnica para tentar purificar a proteina
ativa. A fracdo ativa foi aplicada numa coluna HitrapQ HP (GE) previamente
equilibrada com 50mM Tris-HCI a pH 8,8 e a proteina eluida a um flow rate de 0,7 ml
por minuto num gradiente linear de 50mM Tris-HCI com 1M NaCl a pH 8,8. Todas as
etapas de purificacdo foram realizadas a 4°C. A proteina eluida foi recolhida em fracGes
de Iml. Estas fragdes foram identificadas, filtradas a 0,2 um e mais tarde testadas em
difusdo em agar contra a bactéria indicadora M.luteus.

A quantidade de proteina total da amostra inicial do sobrenadante do meio de
cultura (livre de células) e o sobrenadante do meio de cultura liofilizado foram
quantificadas pelo método da BSA (Pierce), seguindo as instru¢cdes acompanhadas pelo
Kit. As absorvancias foram obtidas num leitor de microplacas (Bio-Rad, Model 680) e a
quantidade de proteina calculada com base numa reta de calibracdo realizada com
albumina. A proteina presente nas fracdes cromatograficas foi quantificada com

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).
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3.11 - SDS-PAGE

A fracdo da cromatografia de exclusdo molecular que apresentou atividade
antimicrobiana foi separada em eletroforese de 14% de poliacrilamida (SDS-PAGE). A
corrida eletroforética foi feita realizada num sistema vertical MiniProtein Il (Bio- Rad)
com amperagem fixa de 25 mAm e voltagem méxima de 140 V. A eletroforese foi
seguida tendo por referéncia a frente de corrida do tamp&o de amostra. Foram utilizados

marcadores de peso molecular da nzycolour protein marker Il (Nzytech).

3.12- Amplificagéo e Sequenciagdo de um fragmento do gene 16S do isolado S54c

3.12.1-Extragdo do DNA
O DNA do S54c foi isolado a partir de uma cultura em fase exponencial, incubada
a 30°C em 5 mL de caldo nutritivo durante 16 horas com uma agitacdo de 190 rpm.
Centrifugou-se 1 mL da cultura a 13 000 rpm durante 10 minutos. Ressuspendeu-se 0
pellet em 100 ul de &gua destilada. Seguidamente as células sofreram lise por choque
térmico, as células foram colocadas a -80°C por 15 minutos e em seguida foram
aquecidas a 95°C por 15 minutos. Finalmente foram centrifugadas e colocadas a -20°C

para posterior utilizacao.

3.12.2-Condic¢oes de Amplificacdo do fragmento 16S

Um fragmento do gene 16S foi amplificado utilizando os primers especificos para
0 género Bacillus, B-KI1/F (5’-TCACCAAGGCRACGATGCG-3’)e B-KI/R (5’-
CGTATTCACCGCGGCATG- 3°), tal como descrito por Wu et al, 2006. A
amplificacdo decorreu num termociclador da Applied Biosystem (Veriti 96Well Thermal
cycler) com um volume de reacdo de 25ul. Foram adicionados 5 pl de DNA a mistura

contendo 0,2 Mm de dNTP’s (Sigma-Aldrich)), 1x solugdo tampéo (Sigma-Aldrich), 1.0
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UM de cada primer (B-K1/F e B-K1/R) e 1 unidade de DNA Taq polimerase
(DreamTaq).O programa de PCR utilizado é composto por um passo inicial de
desnaturagdo por 3 minutos a 94°C, seguindo-se por 25 ciclos a 94°C por 30 segundos,
63°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos, por fim um passo de extensdo a 72°C por
10 minutos. Ainda neste PCR incluiram-se dois controlos: H,O-MQ (controlo negativo)

e DNA de B.cereus DSM-31 (controlo positivo).
3.12.3 — Electroforese em Gel de Agarose

Os produtos de PCR foram separados numa electroforese em gel de agarose (Sigma-
Aldrich) a 1,5% em 0,5x de TBE (45mM Tris, 45Mm acido borico, 1 mM de EDTA, pH
8,0) contendo 1pg/ml de Brometo de Etidio. A uma aliquota de 4l de produto de PCR
adicionou-se 1l de tampéo de corrida, azul de bromofenol. A migragdo ocorreu durante
40 minutos a 100 V. Por fim removeu-se cuidadosamente o gel e visualizaram-se as
bandas no aparelho de luz UV (Gel Doc, Bio-Rad) e fotografou-se o gel. O tamanho dos
fragmentos de DNA foram estimados utilizando os marcadores de 100bp e 1kb (Sigma-

Aldrich) (Wu et al, 2006).
3.12.4 — Purificacdo do produto de PCR

Para purificar o produto do PCR utilizou-se um kit de purificacdo (invitrogen-
PureLink ™ PCR purification kit) de acordo com as instrucdes do fabricante. Depois de
purificado, o DNA foi quantificado num espectrofotdémetro Nanodrop 2000c (Thermo

Scientific) e guardado a -20°C para posterior sequenciacao.
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3.12.5- Sequenciacdo do DNA e analise

As amostras contendo o fragmento do gene 16s do isolado S54c, foram enviadas para o
laboratério STABVida para sequenciacdo. Foram realizadas duas reacGes de
sequenciacdo utilizando os primers B-K1/F e B-K1/R. A sequéncia consenso foi obtida
pelo alinhamento das duas sequéncias obtidas, utilizando o programa ClustalW

implementado no programa Bioedit.

O estudo de homologia, para a sequéncia consenso para o fragmento do gene 16S, foi

realizado no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com recurso ao programa BLAST.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De entre 892 de isolados de espécies Bacillus isolados a partir do solo nos Acores,
mais precisamente na ilha de S. Miguel, 2 foram selecionados pela sua capacidade de
inibir o crescimento de bactérias resistentes a antibioticos, neste caso MRSA. Esta
informacdo estd contida na base de dados da cole¢do de Bacillus e resultou de um
screening alargado da cole¢do, utilizando um método de co-inoculagdo. Os isolados

selecionados foram o isolado S45c e o isolado S150c.

4.1 -Estudo das condicGes de crescimento

Os ensaios permitiram estudar as condicGes de crescimento dos isolados S54c e
S150c, no que diz respeito aos meios de cultura utilizados e também ao tempo de
incubacdo das culturas, de modo a maximizar a producdo das substancias com
actividade antibacteriana em meio liquido (figura 5). O meio BHI revelou maiores
valores de D.O., 0 que indica um maior crescimento bacteriano, para ambos os isolados.
Por sua vez, o meio PT apresentou valores mais reduzidos, tendo sido 0 meio em que 0
crescimento bacteriano foi menor. Este fato pode ser explicado pela diferente
composicao dos meios, 0 meio BHI é um meio mais rico em nutrientes enquanto o meio

PT é mais pobre em nutrientes.
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Fig.5- Curvas de crescimento: A- Isolado S54c em meio BHI, CN e PT a 30°C;B-
Isolado S150c em meio BHI, CN e PT a 30°C.

A atividade antibacteriana contra a bactéria M.luteus, aferida a cada momento das
curvas de crescimento, mostrou que sO as 18 horas de incubacdo é possivel detectar
atividade, em todos os meios de cultura testados (tabela 7). Porém, a cultura em meio
BHI foi aquele onde se evidenciou um maior halo de inibicdo. Com base nestes
resultados as condi¢cdes escolhidas para a cultura dos isolados S54c e S150c foram o

meio BHI com 18 horas de incubacdo, 190rpm a 30°C.
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Tabela 7 — Atividade antibacteriana do sobrenadante dos isolados S54c e S150c, para
os diferentes meios de cultura e tempos de incubagéo.

Horas incubacgao Meios de cultura/atividade
S54c S150c

BHI CN PT | BHI CN PT
0 - - - - - -
6 - - - - - -
18 +++ ++ + | +++ ++ +
24 - - - - - -
30 - - - - - -

* + (halo de inibi¢do entre os 10mm e os 40mm), ++ (halo de inibi¢do entre os 50mm e os 90mm), +++(halo de

inibi¢do entre os 100mm e os 140mm).

Estes resultados indicam que as moléculas com atividade antibacteriana sao
produzidas no inicio da fase estacionaria onde se atinge 0 maior crescimento e producao
de metabolitos. Resultados semelhantes foram descritos por alguns autores, tais como,
Guo et al, 2012; Bizani & Brandeli, 2004 e Bizani & Brandeli 2002. Alguns estudos
mostram que existe correlatividade entre a producdo de biomassa e bacteriocinas, 0 que
indica que sdo metabolitos primarios (Parente et al, 1994). Estudos mostram que o
mecanismo de quérum sensing pode interferir na producdo de bacteriocina, assim,
quando aumenta a concentracdo de bacteriocina no meio, pode induzir as outras
bactérias a produzir bacteriocinas. Outros mostram que pode ndo existir essa
correlatividade (Biswas et al, 1991).0 desaparecimento da atividade do sobrenadante
em periodos de incubacdo mais longos pode, também, estar relacionado com a produgéo
de protéases pela bactéria. Pois, de acordo com a informacdo recolhida na base de dados

da colegdo de Bacillus os isolados S54¢ e S150c produzem protéases extracelulares.
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Assim, pode-se afirmar que a producdo de eventuais bacteriocinas € influenciada
pela composi¢cdo do meio de cultura e também pelas condi¢des de crescimento, sendo
mais elevada em meios de cultura ricos e surge no meio de cultura durante o inicio da
fase estacionaria. Contudo, o uso de meios de cultura mais complexos como o BHI pode

dificultar mais tarde a purificagdo das moléculas ativas.

4.2-Atividade antibacteriana dos isolados S54c¢ e S150c

O espectro de atividade antibacteriana dos isolados S54c e S150, foi estudado
pelo método de avaliacdo da atividade antibacteriana para bactérias esporuladas (Moujir
et al, 2012). Verificou-se a existéncia de inibi¢cdo de crescimento contra as seguintes
bactérias indicadoras M.luteus, S.aureus e MRSA (IH1). No entanto, para as bactérias
Gram-negativas testadas (P. aeruginosa e E.coli) ndo mostrou existir qualquer tipo de
atividade antimicrobiana. Para o isolado S54C o maior halo de inibicdo foi obtido
contra M.luteus (370 mm). Para o S.aureus obteve-se um halo de inibi¢cdo de 200mm e
para 0s MRSA (IH1) um halo de inibicdo de 250 mm (figura 6). Para o isolado S150c
obteve-se atividade menor que a observada para S54C contra as bactérias indicadoras
M.luteus, S.aureus e MRSA, ndo sendo medidos os didmetros dos halos.

A atividade de bacteriocinas sobre MRSA e S.aureus ja foi descrita por alguns
autores para outras bacteriocinas produzidas por Bacillus. Entre estes, Aunpad & Na-
Bangchang, 2007, relatam a inibicdo de S. aureus e de uma estirpe de MRSA pela

bacteriocina pumicilina 4.
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Fig. 6 — Atividade antibacteriana do isolado S54c. A- M.luteus (370 mm); B- MRSA
(IH1) (250mm); C- S.aureus (200mm)

4.3- Concentracéo e fracionamento

Depois se ter analisado a acdo do sobrenadante filtrado de cada isolado sobre a
bactéria indicadora, fez-se um fracionamento utilizando membranas de diferentes cut-
off, mais precisamente 30kDa e 3kDa. As fracGes obtidas foram testadas pelo método de
difusdo em agar contra M. luteus. O isolado S150c produz moléculas ativas com um
tamanho molecular ente os 3 e 0os 30 kDa (120 mm) e moléculas ativas com um
tamanho molecular maior que 30kDa (110 mm) (figura 7-A). O isolado S54c produz
moléculas ativas com um peso molecular maior que 30kDa (110 mm) e moléculas
ativas com um peso molecular entre os 3 e os 30 kDa (130 mm) (figura 7-B). Para o
isolado S54c foi ainda observada uma atividade inibitoria na fracdo com peso molecular
menor que 3kDa.

Através da andlise destes resultados podemos dizer que estamos perante duas
moléculas diferentes, uma >30kDa e outra entre os 3-30 kDa, podendo estas ser ou nao

bacteriocinas ou BLIS.
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Fig.7- Atividade antibacteriana dos isolados S150c-A (1- >30kDa (110mm); 2- 3-
30kDa (120 mm); 3- <30 kDa) e S54c-B (1->30kDa (110mm); 2-<30kDa; 3- 3-30kDa
(130 mm); 4-<30kDa).

4.4- Espectro de atividade do isolado S54c

O sobrenadante livre de células do isolado S54c e as moléculas obtidas apds
fracionamento com membranas de diferentes cut-off (com tamanho molecular ente os 3
e 30 kDa e maior que 30kDa) foram testadas contra varias bactérias indicadoras (tabela
8).Verificou-se que existe uma atividade contra M.luteus e B.cereus (Anexo ).

Estes resultados séo interessantes pois pensa-se que o0 isolado S54c¢ seja um
B.cereus, logo temos uma atividade contra bactérias da mesma espécie, caracteristica ja
descrita por algumas bacteriocinas que tém atividade contra bactérias filogeneticamente
muito proximas (Lee & Kim, 2011).

Por outro lado, esperava-se observar atividade contra S.aureus e a estirpe
resistente IH1, pois os dados iniciais indicavam uma sensibilidade positiva, contudo isso
ndo se revelou para o teste de difusdo em agar. Estes dados podem indicar, por um lado,
que a producdo da substancia que inibe o crescimento destas bactérias, nas condi¢des de
cultura em meio liquido, possa estar abaixo da concentragdo minima inibitéria (MIC),

dai este teste ser menos sensivel para estas bactérias indicadoras. Por outro lado, a
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bactéria pode mesmo ndo produzir a molécula ativa contra S.aureus em meio de cultura
liquido

O pH dos sobrenadantes dos isolados S54c e S150c foi avaliado para determinar a
acidez ou basicidade. Verificou-se que o sobrenadante do isolado S54c tinha um pH de
8.5 e 0 sobrenadante do isolado S150c um pH de 8.0. Esta informac&o é importante para
averiguar se a acidez ou basicidade interfere como crescimento da bactéria indicadora.
Estes valores de pH ndo serdo o0s responsaveis pela inibicdo de crescimento das

bactérias indicadoras, tal como ocorre com as LAB (Vuyst & Leroy, 2007).

Tabela 8 - Espectro de atividade das fragdes do sobrenadante do isolado S54c.

Sensibilidade* S54c S54c S54¢
>30kDa 3-30 kDa

Organismo indicado

Bacillus cereus DSM31

Bacillus licheniformis DSM13

Micrococcus luteus DSM200

Stapylococcus aureus ATCC
25923

IH1-MRSA

Enterobacter cloacae DSM-
30850

Escherichia coli DSM498

*(+ Presenca de halo de inibi¢do;- auséncia de halo de inibicao)
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4.5- Estabilidade térmica e sensibilidade a enzimas hidroliticas

Para avaliar a estabilidade térmica das moléculas ativas, o sobrenadante filtrado
das culturas de S54c e de S150c foi submetido a incubagdes a diferentes temperaturas e
depois testado pelo método de difusdo em agar contra M. luteus. Observou-se que as
moléculas ativas apresentam grande estabilidade a temperaturas elevadas (figura 8). A
partir dos 80°C a atividade reduz e aos 121°C é completamente inibida. Também se
verifica que o isolado S54c forma halos de inibicao superiores aos do isolado S150c.

Este estudo demonstra assim, possiveis aplicacdes destas bacteriocinas por
exemplo na alimentacéo, pois ndo perdem a sua actividade com temperaturas até 100°C
(Kindoli et al, 2012; Guo et al, 2012 e Ryan et al, 1996). Segundo os autores Guo et al,
2012;Kindoli et al, 2012, existe um declinio de actividade com o aumento da
temperatura, o que se verifica de alguma forma, nos presentes resultados. Em Bizani &
Brandeli, 2002 e Cladera-Olivera et al, 2004, é referido que a atividade desaparece aos
121°C, resultado anédlogo ao deste estudo. Esta observacdes podem indicar a presenca de

BLIS nos sobrenadantes de S54c e de S150c.
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Estabilidade Térmica
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Fig.8 — Estabilidade térmica da atividade antibacteriana dos sobrenadantes filtrados dos
isolados S150c e S54c. Controlo: sobrenadante livre de células filtrado sem qualquer
aquecimento.

Estabilidade térmica também foi demonstrada para as duas fracGes do
sobrenadante do isolado S54c (>30kDa e 3-30kDa), (figura 9). Verificou-se a
existéncia de uma diferenca na estabilidade térmica entre as duas fragdes. Na fracdo >
30kDa existe um decréscimo da estabilidade térmica, contudo mantém-se a atividade até
aos 100°C. Enquanto a fracdo entre os 3-30kDa mantém a sua atividade e estabilidade
térmica até aos 121°C (Anexo I1).

Esta estabilidade térmica elevada, ndo é muito comum encontrar-se no mundo das
bacteriocinas. Normalmente estas sdo estaveis até 100°C no maximo, como a fracao
>30kDa do sobrenadante do isolado S54c e como descrito em Kindoli et al, 2012; Guo
et al, 2012. Contudo o autor Singh et al, 2012, refere a existéncia de uma bacteriocina
com 5,6kDa resistente 4 temperatura de 120°C, semelhante ao resultado obtido.
Também Aunpad & Na-Bangchang, 2007, ja tinham descrito uma bacteriocina,
pumicilina 4, resistente & temperatura de 121°C.Estes resultados mostram a variedade e

a complexidade das bacteriocinas.
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Estabilidade Térmica
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Fig.9 — Estabilidade térmica da atividade antibacteriana das fragdes >30kDa e 3-30kDa
do sobrenadante do isolado S54c. Controlo: sobrenadante livre de celulas filtrado sem
qualquer aquecimento

Foi realizado um estudo, para averiguar sensibilidade a enzimas hidroliticas do
sobrenadante livre de células dos isolados S54c¢ e S150c e sobre as fragdes >30kDa e
ente 3-30kDa do sobrenadante do isolado S54c (tabela 10). Verifica-se que 0s
sobrenadantes dos isolados S150c, S54c e a fracdo >30kDa do isolado S54c possuem
sensibilidade a proteinase K, quimiotripsina. A fracdo entre os 3-30kDa € degradada
pela proteinase K, mas ndo pela quimiotripsina (Anexo Il1). Para o sobrenadante de
ambos os isolados, S54c¢ e S150c, e para as fracdes do sobrenadante do isolado S54c
nao houve qualquer inibi¢ao pela enzima o-amilase.

Estes resultados indicam que a atividade antibacteriana se deve a presenca de
moléculas de natureza proteica, indicando que serdo BLIS, ou seja, bacteriocin-like
innhibitory substances. Por serem de natureza proteica, estes BLIS, podem ser
considerados bio conservantes seguros, pois sdo facilmente degradados por protéases no
trato gastrointestinal. As enzimas digestivas inativam as bacteriocinas, assim, estas ndo

podem alterar a flora intestinal.
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A ndo inibicdo da atividade pela quimiotripsina da molécula ativa presente na
fracdo entre os 3-30kDa, podera indicar a presenca de uma molécula de natureza
proteica mais especifica, ou entdo que a molécula poderd ndo ser proteica. A maioria
dos autores (Bizani & Brandeli, 2002; Aunpad & Na-Bangchang, 2007 e Salum et al,
2012) referencia a existéncia de inibicdo da atividade das BLIS pelas enzimas testadas
neste trabalho. Contudo, Singh et al, 2012 refere a caracterizacdo de uma bacteriocina
produzida por Brevibacillus que ndo é hidrolisada, pela proteinase K e quimiotripsina.
Estes dados podem afastar, de certo modo, a probabilidade da fracdo entre 3-30kDa ser

de natureza ndo proteica.

Tabela 10. Efeito das enzimas hidroliticas na atividade antibacteriana.

Enzimas S150c Sb4c S54c Sb4c
[/controlos
(Sobrenadante) (Sobrenadante) (>30kDa) (3-30kDa)
Atividade Atividade Atividade Atividade

Proteinase K - - - -
Quimiotripsina = = = +
a-amilase + + + +
C1 + + ar +
C2 + + + +
C3 = = = =

Foram aplicadosimg/mL de enzima nos sobrenadantes dos isolados S54¢ e S150c. Na fracdo entre os 3-
30kDa do isolado S54c aplicou-se 20 mg/mL de enzima. C1 — Sobrenadante livre de células;C2-
Sobrenadante + tampao sodio fosfato 50mM pH 7.4;C3: tampao sodio fosfato 50mM pH 7.4 + enzima.

Depois de analisados os resultados verificou-se que a atividade recolhida no

sobrenadante do isolado S150c é menor do que a recolhida no sobrenadante do isolado
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S54c. Com base nestes resultados, o isolado S54c foi selecionado para uma

caracterizacdo mais aprofundada da atividade antibacteriana.

4.6 — Purificacao parcial

Depois de realizada a cromatografia de exclusdo molecular, testaram-se as fracoes
recolhidas contra M.luteus pelo método em difusdo em agar. Verificou-se, que existia
atividade nas fracdes 5 (23,90 mL) e 6 (28,30 mL), estas duas fragdes foram testadas
juntas, produzindo um halo de inibicdo com cerca de 110 mm (figura 10). Para as
restantes fracdes ndo se visualizou qualquer halo de inibicao.

Durante as diversas etapas de purificacdo do sobrenadante de cultura do isolado

S54c, realizou-se a quantificacdo da proteina total (tabela 11).

6 7
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Fig.10 — Perfil de eluicdo do sobrenadante liofilizado do isolado S54, numa Sephacryl
200. Fracgdes eluidas: 1 (2,05 mL); 2 (9,04); 3 (16,04 mL); 4 (16,90mL); 5 (23,90mL);
6 (28,30mL);7 (35,30 mL); 8 (42,30 mL); 9 (49,30 mL); 10 (53,90 mL). As barras a
negro representam a fracao positiva.
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Posteriormente realizou-se uma cromatografia de troca ionica com as fracdes
ativas contra M.luteus. Contudo depois de testar todas as fracbes recolhidas, néo
obtivemos qualquer halo de inibicdo. Podem colocar-se vérias hipoteses para o possivel
desaparecimento da atividade. Uma das hipdteses podera estar relacionada com a baixa
concentracdo da molécula ativa nas fracOes testadas, que serdo inferiores a concentragdo
inibitéria minima (MIC). Uma outra hipdtese podera ser a adsorcdo por parte das
proteinas ativas em relacdo a coluna de cromatografia, dificultando o processo de
eluicdo. Este fenomeno pode também ter-se verificado nas membranas dos tubos
Centricon, durante o processo de concentracdo das fracdes entre as duas cromatografias
e na concentracdo final das fragcdes recolhidas da cromatografia de troca ionica. Para
finalizar a purificacdo desta molécula ativa sera necessario recorrer a outras técnicas de
concentracdo e de purificacdo, como por exemplo HPLC (High-performance liquid

chromatography).

Tabela 11. Quantificacdo da proteina total do sobrenadante do isolado S54c¢ durante as
varias etapas de purificacédo.

Fracéo Quantificacdo da proteina
total (mg/mL) *

Sobrenadante 209,5
Sobrenadante liofilizado 101,4
>30 kDa 39,8
3-30 kDa 35,0
Fracdo 5 e 6 da cromatografia de 25,8

exclusdo molecular.

*todas as quantificacGes realizadas partiram de um volume inicial de 50 mL de sobrenadante de cultura
do isolado S54c.
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4.7 -SDS-PAGE

Para melhor entender o perfil de bandas das fracOes ativas recolhidas na
cromatografia de exclusdo molecular, realizou-se um gel SDS-PAGE de poliacrilamida
14%. Verificou-se que existem proteinas acima dos 25 kDa, podendo estas ser alguma
das moléculas ativas identificadas no sobrenadante do isolado S54c- (figura 11). O
elevado nimero de proteinas de massas diferentes indica que houve um fracionamento

do sobrenadante mas ndo foi possivel obter uma molécula pura.

1 2 M kDa
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Fig.11- Gel SDS-PAGE 14%de poliacrilamida:l e 2 (fracdo 5 e 6 da exclusdo molecular
a 50mg/mL); M- marcador molecular.

4.8- Amplificacdo e Sequenciacdo de um fragmento do gene 16S do isolado S54c

A utilizacdo dos primers especificos B-K1/F e B-K1/R, permitiram a amplificacéo
de um fragmento com o tamanho esperado de 1114 pb. Na figura 12, podemos
visualizar a banda do 16S esperada em todas as amostras do isolado S54c.

A analise da sequéncia consenso (Anexo IV) obtida para o fragmento do gene

16S mostrou elevada homologia (99% de identidade) com o gene 16S de varias estirpes
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de B. cereus (tabela 12) Este resultado confirma a identificacdo do isolado S54c como

uma estirpe de B. cereus.

M M C) C»H 1 2 3 4

10,200 |

1.200

(bp)

Fig.12 - Gel agarose 1,5% dos produtos de PCR. M — marcador molecular 100 bp; M-
marcador molecular 1 kb; C (-) - controlo negativo; C (+) - controlo positivo isolado

160 A; 1,2,3 e 4 —isolado S54c.

Tabela 12- Homologia da sequéncia consenso do gene 16S do isolado S54c

Descrigdo Score Total Valor E Identidade NUimero  de
acesso
Bacillus cereus 1905 0,0 99% JIX429824.1
SS263-34
Bacillus cereus 1905 0,0 99% KC686835.1
NSPAS8 16S
Bacillus cereus 1905 0,0 99% KC491185.1
KBY-5
Pagina 53
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5. CONCLUSOES GERAIS

Duas estirpes de Bacillus (S54c e S150c) isolados a partir do solo dos Agores, mais
precisamente da ilha de S.Miguel, mostraram ter atividade antibacteriana. As condicoes
de crescimento dos dois isolados foram otimizadas para obtencdo de atividade
antibacteriana em culturas liquidas. A maior atividade foi obtida em culturas com meio
Brain Heart Infusion,18 horas de incubacgéo, a 30°C a uma agitacéo de 190 rpm.

As moléculas ativas produzidas pelas bactérias mostraram ter uma elevada
estabilidade térmica, mantendo atividade apds tratamentos a 100°C. Tendo em conta a
sensibilidade das moléculas ativas a enzimas proteoliticas, pode concluir-se que as
moléculas ativas s@o de natureza proteica, podendo ser classificada como bacteriocin-
like inhibitory substances. Estas caracteristicas mostram ter interesse para 0
processamento de alimentos, pois muitos dos processos envolvidos neste tipo de
industria utilizam elevadas temperaturas para confecionar ou conservar os alimentos, o
que tem vindo a ser um problema para a maioria dos BLIS ou bacteriocinas descobertos
até hoje, pois a partir de determinadas temperaturas perdem a sua atividade.

Os isolados S54c e S150c quando testados pelo método de Mouijir et al, 2012 para
bactérias esporulantes mostra atividade contra Staphylococcus aureus e MRSA (IH1),
sendo que o isolado S54c mostra uma atividade superior a do isolado S150c. O espectro
de atividade do sobrenadante do isolado S54c foi determinado pelo método de difusdo
em agar contra varias bactérias indicadoras, e mostrou existir atividade contra
Micrococcus luteus e Bacillus cereus. A analise da sequéncia consenso do 16S do
isolado S54c confirmou a identificacdo deste isolado como uma estirpe de Bacillus

cereus.
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O isolado S54c mostrou produzir duas moléculas diferentes e ambas com elevada
atividade antimicrobiana, uma presente na fracdo entre 3-30 kDa e outra na >30 kDa. A
molécula presente na fracdo entre os 3-30 kDa mostrou elevada estabilidade térmica,
mantendo-se ativa mesmo apds tratamento a 121°C e ndo é degradada pela
quimiotripsina. A molecula presente na fragdo >30 kDa mostrou uma estabilidade
térmica até aos 100°C e é hidrolisada pelas enzimas proteinase K e quimiotripsina.

O fracionamento parcial das moléculas ativas produzidas por S54c em cromatografia
de exclusdo molecular permitiu a identificacdo de um fracéo ativa. Esta fracdo podera
ser purificada por técnicas cromatogréaficas, permitindo a posterior caracterizacdo por
espetrofotometria de massa, a sequenciagdo N-terminal, a determinacdo da concentragédo
minima inibitdria, bem como, estudos do modo de acéo.

A hipotese de substituicdo do uso de antibioticos por estas moléculas com atividade
para combater bactérias resistente ou multi-resistentes, utilizagdo no bio-controlo e na
industria alimentar, séo finalidades de grande relevancia para a evolucdo do mundo das

bacteriocinas e também para a medicina em geral.
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ANEXOS

Anexo |
Resultados

e Espectro de atividade do S54c
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Fig.1 — A- M.luteus >30 kDa; B- M.luteus 3-30 kDa; C- B.cereus >30 kDa; D-

B.cereus 3-30 kDa.
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Anexo I

Resultados

e Estabilidade térmica

Fig.2 - Estabilidade térmica. Foram testadas diversas amostras as seguintes
temperaturas: 40°C, 50°C, 60°C,70°C,80°C,90°C e 100°C por 30 minutos; 121°C por 20
minutis. A- Sobrenadante do isolado S54c livre de células; B- Sobrenadante do isolado
S150c livre de células; C- Sobrenadante livre de células do isolado S54c >30 kDa; D-
Sobrenadante livre de células do isolado S54c entre os 3-30 kDa. Todas estas fragdes
foram testadas com a bactéria indicadora M.luteus.
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Anexo 111

e Acdo enzimatica

Legenda:
proteinase K
quimiotripsina

a-amilase

Fig.3 — Acdo enzimatica dos respetivos sobrenadantes foi testada, utilizaram-se as
seguintes enzimas: proteinase K 40mg/mL, quimiotripsina 40mg/mL e o-amilase
100mg/mL. Foram aplicadoslmg/mL de enzima nos sobrenadantes dos isolados S54c e
S150c. Na fragdo entre os 3-30kDa do isolado S54c aplicou-se 20 mg/mL de enzima.
C1 — Sobrenadante livre de células;C2- Sobrenadante + tampdo sodio fosfato 50mM pH
7.4;C3: tampdo sodio fosfato 50mM pH 7.4 + enzima. A- Sobrenadante do isolado S54c
livre de células; B- Sobrenadante do isolado S150c livre de células; C- Sobrenadante
livre de células do isolado S54c >30 kDa; D- Sobrenadante livre de células do isolado
S54c entre os 3-30 kDa. Todas estas fracOes foram testadas com a bactéria indicadora
M.luteus.
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Anexo IV

Resultados

e Sequéncia consenso:

GATCGGCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACATCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTC
GTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACC
TAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTT
TCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAG
TTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCT
CAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGAATCGC
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