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RESUMO

Hilana Ceotto

Caracterizacao de peptideos antimicrobianos com potencial de aplicacao
biotecnolégica, produzidos por Staphylococcus spp.

Orientadora: Maria do Carmo de Freire Bastos
Coorientadores: Ingolf Nes e Dag Brede

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencao do titulo de Doutor
em Ciéncias Bioldgicas.

As bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos com atividade inibitéria contra outras
estirpes bacterianas. Por possuirem um amplo espectro de agédo, as bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram-positivas apresentam um potencial de aplicacao
biotecnoldgica. No presente trabalho, trés bacteriocinas produzidas por Staphylococcus
spp., isolados de mastite bovina, foram purificadas e caracterizadas.

A primeira bacteriocina estudada foi a simulancina 3299. Esta bacteriocina é um
lantibidtico de 27 acidos aminados (2,59 kDa) produzido pela estirpe S. simulans 3299, com
potencial de aplicacdo no combate a mastite bovina causada por Streptococcus agalactiae.
Os genes que codificam esta bacteriocina estdo presentes no plasmideo pRJ97. Eles
apresentam uma organizacao similar aquela encontrada no plasmideo pPI-1, que codifica a
nukacina ISK-1, produzida pela estirpe S. warneri ISK-1, exceto pela presenca de um
elemento de transposicdo do tipo 1S257/431, entre os genes orf1 e simA. A producao da
simulancina 3299 foi induzida pela presenga de NaCl ou KCI no meio de cultura. Esta
bacteriocina apresentou atividade em uma ampla faixa de pH, resisténcia a acdo da
temperatura e a acao da proteinase K; entretanto, mostrou-se sensivel a acao da tripsina e
da protease XXIII.

Doze estirpes de S. aureus mostraram-se produtoras de bacteriocinas diferentes das
demais estafilococcinas ja descritas na literatura e sensiveis a agao da temperatura. Dentre
elas, as bacteriocinas produzidas pela estirpe S. aureus 4185 comportaram-se como
bacterioliticas e foram capazes de inibir estirpes de Bacillus cereus, Listeria monocytogenes
e Staphylococcus spp. envolvidos em infecgdes nosocomiais, mostrando o potencial de

aplicacao contra estes microrganismos. A purificacdo dos peptideos e a determinacao da
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sua massa molecular revelaram a presenca de cinco componentes distintos. Sequéncias
parciais dos acidos aminados de alguns peptideos foram determinadas.

A aureocina 4181 é uma variante da aureocina A70 e os genes que a codificam
estdo localizados no plasmideo pRJ80. Esta bacteriocina apresentou atividade contra
estirpes clinicas de MRSA e SCN, consideradas resistentes a aureocina A70, e, por isso, ela
foi escolhida para ser purificada e caracterizada. A aureocina A70 é produzida pela estirpe
S. aureus A70, isolada de leite comercial, e sua atividade antimicrobiana resulta da acéao
sinérgica de quatro peptideos codificados pelo operon aurABCD, localizado no plasmideo
pRJ6. As aureocinas 4181 e A70 apresentaram mecanismos de agdo distintos: a estirpe
indicadora, Micrococcus luteus ATCC 4698, sofreu lise total pela acdo da aureocina 4181,
mas sofreu apenas lise parcial pela acdo da aureocina A70. A determinacdo da massa
molecular da aureocina 4181 e o sequenciamento dos peptideos purificados revelaram a
presenga de quatro componentes (4181A, 4181B, 4181C e 4181D), correspondentes aos
peptideos AurA, AurB, AurC e AurD (que compbéem a aureocina A70), acrescidos de um
grupamento formil. O operon aurABCD, codificado pelo plasmideo pRJ80, é idéntico ao
codificado pelo pRJ6 e, portanto, a estrutura primaria dos peptideos 4181A, 4181B, 4181C e
4181D é idéntica a estrutura primaria dos peptideos AurA, AurB, AurC e AurD, sintetizados
pela estirpe A70. Outros dois componentes de 3.147,8 £ 1,5 Da e 3.179, 8 £ 1,5 Da foram
encontrados nas fracdes purificadas, sugerindo que a estirpe 4181 possa estar produzindo
outras bacteriocinas.

Palavras-chave: bacteriocinas, simulancina 3299, aureocina 4181, aureocina 4185,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus aureus, mastite bovina

Rio de Janeiro
Agosto de 2009
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ABSTRACT

Hilana Ceotto

Caracterizacao de peptideos antimicrobianos com potencial de aplicacao
biotecnolégica, produzidos por Staphylococcus spp.

Orientadora: Maria do Carmo de Freire Bastos
Coorientadores: Ingolf Nes e Dag Brede

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencao do titulo de Doutor

em Ciéncias Bioldgicas.

Bacteriocins are antimicrobial peptides with inhibitory activity against other bacteria.
Since the bacteriocins produced by Gram-positive bacteria generally have a broad spectrum
of activity, these substances possess potential biotechnological applications. In the present
study, three bacteriocins produced by Staphylococcus spp., isolated from bovine mastitis,
were purified and characterized.

The first bacteriocin studied was simulancin 3299. This bacteriocin is an
anti-Streptococcus agalactiae lantibiotic of 27 amino acids (2,59 kDa), produced by S.
simulans 3299, with potential application on mastitis control. The genes involved in
simulancin 3299 biosynthesis are located on plasmid pRJ97. They have an organization
similar to that found on plasmid pPI-1, which encodes nukacin ISK-1, produced by the strain
S. warneri ISK-1, except for the presence of an 1S257/431 element, between the orf1 and
simA genes. Simulancin 3299 production was induced by the addition of NaCl and KCI to the
culture medium. This bacteriocin exhibited stability at different pH, resistance to heat and
proteinase K, and sensitivity to trypsin and protease XXIII.

Twelve S. aureus strains produced bacteriocins that seem to be distinct from the best
characterized staphylococcins described so far. These bacteriocins were inactivated by heat.
Among them, the bacteriocin produced by strain 4185 may possess potential practical
applications, since it exhibited a bacteriolytic activity and was able to inhibit important
pathogens such as Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, and Staphylococcus spp.
isolated from nosocomial infections. Purification and molecular characterization of the
peptides produced by strain 4185 revealed the presence of five different components. Partial

amino acid sequences of some peptides were determined.
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Aureocin 4181 is a variant of aureocin A70, and its gene cluster is found on plasmid
pRJ80. This bacteriocin could inhibit MRSA and CNS resistant to aureocin A70 activity and,
for this reason, aureocin 4181 was characterized further. Aureocin A70 is a four-peptide
bacteriocin produced by S. aureus A70, isolated from commercial milk. The aurABCD operon
and the other genes involved in aureocin A70 production are found on plasmid pRJ6.
Aureocin 4181 and aureocin A70 showed different mode of action: the indicator strain,
Micrococcus luteus ATCC 4698, was completely lysed by aureocin 4181, but only partially
lysed by aureocin A70. The determination of aureocin 4181 molecular mass and its amino
acid sequence revealed the presence of four components (4181A, 4181B, 4181C, and
4181D), corresponding to AurA, AurB, AurC, and AurD (aureocin A70 components), with an
addition of a formyl group to their N-termini. The aurABCD operon, encoded by plasmid
pRJ8O, is identical to the aurABCD operon encoded by plasmid pRJ6. Therefore, the primary
structure of 4181A, 4181B, 4181C, and 4181D is identical to the primary structure of AurA,
AurB, AurC, and AurD, synthesized by strain A70. Two other components of 3,147.8 + 1.5
Da and 3,179. 8 £ 1.5 Da were found in the purified fractions, suggesting that strain 4181
may produce other bacteriocins.

Keywords: bacteriocins, simulancin 3299, aureocin 4181, aureocin 4185, Staphylococcus
simulans, Staphylococcus aureus, bovine mastitis

Rio de Janeiro
Agosto de 2009
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ABREVIATURAS E SIGLAS

Aap - “accumulation-associated protein” (proteina associada a acumulacéao)
ABC - “ATP-binding cassette” (cassete de ligacdo ao ATP)

Ala, A - alanina

Ap - ampicilina

Asn, N - asparagina

Asp, D - 4cido aspartico

Arg, R - arginina

ATCC - “American Type Culture Collection”

AtIE - autolisina E

Bac - bacteriocina (s) ou bacteriocinogénico (s), (a), (as)

Bap - “biofilm associated protein” (proteina associada ao biofiime)
BHI - “pbrain heart infusion” - infusdo de cérebro e coracao

CA-MRSA - “community acquired methicillin resistant Staphylococcus aureus”
(Staphylococcus aureus resistentes a meticilina adquiridos na comunidade)

Ce - cefalotina

CIfA - “clumping factor A” (fator de agregacao A)
Cl - clindamicina

Co - cloranfenicol

Cp - ciprofloxacina

Cys, C - cisteina

Da - dalton (s)

D-Ala - D-alanina

Dha - dideidroalanina

Dhb - dideidrobutirina

DO - densidade o6ptica

EDTA - etileno-diamino-tetracetato

Em - eritromicina

ETA - toxina esfoliativa A

ETB - toxina esfoliativa B

ETE- toxina emética

EtBr - brometo de etideo

Fbe - “fibrinogen binding protein of S. epidermidis” (proteina de ligagéo ao fibrinogénio de S.
epidermidis)

FDA - “Food and Drug Administration”

FMN - flavina-mononucleotideo

g - forga gravitacional

GIn, Q - glutamina

Glu, E - acido glutamico

Gly, G - glicina

Gm - gentamicina

GRAS - “Generally Recognized As Safe” (geralmente reconhecido como seguro)
Hbl - hemolisina BL

His, H - histidina

HPLC - “High Performance Liquid Chromatography” (cromatografia liquida de alta
performance)

lle, | - isoleucina



IPTG - “isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside” (isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo)
IS - sequéncia de insergao

kb - quilobase (s), 1.000 pb

kDa - quilodalton (s), 1.000 Da

Lan - lantionina

LB - Luria-Bertani

Leu, L - leucina

Lys, K—lisina

MALDI-TOF - “Matrix Assisted Laser Desorption/lonization” (Dessorcéo/ lonizagdo de Matriz
Assistida por Laser)

MeLan - B-metil-lantionina

Met, M - metionina

MRS - "Man, Rogosa & Sharpe"

MRSA - “methicillin resistant Staphylococcus aureus” (Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina)

NCBI - “National Center for Biotechnology Information”

Nhe - enterotoxina ndo-hemolitica

ORF - “open reading frame” (quadro de leitura aberto)

pb - par (es) de base (s)

PBP - “penicillin-binding protein” (proteina ligante de penicilina)

Pc - penicilina

PCR - “polymerase chain reaction” (reacdo em cadeia da polimerase)

Phe, F - fenilalanina

p/ - ponto isoelétrico

PIA - “polysaccharide intercellular adesin” (polissacarideo de adesao intercelular)
PNSG - poli-N-succinil B-1,6-glicosamina

Pro, P - prolina

p/v - peso por volume

RBS - “ribossome binding site” (sitio de ligagdo ao ribossomo)

rpm - revolugdes por minuto

RT-PCR - ‘“reverse transcription-polymerase chain reaction” (reagdo em cadeia da
polimerase - transcricao reversa)

SasG - “S. aureus surface protein G” (proteina G de superficie de S. aureus)
SAM - substancia (s) antimicrobiana (s)

SCC mec - “staphylococcal cassette chromosome mec” (cassete mec do cromossomo
estafilococico)

SCN - Staphylococcus coagulase-negativos
SCP - Staphylococcus coagulase-positivos
SDS - dodecil sulfato de sédio

SEA - enterotoxina estafilococica A

SEB - enterotoxina estafilocécica B

SEC - enterotoxina estafilocécica C

SED - enterotoxina estafilocécica D

SEE - enterotoxina estafilococica E

SEG - enterotoxina estafilocécica G

SEH - enterotoxina estafilocécica H

SEI - enterotoxina estafilocécica |

Ser, S - serina

SSC - Salina/ citrato de sédio



TAE -Tris/acetato/EDTA

Tc - tetraciclina

TE - Tris/EDTA

TFA - &cido trifluoracético

Thr, T - treonina

Tm - temperatura de desnaturagdao média

Tris - Tris (hidroxi-metil-amino-metano)

Trp, W - triptofano

TSB - “tryptone soy broth” (caldo de triptona e soja)

TSST-1 - “toxic shock syndrome toxin 1” (toxina da sindrome do choque toxico 1)
Tyr, Y - tirosina

UB - unidade(s) de bacteriocina(s)

UFC - unidades formadoras de col6nia

Val, V - valina

v/v - volume por volume

X-Gal - “5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galactopyranoside” (5-bromo-4-chloro-3-indolil-p-D-
galactopiranosideo)



INTRODUCAO

1. Peptideos Antimicrobianos

Muitos peptideos antimicrobianos sdo substancias sintetizadas via ribossomo,
amplamente disseminadas na natureza, sendo produzidas tanto por eucariotos como por
procariotos (BASTOS et al., 2009). Embora eles formem um grupo diverso de peptideos, a
julgar pelos seus variados tamanhos e pelas suas estruturas primarias, geralmente, os
peptideos antimicrobianos sao catiénicos e anfipaticos (PESCHEL & SAHL, 2006).

Nos vertebrados, os peptideos antimicrobianos representam a primeira linha de um
sistema sofisticado de defesa, agindo diretamente sobre os microrganismos. Entre insetos e
plantas, esses peptideos sdo as principais moléculas efetoras no combate as infeccoes. Os
peptideos antimicrobianos produzidos por microrganismos atuam como antagonistas aos
seus competidores (SAHL et al., 2005).

As defensinas compdem a principal classe de peptideos antimicrobianos produzidos
pelos vertebrados. Nos mamiferos, as defensinas sdo expressas principalmente em
fagocitos e na mucosa das células epiteliais. Elas sdo sintetizadas na forma de um
pré-peptideo, com aproximadamente 95 residuos de acidos aminados, incluindo uma
sequéncia-sinal no seu terminal amino, de 19 acidos aminados. Esses peptideos sao ricos
em Cys, apresentam aproximadamente 4 kDa e estdo agrupados em familias, com base nas
suas diferengas estruturais: defensinas o ou defensinas . Estas duas familias diferem no
namero de residuos de acidos aminados (as defensinas o apresentam de 29-35 residuos,
enquanto as defensinas [ apresentam 38-42 residuos), bem como na sua estrutura
secundaria (PAPAGIANNI, 2003).

A pele dos anfibios também é rica em peptideos antimicrobianos, que apresentam
atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos, protozoarios e virus
(JENSSEN, HAMILL, & HANCOCK, 2006), sendo as magaininas o principal grupo estudado.
Elas sdo sintetizadas na forma de poliproteinas contendo diversos segmentos, que sao
clivadas originando os peptideos maduros. Estes peptideos apresentam entre 21 e 27
residuos de acidos aminados e apresentam estrutura helicoidal (PAPAGIANNI, 2003).

Os invertebrados ndo apresentam um sistema imunoldgico comparavel ao sistema
imune adaptativo dos mamiferos, possuindo apenas um sistema imune inato que os protege
contra a invasdo de patdgenos. Considerando o extraordindrio sucesso evolutivo deste
grupo, é evidente que o seu sistema imune inato é extremamente eficiente. Dentre outros
fatores, a producdo de peptideos antimicrobianos tem sido relacionada com a protecao
destes organismos contra infeccées. Dentre os peptideos antimicrobianos produzidos por
insetos, estdo as cecropinas e as defensinas. As cecropinas sao peptideos com 31-39
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frequentemente encontradas na hemolinfa de lepidépteros e dipteros. As defensinas
encontradas nos insetos sao similares aquelas produzidas por mamiferos, com 38-43
residuos de acidos aminados (JENSSEN, HAMILL & HANCOCK, 2006).

Os fungos também sintetizam peptideos, via ribossomo, com estrutura e atividade
antimicrobiana similares as das defensinas. A plectasina foi a primeira defensina fungica
isolada e apresenta atividade contra Streptococcus pneumoniae resistentes a antibiéticos
(SANG & BLECHA, 2008).

Assim como os demais organismos eucariéticos, os vegetais também se encontram
constantemente expostos a organismos patogénicos e a sua sobrevivéncia demanda
respostas rapidas contra essas infecgdes, que incluem a sintese de defensinas e tioninas.
As defensinas produzidas pelas plantas também sdo similares aquelas produzidas por
mamiferos e insetos. Elas apresentam massa molecular entre 5 e 7 kDa, apresentam oito
residuos conservados de Cys, mas a sua estrutura é globular (CARVALHO & GOMES,
2009). As tioninas sao peptideos menores do que 5 kDa, também ricos em Cys, e com
atividade citotoxica contra diferentes tipos celulares (STEC, 2006).

Uma grande variedade de peptideos antimicrobianos é sintetizada por bactérias, as
bacteriocinas (RILEY & CHAVAN, 2007).

2. Bacteriocinas

As bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos com atividade inibit6ria contra outras
estirpes bacterianas. Essas substancias sdo produzidas por arquéas, bactérias Gram-
-negativas e Gram-positivas (RILEY & CHAVAN, 2007).

Em geral, as bacteriocinas sdo muito mais potentes do que os peptideos
antimicrobianos produzidos por eucariotos. Enquanto os peptideos antimicrobianos de
eucariotos sdo ativos em concentragdo micromolar, as bacteriocinas agem, geralmente, em
concentragcdo nanomolar (NISSEN-MEYER et al., 2009).

As estirpes bacteriocinogénicas sido imunes as suas proprias bacteriocinas e esta
imunidade pode ser conferida por uma proteina expressa concomitantemente com a
bacteriocina, ou por um sistema de imunidade. Os genes que codificam as proteinas de
imunidade tém sido encontrados préximos ou a jusante dos genes estruturais das
bacteriocinas (JACK, TAGG & RAY, 1995).

Geralmente, as bacteriocinas sdo codificadas na forma de um pré-peptideo que é
processado apods a sua tradugéo, através da clivagem de um peptideo-lider, para a sua
forma biologicamente ativa. Os genes envolvidos em fungbes auxiliares a biossintese das
bacteriocinas, como os genes envolvidos no processamento do pré-peptideo, na regulacao
da expressao da bacteriocina e também na sua translocagdo para o meio extracelular,
também sao encontrados proximos ao gene estrutural (JACK, TAGG & RAY, 1995).



Uma udnica estirpe bacteriana pode produzir mais de uma bacteriocina, como é o
caso da estirpe Carnobacterium piscicola LV17B que produz as bacteriocinas
carnobacteriocinas A, BM1 e B2, cujos genes estao localizados em um plasmideo de 72 kb,
no cromossomo € em um plasmideo de 61 kb, respectivamente (QUADRI et al., 1994;
QUADRI et al., 1997).

As bactérias Gram-negativas produzem duas classes principais de bacteriocinas: as
colicinas e as microcinas (GORDON, OLIVER & LITTLEFIELD-WYER, 2007).

A primeira colicina foi identificada por Gratia, em 1925, como um produto termolabil
produzido pela estirpe Escherichia coli V, com agao antagonistica contra E. coli ¢. Desde
entdo, diferentes bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-negativas tém sido
identificadas (CASCALES et al., 2007).

As colicinas sado proteinas alongadas, com massa molecular entre 25 e 80 kDa e
estdo organizadas em trés dominios: o dominio N-terminal esta relacionado com a sua
translocagao através da membrana celular; o dominio central é relacionado com a ligagéao
da bacteriocina ao receptor da célula sensivel e o dominio C-terminal apresenta a porcao
biologicamente ativa da bacteriocina. Os genes envolvidos na sua produgdo estao
codificados em plasmideos colicinogénicos (pCol) e geralmente compreendem um gene
estrutural, um gene que codifica a proteina de imunidade e um gene de lise, que codifica
uma proteina envolvida em exportar a colicina, através da lise da célula produtora. Portanto,
a sintese dessas bacteriocinas é letal para a célula que a produz (CASCALES et al., 2007).

Existem duas classes de pCol. Os pCol do tipo | sdo plasmideos pequenos, entre 6 e
10 kb, presentes em aproximadamente 20 cdpias por célula, e mobilizaveis na presenca de
plasmideos conjugativos. J& os pCol do tipo Il sdo plasmideos maiores, de
aproximadamente 40 kb, que estdo presentes em uma Unica cépia por célula, além de
serem conjugativos. A produgao das colicinas é mediada pelo sistema SOS bacteriano e
ocorre principalmente sob condi¢des de estresse (CASCALES et al., 2007).

Ja as microcinas sado peptideos de baixo peso molecular (<10 kDa), altamente
hidrofébicos, termorresistentes e estaveis em uma ampla faixa de pH extremo. Estes
peptideos apresentam organizacao genética conservada, mas suas estruturas primarias sao
muito diversificadas, o que dificulta a sua classificacdo. Algumas microcinas podem sofrer
modificagdes pods-tradugcdo, como é o caso da MccC, de 1.178 Da (METLITSKAYA et al.,
2009).

Dentre as bacteriocinas produzidas pelas arquéas, as arqueocinas, apenas as
halocinas (produzidas por halobactérias) ja foram caracterizadas. Isso se deve ao fato de
que essa familia de peptideos s6 comegou a ser estudada na década de 1980. Esses
peptideos podem apresentar diferentes tamanhos e sdo designados micro-halocinas,
quando menores do que 10 kDa. Eles, geralmente, sdo termossensiveis, ativos apenas na
presenga de sais (em concentragdes superiores a 5%) e estdo codificados em



megaplasmideos. As halocinas descritas apresentam um limitado espectro de atividade,
exclusivamente contra bactérias relacionadas as estirpes produtoras (SHAND & LEYVA,
2007).

Embora as primeiras bacteriocinas caracterizadas tenham sido isoladas de bactérias
Gram-negativas, desde a descoberta da nisina (uma bacteriocina com importante aplicagao
industrial), um grande ndmero de peptideos com atividade antimicrobiana, produzidos por
bactérias Gram-positivas, em especial as do acido lactico, tem sido investigado e
caracterizado (NES et al., 1996; COTTER, HILL & ROSS, 2005; HENG et al., 2007).

3. Bacteriocinas Produzidas por Bactérias Gram-positivas

Diferencas estruturais e funcionais entre as bacteriocinas produzidas por bactérias
Gram-positivas justificam a separacdo dessas substincias em algumas classes.
Atualmente, trés diferentes classes estdo estabelecidas, segundo aspectos estruturais e de
atividade, com base em estudos sobre as bacteriocinas produzidas por bactérias do acido
lactico: classe | ou lantibiéticos, classe Il e classe lll, apresentadas na TABELA 1 (COTTER,
HILL & ROSS, 2005; NISSEN-MEYER et al., 2009).

As bacteriocinas das classes | e Il sdo as mais estudadas e, consequentemente, com
o modo de agao melhor elucidado, por serem as mais abundantes e por apresentarem um
maior potencial de emprego industrial (BIERBAUM & SAHL, 2009; NISSEN-MEYER et al.,
2009).

3.1. Lantibiéticos

Os lantibiéticos (antibiéticos contendo lantionina) formam um grupo de peptideos
pequenos (menores do que 5 kDa) contendo  acidos aminados pouco comuns,
especialmente lantionina (Lan) e B-metil-lantionina (MeLan). Mais de 60 lantibiéticos ja foram
descritos. Todos sdo produzidos por bactérias Gram-positivas e apresentam atividade contra
bactérias deste mesmo grupo (BIERBAUM & SAHL, 2009).

De acordo com Bierbaum & Sahl (2009), os eventos associados a producdo de um
lantibiético incluem: a formagdo do pré-lantibidtico, as modificagbes poés-traducao
(desidratacdo e reacdes de ligagdes cruzadas entre os acidos aminados), a clivagem da
sequéncia-lider e a secrecao do peptideo maduro para o meio extracelular. Adicionalmente,
a célula produtora deve ser imune ao lantibiético produzido.



TABELA 1: Classificacao das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas.

Classificacao Caracteristicas Subclasses Exemplos (Referéncias)
Classe | Peptideos pequenos (< 5 Tipo A: flexiveis e alongados e que atuam sobre a membrana Nukacina ISK-1
(lantibidticos) | kDa) contendo &cidos plasmatica (SASHIHARA et al., 2000)

Classe Il

Classe lll

aminados pouco comuns,
como lantionina e B-metil-
-lantionina, e acidos
aminados desidratados apés
a tradugao, como
dideidroalanina e
dideidrobutirina

Peptideos pequenos (< 10
kDa), que nao apresentam
acidos aminados modificados

Peptideos maiores do que 10
kDa e geralmente
termolébeis

Tipo B: peptideos com estrutura globular e que atuam por
inibigado enzimatica da biossintese da parede celular

Tipo C: lantibi6ticos de dois componentes

Tipo D: atividade antimicrobiana reduzida, ou sem atividade
bactericida

lla: peptideos do tipo pediocina

lIb: complexo formado por dois peptideos

llc: bacteriocinas ciclicas

lld: bacteriocinas compostas por um Unico peptideo, que nao
sofre modificagdes apds a tradugao, e que nao é do tipo
pediocina

llla: bacteriolisinas

Ilib: bacteriocinas nao liticas

Mersacidina
(BIERBAUM & SAHL, 2009)

Estafilococcina C55
(NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998)

SapT
___________(BIERBAUM & SAHL,2009)

Pediocina PA-1
(MARUGG et al., 1992)

Lactococcina G
(NISSEN-MEYER et al., 1992)

Enterocina AS-48
(MAQUEDA et al., 2008)

Aureocina A53
(NETZ et al., 2002)

Aureocina A70
_________________ (NETZ etal, 2001)

Lisostafina
(BASTOS et al., 2009)

Helveticina J
(THOMPSON, COLLINS & MERCER, 1996)

Adaptado de Heng et al. (2007), Bierbaum & Sahl (2009) e Nissen-Meyer et al. (2009).



Atualmente, aceita-se uma nomenclatura genérica para todas as fungdes envolvidas
na sintese dos lantibiéticos, incluindo o peptideo precursor (LanA); as enzimas responsaveis
pelas reacbes de modificacdo da molécula (LanB e LanC, ou LanM); as proteinas
acessoérias, como a protease responsavel pela remocdo do peptideo-lider (LanP); o
transportador do tipo ABC (“ATP-binding cassette”, cassete de ligacdo ao ATP) - envolvido
na translocagdo do peptideo (LanT); proteinas reguladoras (LanR, LanK) e as proteinas
dedicadas a imunidade da célula contra a bacteriocina produzida (Lanl, LanH e LanFEG).

O gene estrutural, /lanA, € encontrado em todos os lantibiéticos e codifica um
pré-peptideo, inativo dentro da célula produtora. Esse pré-lantibidtico carreia uma regiao N-
-terminal, ou sequéncia-lider, que é geralmente clivada antes da sua exportagdo para o meio
extracelular (MCAULIFFE, ROSS & HILL, 2001; BIERBAUM & SAHL, 2009).

Além de Lan e Melan, outros acidos aminados pouco comuns sao encontrados nos
lantibiéticos: dideidroalanina (Dha), dideidrobutirina (Dhb), D-alanina (D-Ala), lisinoalanina e
oxobutiril, dentre outros, em um total de 17 acidos aminados pouco comuns. Esses acidos
aminados incomuns sdo sintetizados a partir de modificagbes poés-traducdo sofridas pelos
lantibiéticos. Tais modificagbes envolvem, geralmente, trés acidos aminados (Ser, Thr e
Cys), embora Lys, Asn e lle também possam ser encontradas na sua forma modificada. A
desidratacao da Ser leva a formacdo de Dha, enquanto que a desidratacdo da Thr leva a
formacao de Dhb. Lan e MelLan sao formadas pela adicdo de grupos tiol da Cys proxima a
estes acidos aminados desidratados, que gera pontes tioéteres entre eles. Como
consequéncia da presenca destas ligagdes intramoleculares, os lantibidticos sdo estruturas
policiclicas contendo anéis de Lan e MelLan. Estas modificacbes sao catalizadas pelas
enzimas LanB (desidratase), responsavel pelas reacbes de desidratacdo do pré-peptideo, e
LanC (ciclase), responsavel pela formagdo dos anéis tioéteres (FIGURA 1).
Alternativamente, essas duas reagdes podem ser catalisadas pela proteina bifuncional
LanM, naqueles lantibidticos que nao apresentam LanB e LanC (MCAULIFFE, ROSS &
HILL, 2001; BASTOS et al., 2009; BIERBAUM & SAHL, 2009).

A conformacao policiclica dos lantibidticos parece conferir a esses peptideos rigidez
e resisténcia a acdo do calor, assim como contribui para a sua atividade antimicrobiana
(MCAULIFFE, ROSS & HILL, 2001; BASTOS et al., 2009; BIERBAUM & SAHL, 2009).

Para que os lantibiticos possam exercer a sua atividade antibacteriana, a
sequéncia-lider presente no seu terminal amino precisa ser clivada. Em alguns lantibiéticos,
a clivagem proteolitica do peptideo-lider é catalisada por serina-proteases (LanP), antes ou
durante a exportacdo do peptideo. Dentre esses lantibidticos, a exportagao do pré-peptideo
¢ realizada por LanT, que possui exclusivamente esta fungao (MCAULIFFE, ROSS & HILL,
2001; COTTER, HILL & ROSS, 2005).



Clivagem do
peptideo-lider (LanP)

FIGURA 1: Sintese da Lan e da MeLan. Lan e MelLan sao formadas pela desidratagdo dos
residuos de Ser e de Thr, gerando Dha e Dhb, respectivamente, pela agédo de LanB. A
adicao de grupos tiol da Cys proxima a estes acidos aminados desidratados gera pontes
tioéteres entre eles, formando Lan e MelLan, pela acdo de LanC. Em alguns lantibiéticos, a
clivagem proteolitica do peptideo-lider é catalisada por LanP, antes ou durante a exportagao
do peptideo (adaptado de COTTER, HILL & ROSS, 2005).
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Nos lantibiéticos que apresentam sitios de clivagem do tipo glicina-dupla, a clivagem
da sequéncia-lider é efetuada concomitantemente a exportacdo do peptideo. Neste caso,
ambos os eventos sdo realizados por LanT. Os transportadores LanT que realizam essas
duas fungdes contém, além dos dominios transmembrana e de ligagdo ao ATP, um dominio
proteolitico adicional no seu terminal amino, que atua como um membro da familia das
cisteina-proteases. Este dominio se localiza na porgao citosolica do transportador e é o
responsavel pela clivagem do peptideo-lider (MCAULIFFE, ROSS & HILL, 2001; COTTER,
HILL & ROSS, 2005).

A biossintese dos lantibiéticos geralmente é regulada por um sistema de dois
componentes: uma histidina-cinase (LanK) e um regulador de resposta (LanR), como é o
caso da nisina. Em resposta a um sinal externo, LanK se autofosforila em um residuo de His
presente no seu dominio C-terminal, citoplasmatico. O fosfato é entao transferido para um
residuo de Asp de LanR. Uma vez ativado, LanR promove a ativagdo da transcricdo dos
genes envolvidos na biossintese dessas bacteriocinas. Alguns lantibiéticos ndo apresentam
genes envolvidos diretamente com a sua regulagdo, como é o caso da lacticina 3147.
Entretanto, outros fatores podem afetar a producdo desses peptideos, tais como as
condicoes de cultura da estirpe produtora e a fase do crescimento da bactéria (MCAULIFFE,
ROSS & HILL, 2001; BIERBAUM & SAHL, 2009).

A producdo de bacteriocinas esta sempre ligada a expressdao de um sistema
especifico de imunidade, essencial para a protecao da célula produtora contra a acao da
sua bacteriocina cognata. A maioria dos grupamentos genéticos envolvidos na biossintese
dos lantibiéticos, especialmente entre aqueles que se ligam ao lipideo Il, apresenta um
transportador do tipo ABC, LanFEG, relacionado com o fenétipo de imunidade da estirpe
produtora (BIERBAUM & SAHL, 2009). Uma proteina Lanl também pode estar envolvida
com esse fen6tipo. As proteinas Lanl ja descritas ndo apresentam similaridade entre elas.
Este grupo inclui peptideos pequenos (57-69 acidos aminados), como a Pepl, envolvida na
imunidade da Pep5, e proteinas grandes como Nisl, envolvida na imunidade da nisina
(BIERBAUM & SAHL, 2009).

Adicionalmente, alguns grupamentos genéticos apresentam ainda um gene adicional,
lanH, como por exemplo, a nukacina ISK-l e a epidermina. As proteinas LanH atuam
auxiliando LanFEG (BIERBAUM & SAHL, 2009).

Os determinantes genéticos dos lantibidticos podem estar codificados no
cromossomo da célula bacteriana (ex.: epilancina K7), mas geralmente eles sao
encontrados em plasmideos (ex.: nukacina ISK-1), podendo estar organizados sob a forma
de operons. Analises comparativas desses genes sugerem que se tratam de sequéncias
conservadas envolvidas em funcdes similares (MCAULIFFE, ROSS & HILL, 2001).
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Recentemente, uma nova classificacdo para os lantibidticos foi proposta,
reagrupando esses peptideos entre trés novas classes: A, B e C (BIERBAUM & SAHL,
2009).

Os lantibiéticos do tipo A sdo peptideos mais flexiveis e alongados, que atuam sobre
a membrana plasmatica. Eles estdo ainda divididos em mais dois subtipos: Al e All. Os
lantibiéticos do subtipo Al apresentam duas enzimas de modificagdo, LanB e LanC, sendo a
nisina o protoétipo deste grupo. Todos os demais lantibiéticos apresentam uma Unica enzima
de modificagdo, LanM. Os peptideos da familia da lacticina 481 sao classificados como do
subtipo All (BIERBAUM & SAHL, 2009).

Ja, os do tipo B apresentam uma forma globular rigida e atuam por inibicao
enzimatica da biossintese da parede celular, como, por exemplo, a mersacidina e a
cinamicina (BIERBAUM & SAHL, 2009).

Os lantibidticos do tipo C sdo compostos por dois componentes, como a lacticina
3147 e a estafilococcina C55 (HENG et al., 2007). Bierbaum e Sahl (2009) propuseram,
ainda, uma nova subclasse incuindo peptideos que apresentam atividade antimicrobiana
reduzida, ou mesmo que nao apresentam atividade bactericida. Esses lantibiéticos tém acéao
morfogenética, como é o caso de SapT e de SapB, e aqui estdo sendo chamados de
lantibiéticos do tipo D.

Os lantibiéticos podem apresentar dois modos de acdo distintos, inicialmente
descritos para a nisina. Este peptideo se ancora na superficie celular através da ligagao do
seu terminal amino ao lipideo Il (transportador de subunidades de peptideoglicana do
citoplasma para a parede celular), presente na superficie das bactérias, formando uma
estrutura intermediaria. Esta estrutura € mantida por pontes de hidrogénio, formadas entre
os acidos aminados do anel presente no terminal amino da nisina e o lipideo Il. Em seguida,
o terminal carboxi deste lantibiético se insere na membrana plasmatica. A insercdo de
multiplos peptideos leva a formagdo de poros na membrana celular (FIGURA 2).
Consequentemente, ocorre o efluxo de pequenas moléculas e a dissipacao do potencial de
membrana, resultando na morte da célula-alvo. Provavelmente, a habilidade da nisina em
inibir a germinacéo de esporos esta relacionada com a formacao de poros na membrana
das células nos primeiros estagios da germinagao (BIERBAUM & SAHL, 2009).

A nisina pode ainda inibir a biossintese da parede celular das células sensiveis
(FIGURA 2). Embora este tenha sido considerado um mecanismo secunddrio dos
lantibidticos do tipo A, atualmente os dois mecanismos estdo sendo considerados
igualmente importantes (BIERBAUM & SAHL, 2009).
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FIGURA 2: Modo de acdo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas.
Alguns lantibidticos, como a nisina, podem apresentar dois mecanismos de agéo distintos.
Esses peptideos podem se ligar ao lipideo I, inibindo a sintese da parede celular.
Adicionalmente, eles também podem utilizar o lipideo Il como ancora para se inserirem na
membrana, formando poros. Os peptideos de classe I, em geral, possuem uma estrutura
helicoidal anfipatica que favorece a sua inser¢do na membrana celular, promovendo sua
despolarizagéo. As bacteriolisinas (pertencentes a classe lll) podem atuar diretamente sobre
a parede celular, degradando-a (adaptado de COTTER, HILL & ROSS, 2005).
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3.2. Bacteriocinas de classe Il

As bacteriocinas que compdem a classe Il sdo peptideos menores do que 10 kDa e
que nao possuem acidos aminados modificados apos a traducao. Devido ao grande ndmero
desses peptideos descritos, justificou-se a sua divisdo em quatro subclasses (NISSEN-
MEYER et al., 2009).

As bacteriocinas pertencentes a subclasse lla sdo também conhecidas como
pediocinas, devido a pediocina PA-1 (MARUGG et al., 1992), primeiro membro deste grupo
que foi amplamente estudado. Os peptideos desta subclasse geralmente apresentam entre
37 e 48 acidos aminados e uma sequéncia N-terminal conservada Tyr-Gly-Asn-Gly-Val/Leu
presente no peptideo final (NISSEN-MEYER et al., 2009).

Com base na sua estrutura primaria, essas bacteriocinas parecem possuir dois
dominios: um dominio N-terminal, catidénico, hidrofilico e altamente conservado, e um
dominio C-terminal conservado e mais hidrofébico, composto por aproximadamente 18
acidos aminados (NISSEN-MEYER et al., 2009).

Esses peptideos agem permeabilizando a membrana das células sensiveis (FIGURA
2). O seu terminal amino se liga a membrana das células-alvo através de interacoes
eletrostaticas e, em seguida, o terminal carboxi, mais hidrofébico, penetra na bicamada
lipidica. Consequentemente, ocorre o efluxo de pequenas moléculas, como ATP, e a
dissipagao do potencial de membrana, resultando na morte celular (NISSEN-MEYER et al.,
2009).

As pediocinas também apresentam atividade contra Listeria monocytogenes, um
importante patdégeno associado a alimentos, causador de listeriose e de mastite bovina
(BOURRY, COCHARD & POUTREL, 1997; ENNAHAR et al., 2000).

A L. monocytogenes € um cocobacilo Gram-positivo, ndo esporulado, aerébio, que
cresce sob refrigeracao (4°C) e baixo pH, fatores que geralmente previnem a proliferagéo da
maioria das bactérias (DAESHEL, 1993). A L. monocytogenes pode ser transmitida através
do contato com maos, utensilios ou alimentos contaminados e aerossois (BOURRY,
COCHARD & POUTREL, 1997). Esta bactéria é o principal agente etiolégico da listeriose,
uma doenca que acomete, principalmente, pessoas com o sistema imune comprometido,
mulheres gravidas e idosos. A maioria dos casos de listeriose humana esta relacionada ao
consumo de alimentos contaminados, como leite e saladas (CHAN & WIEDMANN, 2008).
Ela também é responsavel por grandes perdas econémicas: é fatal para 60% dos animais
infectados e a mastite pode provocar a contaminagéo do leite.

Todas as bacteriocinas da subclasse lla, ja caracterizadas, sdo produzidas por
bactérias do acido lactico e foram isoladas de alimentos, como a pediocina PA-1 (MARUGG
et al., 1992), a mesentericina Y105 (FLEURY et al., 1996), a leucocina A (HASTINGS et al.,
1991) e a enterocina P (HERRANZ et al., 2001).
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Os eventos que envolvem a biossintese das bacteriocinas da subclasse lla incluem a
sintese do pré-peptideo, o0 seu processamento e a sua secregdo, que é mediada por um
transportador do tipo ABC e por uma proteina acessoria, que representam as proteinas de
ligacdo a membrana - Figura 3. Estas proteinas formam um sistema exclusivo para o
transporte da bacteriocina, independente do sistema sec, via tradicional de secre¢do de
proteinas nas células bacterianas (LEE & SCHNEEWIND, 2001).

O processamento das bacteriocinas desta subclasse se da, geralmente, pela
clivagem do peptideo-lider em uma posicao adjacente a dois residuos de Gly, conservados
nesses peptideos, que atuam, portanto, como sinal de reconhecimento para o
processamento e, também, para o transporte da bacteriocina, independente do sistema sec
- Figura 3 (NISSEN-MEYER et al., 2009).

As proteinas de imunidade apresentam entre 85 e 115 residuos de acidos aminados
e, além de conferirem imunidade contra a bacteriocina cognata, podem conferir imunidade
contra outras bacteriocinas similares - Figura 3 (NISSEN-MEYER et al., 2009).

Assim como o0s genes que codificam os lantibidticos, os genes envolvidos na
biossintese das bacteriocinas da subclasse lla parecem estar presentes tanto em
plasmideos como no cromossomo bacteriano, e podem ser transcritos sob a forma de um ou
dois operons. O seu mecanismo de biossintese pode ser regulado por um sistema do tipo
quorum sensing, composto por trés componentes - uma histidina-cinase, um regulador de
resposta e um fator de indugédo, que atua como um sinal para induzir a transcricao dos
genes-alvo (FIGURA 3). Esses fatores de indugio sao pequenos peptideos, termoestaveis,
catibnicos e hidrofébicos, e também sdo sintetizados como um pré-peptideo com uma
sequéncia-lider do tipo glicina-dupla (ENNAHAR et al., 2000).

A subclasse llb se caracteriza por ser formada por complexos compostos por dois
peptideos diferentes. Em alguns casos, os dois peptideos sdo essenciais para que haja
atividade antimicrobiana, como as lactococcinas Go/GB (NISSEN-MEYER et al., 1992).
Estes peptideos permeabilizam a membrana das células sensiveis para diferentes pequenas
moléculas e parecem possuir especificidade a esse respeito. Por exemplo, a lactococcina G
permeabiliza a membrana para cations monovalentes, como Na* e K*, mas ndo para
cétions divalentes, como o Mg®*, ou anions, como o fosfato, e H* (NISSEN-MEYER et al.,
2009).

As bacteriocinas ciclicas, cujo primeiro e o Ultimo acidos aminados do peptideo
maduro estado ligados covalentemente, foram agrupadas em um grupo distinto, a subclasse
llc [ex.: enterocina AS-48 (MAQUEDA et al., 2008)]. Todas as bacteriocinas ciclicas cujo
modo de acdo foi estudado causaram danos a membrana das células sensiveis e,
eventualmente, a lise celular. Aparentemente, a estrutura dessas bacteriocinas confere
resisténcia a acdo de proteases e favorece a estabilidade desses peptideos (NISSEN-
MEYER et al., 2009).
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FIGURA 3: Produgdo das bacteriocinas da subclasse lla: sistema regulatério de trés
componentes, sintese, processamento, excrecao e imunidade. Os eventos que envolvem a
biossintese das bacteriocinas da subclasse lla incluem a sintese do pré-peptideo, o seu
processamento e a sua secrecdo, que é mediada por um transportador do tipo ABC e por
uma proteina acesséria. A biossintese destas bacteriocinas pode ser regulada por um
sistema do tipo quorum sensing, composto por trés componentes - uma histidina-cinase, um
regulador de resposta e um fator de indugédo, que atua como um sinal para induzir a
transcricdo dos genes-alvo. Esses fatores de inducdo sao pequenos peptideos,
termoestaveis, catibnicos e hidrofébicos, e também sao sintetizados como um pré-peptideo
com uma sequéncia-lider do tipo glicina-dupla. As proteinas de imunidade conferem
imunidade contra a bacteriocina cognata e também podem conferir imunidade contra outras
bacteriocinas similares (ENNAHAR et al., 2000).
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A subclasse Ild compreende as bacteriocinas compostas por um Unico peptideo, que
nao sofre modificagbes apds a traducao e que nao é do tipo pediocina (NISSEN-MEYER et
al., 2009), como a aureocina A53 (NETZ et al., 2002).

Embora Nissen-Meyer e colaboradores (2009) classifiquem a aureocina A70 como
pertencente a subclasse lld, uma quinta subclasse (lle) seria mais apropriada para esta
bacteriocina, uma vez que ela é composta por quatro peptideos diferentes (NETZ et al.,
2001).

3.3. Bacteriocinas de classe lll

A classe lll € composta por peptideos maiores do que 10 kDa, geralmente
termoldbeis. As bacteriocinas de classe Ill também estao divididas em duas subclasses:
subclasse llla e subclasse lllb. A subclasse llla compreende as bacteriolisinas, ou seja,
enzimas com atividade bacteriolitica, atuando diretamente sobre a parede celular de
bactérias Gram-positivas (FIGURA 2). A lisostafina é o protétipo deste grupo. Esta
bacteriolisina foi inicialmente descrita na década de 1960 e é uma enzima extracelular
secretada pela estirpe de Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus ATCGC1362. As
bacteriocinas nao liticas caracterizam a subclasse lllb. A acdo dessas bacteriocinas
promove a dissipacao da forca préton-motora, levando ao extravasamento de ATP e morte
celular, sem causar lise da célula-alvo (HENG et al., 2007).

4. Os Staphylococcus spp. e a producao de bacteriocinas
4.1. O Género Staphylococcus

O género Staphylococcus atualmente apresenta 41 espécies e 24 subespécies
descritas, pertencendo a familia Staphylococcaceae. Ele é composto por bactérias Gram-
-positivas em forma de cocos, anaerobias facultativas, catalase-positivas e a sua divisao
celular se da em varios planos, formando cachos irregulares - caracteristica que deu nome
ao grupo. O seu genoma contém entre 30 e 45% de bases G+C (EUZEBY, 2009).

Principais colonizadores da epiderme humana, os estafilococos sdo também
encontrados no trato respiratério superior, compondo a microbiota anfibiéntica humana
(BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Também € possivel se encontrar essas bactérias em
recifes de corais (LAMPERT et al.,, 2008), compondo a microbiota intestinal de lagartas
(VAN DER HOEVEN, BETRABET & FORST, 2008), além de rejeitos de minas de metais
pesados, como zinco € chumbo, em altas altitudes, habitats com altas concentracées salinas
ou, ainda, sob radiacao UV (DIB et al., 2008).
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As bactérias do género Staphylococcus estdao divididas em dois grupos:
Staphylococcus coagulase-positivos (SCP) e Staphylococcus coagulase-negativos (SCN).
Os SCP sao capazes de produzir a coagulase, uma enzima responsavel pela coagulagdo do
plasma sanguineo. A designacdo SCN refere-se a todas as espécies deste género que nao
produzem esta enzima (BANNERMAN & PEACOCK, 2007; EUZEBY, 2009).

A espécie Staphylococcus aureus, um SCP, pode ser considerada a principal
espécie de importdncia médica do género, estando associada a infecgdes, tanto
hospitalares como comunitarias, além de apresentar grande relevancia para a medicina
veterinaria. Tal valor clinico se deve a combinacdo dos diferentes fatores de viruléncia
produzidos por esta bactéria, a sua capacidade invasora e a emergéncia de estirpes
resistentes a diferentes antibiéticos. A maioria das estirpes desta espécie produz enzimas e
citotoxinas que incluem a coagulase, como ja mencionado, além de hemolisinas, nucleases,
proteases, hialuronidases e colagenases. Algumas estirpes também sido capazes de
produzir uma ou mais exoproteinas, como a toxina da sindrome do choque téxico 1 (TSST-
1), enterotoxinas estafilocécicas (SEA, SEB, SEC, subtipos C,, C,, Cs, SED, SEE, SEG,
SEH e SEl), toxinas esfoliativas (ETA e ETB), leucocidina, além de capsula e biofilme -
TABELA 2 (MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2005; BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

Embora os S. aureus sejam classificados como patdégenos extracelulares, eles
podem infectar fagécitos, células endoteliais e fibroblastos do organismo hospedeiro
(BAYLES et al., 1998). O processo de invasao se inicia pela adesao da bactéria a superficie
da célula hospedeira através de proteinas ligantes de fibronectina, induzindo a formagéo de
pseudodpodos e, consequentemente, a sua fagocitose. Uma vez internalizada, a bactéria
pode induzir a apoptose celular ou sobreviver no citoplasma hospedeiro, escapando do
vacuolo antes da formagao do fagolisossomo. A habilidade do S. aureus de sobreviver no
ambiente intracelular favorece as infecgdes estafilocdcicas cronicas, como a mastite bovina,
pois confere protecdo a bactéria contra o sistema de defesa hospedeiro, ou mesmo contra a
terapia com antibioticos (KRUT et al., 2003).

Além dos diversos fatores de viruléncia descritos em estirpes de S. aureus, um outro
atributo dessas bactérias tem complicado o tratamento das infecgdes estafilococicas: a sua
resisténcia a multiplos antibiéticos, principalmente aos B-lactamicos (DANCER, 2008).

A emergéncia e a disseminacdo de estirpes de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) tiveram inicio nos anos 60 e na década de 90 ja causavam sérias dificuldades no
tratamento de infeccbes estafilocdcicas, sendo hoje um problema significativo nos hospitais
(CHAMBERS, 1997; BANNERMAN & PEACOCK, 2007). A propagacao dos MRSA é
continua e a incidéncia de infecgbes por MRSA, adquiridas na comunidade (CA-MRSA), tem
aumentado nos ultimos anos (LECLERCQ, 2009).
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TABELA 2: Principais fatores de viruléncia de S. aureus.

Fator de Viruléncia

Efeito

Referéncia

Capsula

Coagulase

Colagenase
Enterotoxinas (SEA, SEB,
SEC, subtipos C4, C,, Cs,

SED, SEE, SEG, SEH e
SEI) - superantigeno

Hemolisinas
(o, B, ve 9)

Hialuronidase

Leucocidina

Lipases
Nucleases
Protease
Producéao de biofilme
Toxina da Sindrome do
Choque Toéxico-1 (TSST-

1) - superantigeno

Toxinas Esfoliativas (ETA
e ETB)

Resisténcia a fagocitose

Coagulagao do plasma
sanguineo, formacgao de
coagulo

Degradacao de colageno

Intoxicacao alimentar:
vomito, diarreia ou mesmo
choque

Hemodlise

Degradacgao do acido
hialurénico

Destruicao de leucdcitos,
proporcionando escape, das
células bacterianas, da
fagocitose

Degradacéo de lipideos

Degradacao dos acidos
nucleicos
Degradacao de proteinas

Adesao intercelular e sobre
superficies
Choque sistémico —
sindrome do choque téxico

Descamacéao da pele,
choque

O'RIORDAN & LEE, 2004

MADIGAN, MARTINKO & PARKER, 2005

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000
DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000
DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000
CUCARELLA et al,, 2001; GOTZ, 2002

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000

DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000
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O determinante genético da resisténcia a meticilina em estirpes MRSA é, geralmente,
0 gene mecA, que codifica uma proteina do tipo PBP (proteina ligante de penicilina), a PBP
2A - uma PBP alternativa. Esta proteina, assim como a PBP cléssica, tem atividade de
transpeptidase, atuando na biossintese da parede celular, mas possui baixa afinidade por
antibiéticos B-lactamicos. Esses antibidticos agem na célula bacteriana inibindo a
biossintese da parede, provocando a morte da bactéria. A presenca da PBP 2A promove a
sintese da parede celular bacteriana ainda que o antibiético esteja sendo administrado
(CHAMBERS, 1997).

O gene mecA, que codifica a PBP 2A, é carreado por um elemento genético movel, o
fragmento mec do cassete cromossémico estafilocdcico (SCC mec), caracterizado pela
presenga de terminais com repeticdes invertidas, um sitio especifico contendo genes que
codificam uma recombinase (ccrA e ccrB), o gene mecA e outros genes de resisténcia a
diferentes antibiéticos - o que dificulta ainda mais a escolha da abordagem terapéutica
contra essas infecgdes (CHAMBERS, 1997).

Uma segunda PBP alternativa, a PBP 4, tem se mostrado importante para a
resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos em CA-MRSA, que ndo apresentam o0 gene mecA.
Assim como a PBP 2A, a PBP 4 é uma proteina de baixo peso molecular, com atividade de
transpeptidase e uma baixa afinidade pela maior parte dos antibiéticos B-lactamicos
(MEMMI et al., 2008).

O glicopeptideo vancomicina foi introduzido na clinica médica em 1958 para o
tratamento de infecgdes causadas por bactérias Gram-positivas. O aumento do uso deste
agente antimicrobiano, nas ultimas duas décadas, se deve, principalmente, a prevaléncia de
estirpes de SCN e de MRSA nos casos de infecgdes nosocomiais. Embora estas bactérias
apresentem resisténcia a diferentes antibidticos, elas permaneceram sensiveis aos
glicopeptideos. As primeiras estirpes de Staphylococcus spp. resistentes a vancomicina
apareceram na clinica médica no inicio da década de 80, em SCN, e, em 1997, surgiram 0s
primeiros relatos de resisténcia em S. aureus, provocando grande alarme na comunidade
médica quanto as alternativas terapéuticas a serem empregadas nas infecgées causadas
por Staphylococcus spp. (SRINIVASAN, DICK & PERL, 2002).

Os SCN sao colonizadores da epiderme humana e, até a década de 1970, essas
bactérias foram consideradas nao-patogénicas. Porém, esses microrganismos tém sido
associados a diversos quadros de infecgées humanas e animais. Nas ultimas décadas, mais
de 30 espécies de SCN foram descritas, sendo as espécies Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus warneri e
Staphylococcus hominis as de principal importancia médica. As demais espécies estao
associadas principalmente a animais (VON EIFF, PETERS & HEILMANN, 2002).

Geralmente, as infecgcdes humanas por SCN estdo relacionadas ao uso de

dispositivos médicos ou implantes e sdo capazes de provocar bacteriemia ou mesmo
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septicemia. As infeccbes ocorrem devido aos diversos fatores de viruléncia que essas
bactérias apresentam, como a produgado de elastase (uma protease capaz de degradar IgM,
IgA, albumina, fibrinogénio e fibronectina), de lipases e, principalmente, devido a sua
habilidade de formar biofiimes (BANNERMAN & PEACOCK, 2007).

A formacao de biofilmes por Staphylococcus spp. protege esses microrganismos
tanto da acdo do sistema imune do hospedeiro, como da agdo de antibioticos, tendo
implicagdo nas infecgdes nosocomiais envolvendo dispositivos médicos (GOTZ, 2002;
OTTO, 2008).

A formacéo do biofilme, por bactérias do género Staphylococcus, se da em duas
fases. A primeira envolve a ligacdo da bactéria a superficie de polimeros, a matriz
extracelular ou mesmo a superficie celular do hospedeiro, pela sua interacao eletrostatica
com a superficie da célula bacteriana. Somente na segunda fase, a bactéria se prolifera em
multiplas camadas, envolvida por uma matriz extracelular (VON EIFF, PETERS &
HEILMANN, 2002).

Dentre os estafilococos, 0 componente da matriz extracelular que origina o biofilme é
um polissacarideo cuja biossintese esta relacionada ao operon icaABDC, que é regulado
pelo gene icaR, um possivel repressor. Em SCN, em especial S. epidermidis, este
polissacarideo € uma molécula linear formada por 3-1,6 N-acetilglicosamina (poli 3-1,6 N-
acetilglicosamina, PIA - “polysaccharide intercellular adesin”, polissacarideo de adesao
intercelular). Cerca de 20% desses residuos encontram-se deacetilados e positivamente
carregados (GOTZ, 2002). Na estirpe S. aureus MN8N, foi descrita uma substancia similar
ao PIA, o PNSG, poli-N-succinil B-1,6-glicosamina. A implicacdo do operon ica na
patogénese de Staphylococcus spp. tem sido demonstrada em diferentes modelos animais e
a imunizacdo com PIA-PNSG tem se mostrado eficiente contra infeccées por S. aureus
(MCKENNEY et al., 1999).

Diferentes experimentos de clonagem e analise da biossintese de PIA in vitro -
analisando-se a fracdo das membranas bacterianas e do extrato extracelular -
demonstraram que as proteinas IcaA, C e D ficam localizadas na membrana, enquanto IcaB
€ encontrada no sobrenadante das culturas. A similaridade da sequéncia de IcaB com
deacetilases sugere que esta proteina € a responsavel pela deacetilagdo do polimero, apés
a sua passagem pela membrana plasmatica. IcaA e IcaC tém atividade de transferase e
IcaD atua como uma chaperona, direcionando o dobramento correto da molécula e a sua
insercdo na membrana plasmatica. O modelo da biossintese de PIA, no género
Staphylococcus, esta esquematizado na FIGURA 4 (GOTZ, 2002).
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FIGURA 4. Modelo da biossintese de PIA. IcaA e IcaD estédo envolvidas na sintese de um
polimero derivado da UDP-N-acetilglicosamina, que pode possuir de 10 a 20 residuos de B-
1,6 N-acetilglicosamina, e na sua insercdo na membrana plasmatica. IcaC provavelmente
esta envolvida no alongamento deste polimero, que pode chegar a apresentar até 130
residuos. IcaB possivelmente esta relacionada com a deacetilacdo do polimero (adaptado
de GOTZ, 2002).
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Ensaios com mutantes de S. aureus cuja estrutura do acido teicoico foi alterada, mas
a producdo de PIA permaneceu inalterada, demonstraram a importancia do balanco de
cargas da superficie de bactérias Gram-positivas para a adesdo. O aumento da carga
negativa da superficie celular, causada pela modificagdo do acido teicoico, impede a ligacao
das células bacterianas ao poliestireno e a superficie de vidros - primeira etapa para a
formagao do biofilme in vitro (GOTZ, 2002).

A producgéo de biofilme pode ser influenciada por diferentes fatores. Ensaios in vitro
tém demonstrado que meios ricos em glicose, condicoes limitantes de O,, altas
temperaturas e osmolaridade e a administracdo de eritromicina, em concentragcbes
subinibitérias, induzem a expressdo do operon ica, sugerindo o envolvimento de outros
genes reguladores na sua expressao. Em S. aureus, este evento parece estar estreitamente
relacionado com a baixa tensdo de O,. Estirpes que apresentam fenétipo negativo para a
producao de biofilme sob condicdes 6timas de oxigénio tiveram a producédo de biofiime
aumentada em condicdes anéxicas (CRAMTON et al., 2001; GOTZ, 2002).

Outros mecanismos, independentes do operon ica, tém sido relacionados com a
producao de biofilme em S. aureus. A proteina Bap (“biofilm associated protein”, proteina
associada a biofilme), de 254 kDa, esta relacionada com a formacao de biofilme em estirpes
de S. aureus e de SCN isoladas de quadros crdnicos de mastite ou de infec¢gdes humanas
(CUCARELLA et al., 2001; POTTER et al, 2009). Esta proteina, provavelmente, é
responsavel pela adesédo célula-célula que permitiria a formagdo de mudltiplas camadas,
independente da presenca do polissacarideo PNSG. Embora a expressao do gene bap nao
seja afetada pela presenca de Ca**, a atividade da proteina Bap é negativamente regulada
na presenca deste ion, em concentracées superiores a 6 mM, inibindo a formacao de
biofilme (CUCARELLA et al., 2001; ARRIZUBIETA et al., 2004).

Algumas outras moléculas ja foram relacionadas com a produgao de biofilme em
estafilococos: a proteina associada a acumulagao [‘accumulation-associated protein”- Aap,
(HUSSAIN et al., 1997; VANDECASTEELE et al., 2003)]; a proteina G de superficie de S.
aureus [“S. aureus surface protein G” - SasG (CORRIGAN et al, 2007)]; o fator de
agregacdo A [“clumping factor A” - CIfA (GOTZ, 2002)]; a proteina de ligagéo ao fibrinogénio
(“fibrinogen binding protein of S. epidermidis” - Fbe), que é similar ao CIfA (GUO, et al.,
2007), e a autolisina E, AtIE (HEILMANN et al., 1997).

4.2. Elementos Genéticos Moveis de Staphylococcus spp.

O elemento genético moével de maior importdncia médica, no género
Staphylococcus, € o SCC mec, que carreia o gene mecA (CHAMBERS, 1997), como ja
mencionado anteriormente. Entretanto, variados tipos de elementos de transposicao ja

foram encontrados nos estafilococos, dentre transpdsons conjugativos, transpésons
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complexos ou compostos e sequéncias de insercdo. Alguns integrons, plataformas
genéticas méveis capazes de incorporar sequéncias abertas de leitura (“open reading
frame”, ORF), codificadoras de genes de resisténcia a diferentes antibibticos (cassetes de
genes), também ja foram identificados (MAZEL, 2006).

Recentemente, um integron da classe 1 foi encontrado em duas estirpes MRSA,
isoladas de infecgdes nosocomiais na China (XU et al., 2008). O mesmo grupo ja havia
detectado a presenca de integrons da classe 1 em 16 estirpes de S. aureus, também
isoladas de infec¢gdes nosocomiais (XU et al., 2007).

Os elementos de transposicao sao segmentos de DNA de fita dupla, que podem se
inserir repetidas vezes em um ou mais sitios do genoma de um organismo. Eles apresentam
terminais com repeticées invertidas (8 a 48 pb), os quais sao sitios essenciais a
transposicéo, e, geralmente, codificam pelo menos uma funcdo, a transposase, uma
endonuclease capaz de se ligar as repeticbes invertidas presentes nas extremidades do
elemento e realizar a transposicao. Geralmente, a transposicao desses elementos causa a
duplicagao do seu sitio-alvo, cujo tamanho varia de 2 a 14 pb (ROBERTS et al., 2008).

A IS256 é um elemento comumente encontrado nos genomas de estafilococos e
enterococos e esta frequentemente presente em multiplas copias, inclusive flanqueando o
Tn4001. Este elemento é significativamente mais frequente em cepas de S. epidermidis de
origem clinica (GU et al., 2005).

O Tn6009, um transpdson conjugativo carreando o operon mer, que confere
resisténcia ao mercurio, foi encontrado em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
incluindo S. aureus, isoladas de hospitais da Nigéria e de Portugal (SOGE et al., 2008).

A formacéo de biofilme é um evento altamente regulado por um processo envolvendo
diferentes fatores. Entre os S. aureus, a formagdo de biofilme esta sujeita a variacdo de
fase e colbnias biofilme-negativas surgem esporadicamente, em populagcdes bacterianas
produtoras de biofilme. Este evento esta relacionado com a insercao da 1S256 no operon
icaADBC, impossibilitando a sua expressdo. A insergdo da 1S256 é um evento reversivel,
regulado negativamente pelo fator 8% (VALLE et al., 2007).

O elemento 1S257, também conhecido como 1S437, pertence a familia do elemento
IS6, inicialmente descrito em E. coli. Sequéncias de insercdo do tipo 1S257 tém sido
frequentemente identificadas em diferentes espécies bacterianas, inclusive em bactérias do
género Staphylococcus, o que sugere que elas tém um largo espectro de transferéncia
horizontal. Esta sequéncia de insercdo tem sido encontrada em bactérias isoladas de
diferentes nichos ecoldgicos, como estirpes clinicas humanas e estirpes envolvidas em
casos de mastite bovina (PETRELLI et al., 2006; TUCHSCHERR et al., 2007).
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4.4, Estafilococcinas

As bacteriocinas produzidas por Staphylococcus spp. ja sdo conhecidas desde o
século XIX, quando Babes descreveu pela primeira vez a acao antagonistica entre bactérias
Gram-positivas, apds observar a inibigdo do crescimento de estafilococos, em meio solido,
por outra estirpe do mesmo género (BABES, 1885, apud JACK, TAGG & RAY, 1995).
Somente em 1946, surgiu o termo estafilococcina, quando Fredericq verificou que as
substancias produzidas por Staphylococcus spp. também inibiam o crescimento de outras
bactérias Gram-positivas, mas n&o inibiam o crescimento de bactérias Gram-negativas
(FREDERICQ, 1946, apud JACK, TAGG & RAY, 1995).

4.4.1. Estafilococcinas Produzidas por SCN

A espécie S. epidermidis é a mais estudada quanto a producdo de bacteriocinas,
dentre as quais as principais sdo: a Pep5, a epicidina 280, a estafilococcina 1580 ou
epidermina, a galidermina e a epilancina K7. Outras bacteriocinas produzidas por outros
SCN ja foram descritas: a nukacina ISK-1 e a warnericina RB4, produzidas por
Staphylococcus warneri, e a nukacina KQU-131, produzida por Staphylococcus hominis.

Pep5

A Pep5 é um lantibiotico, inicialmente purificado a partir da estirpe S. epidermidis 5
(SAHL & BRANDIS, 1981). A producao deste peptideo é codificada pelos genes pep TIAPBC
localizados no plasmideo pED503, de 20 kb (ERSFELD-DRESSEN, SAHL & BRANDIS,
1984; KALETTA et al., 1989; MEYER et al., 1995).

O gene estrutural, pepA, codifica um pré-lantibiético; os genes pepB e pepC
codificam as enzimas necessarias para as modificacdes pos-traducao; o gene pepP codifica
a proteina responsavel pelo processamento proteolitico; o gene pepT é responsavel por
codificar a proteina envolvida no transporte e o gene pepl codifica a proteina de imunidade -
FIGURA 5 (ERSFELD-DRESSEN, SAHL & BRANDIS, 1984; SAHL, HAHN & BRANDIS,
1985; KORDEL, BENZ & SAHL, 1988; KALETTA et al., 1989; REIS et al., 1994; BIERBAUM
et al,, 1996; PAG et al., 1999).

O peptideo maduro possui 3.488 Da e contém trés anéis (uma MelLan e duas Lan),
um residuo de oxibutiril no seu terminal amino e dois residuos de Dhb na regido central do
lantibiético (FIGURA 6).

A estirpe S. epidermidis 5 protege-se da agdo da Pep5 exclusivamente através de
Pepl, um peptideo de 69 acidos aminados, codificado pelo gene pepl, localizado a montante
do gene estrutural pepA - FIGURA 5 (REIS et al., 1994; HOFFMAN et al., 2004).
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FIGURA 5: Representagdo esquemadtica dos genes envolvidos na biossintese de
lantibi6ticos produzidos por Staphylococcus spp.: Pep5, epicidina 280, epilancina K7,
epidermina, nukacina ISK-1 e estafilococcina C55. Os genes estruturais sao representados
pelas setas pretas. Os nimeros indicam o nimero de &cidos aminados de cada peptideo
correspondente. Os promotores estdo indicados por setas finas e os terminadores de
transcricdo por grampos. O sequenciamento dos genes elkT e elkP nao foi completado. Os
genes que apresentam a mesma fungdo estdo representados com a mesma textura. Os
genes nao estao representados em escala (adaptado de BASTOS et al., 2009).
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FIGURA 6: Representacdo esquematica da estrutura dos lantibiéticos produzidos por SCN:
Pep5, epicidina 280, epilancina K7, epidermina e nukacina ISK-1. Abu, &cido N-
-aminobutirico; Dha, 2-3-dideidroalanina; Ala-S-Ala, (2S, 6R)-lantionina; Abu-S-Ala, (2S5, 3S,
6 R)-3-metil-lantionina; Dhb, (2)-2,3-dideidrobutirina; Hyp, 2-hidroxipropionil; O, oxobultiril
(adaptado de BASTOS et al., 2009).
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Epicidina 280

A epicidina 280, produzida por S. epidermidis BN 280, é considerada uma variante
natural da Pep5 com uma massa molecular de 3,13 kDa. Os determinantes genéticos
envolvidos na sua producdo e na sua imunidade, ecilAPBC (FIGURA 5), sdo encontrados
no plasmideo pCHO1, > 40 kb (HEIDRICH et al., 1998), na mesma ordem em que 0s genes
peplAPBC, que codificam a Pep5, estdo organizados no plasmideo pED503 (MEYER et al.,
1995). Os genes ecilAPBC codificam proteinas similares a Pepl, PepA, PepP, PepB e PepC.

Cerca de 59% dos acidos aminados do pré-peptideo da epicidina 280 sdo idénticos
aos acidos aminados do pré-peptideo da Pep5 e os peptideos maduros apresentam 75% de
similaridade. Ambos os peptideos apresentam uma sequéncia-lider de 26 acidos aminados,
ao passo que o peptideo maduro da epicidina 280 é quatro acidos aminados mais curto do
que o da Pepb5. Esta diferenca reduz consideravelmente a flexibilidade da parte central da
epicidina 280, quando comparada com a da Pep5 - FIGURA 6. Além disso, uma Pro esta
localizada nesta parte da epicidina 280. Estas diferengas podem ser responsaveis pelo
aumento da rigidez na estrutura final da epicidina 280 e por sua reduzida atividade
antimicrobiana, em comparagao com a Pep5 (HEIDRICH et al., 1998; NASCIMENTO et al.,
2006; COELHO et al., 2007).

Pepl e Ecil apresentam 74,2% de similaridade, sendo que as suas regides
amino-terminais apresentam 80% de similaridade. Além disso, as estirpes S. epidermidis BN
280 e S. epidermidis 5 apresentam imunidade cruzada. Estes dados sugerem que as
proteinas de imunidade Ecil e Pepl sdo capazes de proteger as estirpes que as possuem
contra ambos os lantibiéticos: epicidina 280 e Pep5. Provavelmente, a protecdo mediada por
Ecil deve basear-se no mesmo mecanismo molecular de protecdo mediada por Pepl
(HEIDRICH et al., 1998; HOFFMAN et al., 2004).

Entre os genes envolvidos na biossintese da epicidina 280, ndo foi encontrado um
gene lanT, que codificaria um transportador ABC, normalmente envolvido na exportagcao dos
lantibiéticos. Embora seja possivel que um transportador envolvido da exportagdo da
epicidina 280 se encontre distante dos demais genes envolvidos na biossintese deste
lantibiético, também é possivel que esta bacteriocina nao apresente um transportador
especifico (PESCHEL et al., 1997; HEIDRICH et al., 1998).

Um outro gene, eciO, esté localizado a montante da ecil, no local correspondente a
pepT (entre os genes que codificam a Pep5), mas com orientagcdo oposta - FIGURA 5. Ele
codifica uma enzima semelhante as proteinas pertencentes a familia das oxidorredutases,
responsavel por modificagées no terminal amino da bacteriocina (HEIDRICH et al., 1998).

A clonagem dos genes ecilAPBC na estirpe Staphylococcus carnosus TM 300
revelou que eles sédo suficientes para dirigir a producao epicidina 280 neste hospedeiro.
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Embora ndo seja essencial para a sintese do pré-peptideo da epicidina 280, eciO é
essencial para a formacao do lantibiético ativo (HEIDRICH et al., 1998).

Epilancina K7

Embora a epilancina K7 tenha sido inicialmente identificada na década de 1970,
somente 20 anos depois a sua estrutura foi elucidada por ressonancia magnética nuclear.
Ela é um lantibiotico do tipo A, sintetizado pela estirpe S. epidermidis K7, apresentando uma
sequéncia de 31 &cidos aminados, massa molecular de 3.032 Da e seis residuos de Lys no
terminal carboxi. Assim como a epicidina 280, o seu terminal amino esta bloqueado por um
residuo de 2-hidroxipropionil (FIGURA 6). Os genes elKA, elkP e elkT, responsaveis pela
sua biossintese, estdo localizados no cromossomo. O gene elkA codifica um pré-peptideo
de 55 &cidos aminados. A jusante do gene elkA, encontra-se o gene elkP, que
provavelmente codifica a enzima responsavel pela clivagem da sequéncia-lider. A montante
de elkA, encontra-se o gene elkT, que provavelmente codifica uma proteina de transporte,
envolvida no processamento e na exportagao da epilancina K7 (VAN DE KAMP et al., 1995
aeb).

A organizagao dos genes elkA, elkP e elkT se assemelha a organizagao dos genes
pep, envolvidos na biossintese de Pep5. Entre os genes pepA e pepT, esta localizado o
gene pepl. Entretanto, nenhuma ORF correspondente ao gene de imunidade foi encontrada
entre os gene elkA e elkT - FIGURA 5 (VAN DE KAMP et al., 1995b).

A epilancina 15X é produzida por S. epidermidis 15X154, uma estirpe isolada de
ferida. Esta bacteriocina possui 31 acidos aminados € a sua massa foi estimada em 3,17
kDa. A analise molecular e estrutural da epilancina 15X revelou que tanto a estrutura
primaria, como a tercidria desta proteina, bem como a distribuicdo de cargas positivas ao
longo da molécula sao similares as da epilancina K7 (EKKELENKAMP et al., 2005).

Epidermina e suas Variantes

A epidermina e suas variantes sdo os lantibiéticos mais frequentemente produzidos
pelos SNC, tendo sido isolados a partir de muitas linhagens de S. epidermidis e também de
outras espécies estafilococicas (BIERBAUM et al.,, 1996). A epidermina foi primeiramente
purificada a partir da cultura da estirpe S. epidermidis Tl 3298 (ALLGAIER et al., 1986). Os
genes envolvidos na sua producdo estdo localizados no plasmideo pTi32, de 54 kb
(AUGUSTIN et al., 1992).

Esta bacteriocina apresenta uma massa molecular de 2.164,6 Da e é composta por
22 4cidos aminados. Este lantibiético contém uma Dhb, uma Melan e duas Lan (SCHNELL
et al., 1988). O quarto anel da epidermina é formado pela presengca de um residuo de
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aminovinil-S-D-cisteina (AviCys) no seu terminal carboxi, resultado da oxidacdo e da
descarboxilacdo do ultimo residuo de Cys - FIGURA 6 (ALLGAIER et al., 1986).

Onze genes, organizados em cinco unidades transcricionais, estdo envolvidos na
producdo da epidermina. epiA, gene estrutural, e epiBCD, envolvidos na maturagcdo do
peptideo, sdo transcritos simultaneamente. EpiB e EpiC catalisam a desidratagcdo de
residuos de Ser e de Thr e a formacao de ligagoes tioéteres, respectivamente. EpiD é uma
enzima contendo flavina-mononucleotideo (FMN), responsavel por catalisar a reacdo de
oxidacdo e descarboxilacdo do terminal carboxi. Os genes epiP e epiQ compreendem a
segunda unidade, sao transcritos na direcdo oposta a daqueles quatro genes e se
encontram a jusante de epiD. A enzima EpiP apresenta homologia com serina-proteases e
parece estar envolvida no processamento da sequéncia-lider da epidermina. EpiQ é um
ativador da transcricao das unidades epiABCD, epiFEG, epiT e epiH. A montante de epiA, a
terceira unidade transcricional engloba apenas um gene, epiT, que apresenta identidade
com sequéncias de transportadores do tipo ABC, embora esta funcao seja defectiva, devido
a uma delecdo que causa uma alteragdo no quadro de leitura das bases subsequentes. A
jusante de epiT, encontram-se as duas unidades de transcricdo restantes: epiFEG e epiH
(FIGURA 5). EpiH e EpiFEG (um transportador do tipo ABC) conferem imunidade a estirpe
produtora (AUGUSTIN et al., 1992; KUPKE & GOTZ, 1996; PESCHEL & GOTZ, 1996;
HILLE et al., 2001).

A galidermina, uma bacteriocina que foi inicialmente isolada da estirpe de
Staphylococcus gallinarum DSM 4616, é uma variante natural da epidermina e apresenta
94% de identidade com este lantibidtico. A organizacdo genética da galidermina é
semelhante a organizacdo da epidermina (BIERBAUM et al., 1996).

A estafilococcina 1580, produzida pela estirpe S. epidermidis 1580, foi inicialmente
descrita por Jetten, Vogels & Windt (1972). A analise da sua sequéncia de acidos aminados,
da sua massa molecular e o sequenciamento do seu terminal amino demonstraram que a
estafilococcina 1580, purificada por cromatografia de troca de cations e por cromatografia
liquida de alta performance (“high performance liquid chromatography”, HPLC) em fase
reversa, € idéntica a epidermina (SAHL, 1994).

A estafilococcina T, produzida por Staphylococcus cohnii T, uma estirpe isolada de
garganta humana , também ¢é idéntica ao lantibiético galidermina (FURMANEK et al., 1999).

Nukacina ISK-1 e suas variantes
A nukacina ISK-1 é produzida pela estirpe S. warneri ISK-1, isolada de um

“nukadoko” (farelo de arroz fermentado). Trata-se de um lantibiético com um pré-peptideo
de 57 acidos aminados, dentre os quais apenas 27 estao presentes no peptideo maduro, de
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2.960 Da (FIGURA 6), e que apresenta alta similaridade com a lacticina 481 (SASHIHARA
et al., 2000).

Este lantibiotico manteve-se estavel na faixa de pH entre 3,0 e 8,0 e reteve mais de
60% de sua atividade antimicrobiana apés aquecimento a 121°C, por 20 min (ISHAZAKI et
al., 2001).

A cura do plasmideo pPI-1 resultou na perda de atividade antimicrobiana do
sobrenadante da cultura e na perda de imunidade contra a nukacina ISK-1, pela estirpe,
sugerindo que os determinantes genéticos responsaveis pela biossintese desta bacteriocina
e de sua proteina de imunidade cognata estdo codificados nesta molécula (ASO et al.,
2005a).

Os dois plasmideos pPI-1 (30,2 kb) e pPI-2 (2,8 kb), presentes na estirpe S. warneri
ISK-1, foram sequenciados. A caracterizagao do plasmideo pPI-1, que contém os genes
envolvidos na biossintese da nukacina ISK-1 e na imunidade da estirpe produtora, revelou a
presenca de pelo menos oito genes envolvidos na biossintese desta bacteriocina: nukA
(gene estrutural), nukM, nukT, nukF, nukE, nukG, nukH e orf1 (posteriormente, designado
nukH). Andlises de transcricdo revelaram que os genes nukM, nukT, nukF, nukE, nukG e
nukH sao transcritos sob a forma de um operon, enquanto nukA e orf1 séo transcritos
independentemente, a partir de diferentes promotores - FIGURA 5 (SASHIHARA et al.,
2000; ASO et al., 2004a). Estas ORFs, exceto nukH e orf1, sdo encontradas entre os
determinantes genéticos dos lantibiéticos (BASTOS et al., 2009).

NukM codifica uma enzima envolvida na modificagdo po6s-traducdo, comumente
encontrada nos lantibiéticos do tipo lacticina 481. A clivagem do peptideo-lider, bem como a
exportacdo do peptideo maduro séo realizadas por um transportador do tipo ABC, NukT.
Analises da localizacao celular de NukM e NukT, por “western-blot”, indicaram que ambas
as proteinas estao localizadas na membrana plasmatica. Duas ou mais moléculas de NukM
e NukT formam um complexo na membrana plasmatica e a maturagdo da nukacina ISK-1
ocorre pela associagdo da bacteriocina a este complexo. NukM interage especificamente
com a nukacina ISK-1 e o reconhecimento da bacteriocina por ela é independente da
formagao do complexo com NukT (NAGAO et al., 2005).

A nukacina ISK-1 apresenta um sistema de imunidade similar ao de lacticina 481. A
coexpressao de nukFEG e de nukH em uma estirpe de Lactococcus lactis recombinante
resultou em um alto grau de imunidade contra a nukacina ISK-1. A expressao de nukFEG ou
nukH isoladamente conferiu apenas imunidade parcial contra a bacteriocina cognata,
sugerindo que a imunidade contra a nukacina ISK-1 é resultado da cooperagdo de um
transportador do tipo ABC (NUukFEG) e de uma proteina acessoéria, ligadora de lantibiético
(NukH). Andlises de “western-blot” revelaram que NukH, expressa em Staphylococcus
carnosus, se localiza na membrana plasmatica. Experimentos de ligacdo e de liberagdo da

bacteriocina revelaram que NukH é capaz de se ligar tanto a nukacina ISK-1 como a
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lacticina 481, mas nao é capaz de se ligar a nisina. Delecoes nas porgdes terminais de
NukH ndo afetaram o seu funcionamento, demonstrando que estas regides nao séo
essenciais a imunidade. Entretanto, substituicoes de &acidos aminados em regides
correspondentes a alcas do peptideo resultaram na perda de sua funcdo. Uma delecdo na
terceira hélice transmembrana também resultou na perda de imunidade, embora nao tenha
afetado a atividade de ligacdo de NukH a bacteriocina (ASO et al., 2005b; OKUDA et al.,
2005).

Experimentos com a nukacina ISK-1 marcada com fluoresceina-4-isotiocianato
(FITC-nuk) puderam elucidar o mecanismo cooperativo entre NUKEFG e NukH. Apoés se
ligar a NukH, a nukacina ISK-1 é transportada para o espaco extracelular por NUKFEG, em
um evento dependente de energia (OKUDA et al., 2008 a e b).

Uma vez que o "nukadoko" contém uma grande quantidade de sais, S. warneri ISK-1
€ apto a crescer nesta condigdo. A analise do efeito da concentracdo de NaCl, KCI e sorbitol
sobre a expressao da nukacina ISK-1, por experimentos de “northern-blot”, revelou que a
producdo deste lantibidtico é estimulada pela presenca destes trés componentes,
(principalmente por 1,4 M de NaCl e de KCI) no meio de cultura, mostrando que a produgéo
da nukacina ISK-1 é aumentada em condigbes de estresse osmotico (SASHIHARA et al.,
2001). Além disso, a adi¢cdo de nukacina ISK-1, parcialmente purificada, ao meio de cultura
nao afetou os niveis de transcricdo de nukA, sugerindo que a biossintese deste lantibibtico
nao é autorregulada (ASO et al., 2004b).

O produto de orfl apresenta homologia com LanR (proteinas reguladoras de
resposta). Orf1 apresenta um dominio N-terminal comumente encontrado nos reguladores
de resposta, mas nido apresenta um dominio C-terminal caracteristico dessas proteinas
(geralmente envolvido com a ativagcdo da transcricdo). Adicionalmente, nenhuma ORF
correspondente a LanK foi encontrada no plasmideo pPI-I. Portanto, a funcao de orf7 ainda
nao foi elucidada (SASHIHARA et al., 2000; ASO et al., 2004b).

Duas variantes da nukacina ISK-1 ja foram descritas na literatura: warnericina RB4 e
nukacina KQU-131.

A warnericina RB4, produzida pela estirpe S. warneri RB4, também apresenta 27
acidos aminados no peptideo maduro, cuja massa molecular foi estimada em 2.958,2 Da.
Assim como a nukacina ISK-1, a warnericina RB4 apresenta atividade antimicrobiana em
diferentes valores de pH (entre 2,0 e 6,0) e é altamente resistente a temperatura, mantendo
50% da sua atividade mesmo apds autoclavagéo. Esta bacteriocina tem acao antagonistica
sobre Alicyclobacillus acidoterrestris, um microrganismo capaz de germinar 0S Seus esporos
e crescer em pH &cido (inferior a 4,5), como o pH encontrado nos sucos de frutas. Devido a
esta habilidade, o A. acidoterrestris é considerado um importante microrganismo
deteriorante destas bebidas. A combinagédo destas duas caracteristicas, atividade em pH
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entre 2,0 e 6,0 e contra A. acidoterrestris, faz da warnericina RB4 uma boa candidata para o
controle deste microrganismo na industria de bebidas (MINAMIKAWA et al., 2005).

A estirpe Staphylococcus hominis KQU-131, isolada de peixe marinho fermentado,
também produz uma variante da nukacina ISK-1, a nukacina KQU-131. Esta bacteriocina
apresenta apenas trés residuos de &cidos aminados diferentes da nukacina ISK-1: um esté
localizado na sequéncia-lider e os outros dois estdo presentes no peptideo maduro,
incluindo a substituicdo de uma Lan por uma MeLan (WILAIPUN et al., 2008).

A atividade da nukacina KQU-131 foi completamente inativada pela agcdo de
proteinase K e tripsina. Apo6s tratamento a 100°C, por 15 min, e 121°C, também por 15 min,
esta bacteriocina manteve 50% e 25% de atividade, respectivamente. Estes dados sugerem
que a substituicao dos acidos aminados Ser e Val, por Thr e Met, respectivamente, afetou a
estrutura da bacteriocina, tornando-a mais sensivel a acdo da temperatura (MINAMIKAWA
et al., 2005).

Lisostafina

A lisostafina € uma enzima litica de 25 kDa, capaz de hidrolisar o peptideoglicana
das bactérias Gram-positivas, um componente importante da parede celular bacteriana. Ela
possui um p/ de 9,5 e um pH 6timo de 7,5 para a sua atividade. Ela é sintetizada na forma
de uma pré-proenzima de 493 acidos aminados e a sua secrecdo € iniciada pela clivagem
do peptideo-lider, de 36 acidos aminados, presente no seu terminal amino. A proenzima
liberada no meio de cultura apresenta 15 repeticbes em tandem, de 13 acidos aminados, no
terminal amino. Esta prolisostafina apresenta atividade antimicrobiana, mas &
significativamente menos ativa do que a lisostafina madura. As repeticées presentes no seu
terminal amino sdo removidas durante o crescimento bacteriano, por cisteina-proteases
secretadas pela estirpe produtora - FIGURA 7 (BASTOS et al., 2009).

A lisostafina possui dois dominios distintos: (i) um dominio N-terminal, responsavel
pela sua atividade catalitica, e um dominio C-terminal, envolvido na sua ligagao ao
substrato, o peptideoglicana - FIGURA 7 (SIMMONDS, SIMPSON & TAGG, 1997).

Ao contrario das demais bacteriocinas, as bactérias produtoras de bacteriolisinas
nem sempre possuem um sistema especifico de imunidade. A sua protecdo contra a
bacteriolisina produzida pode estar relacionada a modificagdes da sua parede celular, que
conferem resisténcia ao antimicrobiano cognato (BASTOS et al., 2009).
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FIGURA 7: Estrutura da lisostafina. I. Dominios da pré-prolisostafina (de 493 acidos
aminados). Il, A lisostafina é sintetizada como uma pré-proenzima e, apés a remogao do
peptideo-sinal, a prolisostafina é secretada para o meio extracelular. A clivagem de 211
acidos aminados (contendo 15 repeticdes em tandem, compostas por 13 acidos aminados
cada), origina a lisostafina biologicamente ativa (adaptado de BASTOS et al., 2009). aa,
acidos aminados; PS, peptideo-sinal. As diferentes texturas representam diferentes

dominios da proteina.
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4.4.2. Estafilococcinas Produzidas por S. aureus

Embora os trabalhos sobre as bacteriocinas produzidas por S. aureus nao sejam
muito numerosos, algumas delas tém sido identificadas: estafilococcinas 414, IYS2, 462 e
Au-26, Bac1829, BacR1 (ou estafilococcina C55) e aureocinas A53 e A70. Dentre estas
bacteriocinas, apenas a estafilococcina C55 e as aureocinas A53 e A70 foram

caracterizadas.

Estafilococcina C55/BacR1

A estirpe S. aureus C55, isolada de pele, produz uma substancia antimicrobiana
(SAM) que foi inicialmente purificada através de precipitacdo com sulfato de aménio e
filtracdo em gel, empregando-se a coluna Sephadex G-100. Esta SAM mostrou-se resistente
a acao da temperatura, mantendo sua atividade apés 15 min de fervura, e também
apresentou atividade entre o pH 4,0 e 8,5. Porém, mostrou-se sensivel a agdo de enzimas
proteoliticas (DAJANI & WANNAMAKER, 1969).

Mais tarde, a natureza da SAM produzida pela estirpe C55 foi reavaliada por
Navaratna, Sahl e Tagg (1998), que demonstraram que se tratava de uma bacteriocina,
nomeada estafilococcina C55. Esta foi a primeira bacteriocina produzida por S. aureus que
teve a sua estrutura primaria completamente elucidada. Ela também foi a primeira
estafilococcina de dois componentes descrita. Estes dois peptideos, o e B, foram separados
através de FPLC (“fast protein liquid chromatography”). As duas fragdes contendo os
peptideos o e B apresentaram atividade inibitéria contra Micrococcus luteus. Entretanto,
quando estes peptideos foram combinados, em concentracdes equimolares, apresentaram
acao sinérgica. A massa molecular destes peptideos foi determinada: 3.339 Da (o) e 2.993
Da (B). O sequenciamento dos acidos aminados do terminal amino de ambos os peptideos
revelou a presenca de Lan e Melan, sugerindo que se tratava de um lantibiético de dois
componentes (NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998).

Os determinantes genéticos da estafilococcina C55 estdo presentes em um
plasmideo de aproximadamente 32 kb (NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998). Um fragmento
de 6.276 pb deste plasmideo foi clonado, sequenciado € a analise da sequéncia obtida
revelou a presenga de quatro ORFs: sacea, sacp, sacM1 e sacT - FIGURA 5. A sequéncia
dos peptideos C550. e C55p foi consistente com a sequéncia dos peptideos codificados
pelos genes saca e sacf. Embora a estafilococcina C55 tenha se mostrado distinta dos
lantibiéticos produzidos por SCN, esta bacteriocina apresentou similaridade com a lacticina
3147, uma bacteriocina produzida por L. lactis. sacM1 apresentou homologia com o gene
lanM e parece codificar uma proteina de 965 acidos aminados, provavelmente envolvida

com as modificagdes pos-traducao sofridas pelo peptideo o da estafilococcina C55. sacT
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codifica uma proteina de 720 acidos aminados e € homdélogo aos genes que codificam os
transportadores do tipo ABC, envolvidos no transporte deste tipo de lantibiéticos
(NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1999). Outros genes envolvidos na biossintese da
estafilococcina C55 foram posteriormente sequenciados: sacM2 e sacJ (O'CONNOR et al.,
2007). Quando combinadas, as sequéncias obtidas por Navaratna, Sahl e Tagg (1999) e por
O’Connor et al. (2007) revelaram que os determinantes genéticos da estafilococcina C55
estdo organizados de forma idéntica aos genes que codificam a lacticina 3147. sacM2
apresenta 40,7% de identidade com /tnM2. Assim como SacM1, SacM2 esta envolvida com
as modificagbes poés-traducio sofridas pela estafilococcina C55, sendo responsavel pelas
modificacdes do peptideo p (HAVARSTEIN, DIEP & NES, 1995).

A lacticina 3147 é composta por dois peptideos: LinA1, de 3.306 Da, e LtnA2, de
2.847 Da (RYAN et al., 1999). LtnA1 e a estafilococcina C55a séo variantes naturais, com
uma diferenca de apenas quatro acidos aminados entre os dois peptideos (86% de
identidade). Entretanto, o peptideo LtnA2 e a estafilococcina C55p apresentam apenas 55%
de identidade. As enzimas de modificagdo LtnM1 e LinM2 apresentaram 44,7 e 40,7% de
identidade com SacM1 e SacM2, respectivamente. LtnT, envolvida no transporte da lacticina
3147, apresentou 48,9% de identidade com SacT, e LtnJ e Sacd apresentaram 47% de
identidade (O’'CONNOR et al., 2007).

O gene land raramente é encontrado entre os genes que codificam os lantibiéticos. A
funcdo deste gene parece estar relacionada com a presenca de um residuo de D-Ala, em
uma posicao correspondente a um coédon de Ser (NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998;
O’CONNOR et al., 2007).

Analises do gene estrutural da lacticina S (SKAUGEN et al.,1994) e da lacticina 3147
(RYAN et al., 1999) revelaram a presenca de cddons de Ser na posicdo nas quais foram
detectados residuos de D-Ala no peptideo maduro, sugerindo a existéncia de uma reacao
de conversao de Ser em D-Ala. O residuo de Ser presente no pré-peptideo seria convertido
em Dha, pela acdo de LanM. Uma segunda reacdo de modificagdo, catalisada por LanJ,
estaria relacionada com a conversédo de Dha em D-Ala (RYAN et al., 1999).

A BacR1 foi inicialmente identificada na década de 1970 e foi capaz de inibir o
crescimento de Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp.,
Haemophilus spp., Bacillus spp. e algumas bactérias Gram-negativas (Bordetella spp.,
Moraxella spp., Pasteurella spp. e Neisseria spp.). Em 1999, Navaratna, Sahl e Tagg
comprovaram que a estafilococcina C55 e a BacR1 sé&o bacteriocinas idénticas e que esta
estafilococcina é amplamente distribuida entre S. aureus do fagogrupo Il. Os genes
envolvidos na biossintese da BacR1 também estao presentes em um plasmideo, o pPRW001,
associado com a producdo da toxina esfoliativa B (WARREN et al.,, 1974; NAVARATNA,
SAHL & TAGG, 1999).
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Aureocina A70

A aureocina A70 é uma bacteriocina pertencente a subclasse lle, produzida por S.
aureus A70, isolada de leite comercial. Os determinantes genéticos da aureocina A70 estao
localizados em um plasmideo de 7,9 kb, denominado pRJ6 (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al.,
1990; NETZ et al., 2001; COELHO et al., 2009).

Sequenciamento de DNA e anadlises genéticas do pRJ6 revelaram a presenca de
pelo menos duas unidades transcricionais que parecem estar envolvidas com a producao da
bacteriocina. O primeiro operon é composto de quatro genes, aurABCD (FIGURA 8), que
representam os genes estruturais da aureocina A70. Este operon codifica quatro peptideos
pequenos (30-31 residuos de acidos aminados), fortemente catibnicos (com p/ de 9,85 a
10/04) e também altamente hidrofébicos. Estes peptideos também tém um teor elevado de
pequenos residuos de acidos aminados, como Gly e Ala, e nenhum residuo de Cys. A
determinagdo da massa molecular dos peptideos purificados revelou que estes peptideos
nao sao processados. A aureocina A70 é a Unica bacteriocina de quatro componentes
descrita na literatura (NETZ et al., 2001).

A atividade inibitéria de cada um dos peptideos, quimicamente sintetizados, foi
testada em meio sélido. Quando as estirpes de S. aureus e Listeria innocua foram
empregadas como indicadoras, somente quando todos os quatro peptideos foram
combinados (25 ug cada), pdde-se observar atividade antimicrobiana. Entretanto, quando M.
luteus foi empregada como indicadora, os peptideos AurA, AurB e AurC, testados
individualmente (60 pg), exibiram atividade com diferentes eficiéncias (medida pelo didmetro
da zona de inibi¢gdo da estirpe indicadora): AurA>AurB>AurC. AurD ndo apresentou atividade
antimicrobiana. A combinagédo dos quatro peptideos resultou em zonas de inibicdo de maior
didametro, do que as observadas quando os peptideos foram testados individualmente
(BASTOS et al., 2009).

A segunda unidade transcricional contém apenas um gene, aurT, que codifica uma
proteina de 571 acidos aminados semelhante ao transportador do tipo ABC envolvido com a
exportacdo da Pepb5. Geralmente, os transportadores das bacteriocinas de classe Il
apresentam um dominio proteolitico responsavel pela clivagem do terminal amino
(sequéncia-lider da bacteriocina). Entretanto, nenhum dominio proteolitico foi encontrado em
AurT. Este dado foi consistente com a auséncia de uma sequéncia-lider nos componentes
da aureocina A70. AurT é essencial para a producao da aureocina A70. O gene que codifica
uma proteina acessoéria, geralmente encontrado no grupamento genético das bacteriocinas
de classe ll, ndo foi encontrado no pRJ6 (NETZ et al., 2001; BASTOS et al., 2009).
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FIGURA 8: Representagdo esquematica dos genes envolvidos na biossintese das
aureocinas A70 e A53, produzidas por S. aureus. Os genes estruturais estao representados
pelas setas pretas. Os nimeros indicam o numero de acidos aminados dos polipeptideos
correspondentes. Os promotores estio indicados por setas finas e os terminadores de
transcricdo por grampos. Os genes que apresentam a mesma fungdo estdo representados
com a mesma textura. Os genes nao estao representados em escala (adaptado de BASTOS
et al., 2009).
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Um segundo possivel operon também foi encontrado no pRJ6 e parece conter duas
ORFs: o primeiro gene, orfA, parece codificar uma proteina hidrofilica de 69 &acidos
aminados semelhante a repressores e a CylR2 (46% de identidade). CylR2 é um peptideo
de 66 acidos aminados que, juntamente com CylR1, faz parte de um sistema de quorum
sensing envolvido na regulacdo de um lantibiético, com propriedades de citolisina, produzido
por Enterococcus faecalis. O segundo possivel gene, orfB, codifica uma proteina hipotética
com 138 acidos aminados, que apresenta um elevado p/ e um perfil de hidrofobicidade
semelhante aos das proteinas associadas com imunidade (NETZ et al., 2001).

Um outro possivel gene, orfM, foi encontrado préximo aos genes estruturais da
aureocina A70 e com capacidade para codificar uma proteina de 102 acidos aminados e p/
igual a 10,02. Embora OrfM seja catidnica, como a maioria das proteinas de imunidade, ela
ndo apresenta dominios-transmembrana, comumente encontrados nesta classe de
proteinas. Nao foi detectada homologia entre OrfB ou OrfM e outras proteinas presentes em
bancos de dados. O papel da OrfA, da OrfB e da OrfM em imunidade esta sendo investigado
(BASTOS et al., 2009).

A aureocina A70 e as suas variantes parecem ser as baceriocinas mais
frequentemente produzidas por estirpes de S. aureus Bac®, isoladas de diferentes fontes:
leite comercial, pacientes e gado bovino saudavel ou com mastite (GIAMBIAGI-DEMARVAL
et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1998c; GAMON et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2002). A
sua producao também tem sido detectada em SCN (NASCIMENTO et al., 2005). A ampla
disseminacdo da aureocina A70 entre Staphylococcus spp. esta, provavelmente,
relacionada com a habilidade do pRJ6 ser mobilizado por plasmideos conjugativos de
Staphylococcus spp. (OLIVEIRA et al., 1998b; COELHO et al., 2009).

Aureocina A53

A aureocina A53 é uma bacteriocina atipica da subclasse llc, produzida por S.
aureus A53, também isolado de leite comercial. A aureocina A53 é codificada por um
plasmideo de 10,4 kb, denominado pRJ9 (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al., 1990).

A sequéncia nucleotiica completa do pRJ9 foi determinada e foram identificadas 14
ORFs. O primeiro segmento do plasmideo (nucleotideos 1-4.256) contém as fungdes
relacionadas com a sua manutencgdo, enquanto o segundo segmento (nucleotideos 4.257-
10.406) parece conter oito genes envolvidos na producéo da aureocina A53, incluindo o seu
gene estrutural, aucA -FIGURA 8 (NETZ et al., 2002).

A aureocina A53 é um peptideo altamente catibnico (p/ de 10,5) de 51 acidos
aminados, contendo dez residuos de Lys e cinco residuos de Trp. A aureocina A53 foi
purificada por cromatografia de interacdo hidrofébica, cromatografia de troca catidnica e
HPLC. A analise por espectrometria de massa do peptideo purificado revelou uma massa
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molecular de 6.021,5 Da, 28 Da maior do que a massa predita a partir da sequéncia do gene
estrutural da bacteriocina. Este aumento de massa se deve a presenca de um grupamento
formil no terminal amino do peptideo, sugerindo que a aureocina A53 é sintetizada e
secretada sem uma sequéncia-lider, comumente encontrada nas bacteriocinas de classe Il.
Outras caracteristicas que distinguem a aureocina A53 das demais bacteriocinas ja
descritas sdo: resisténcia a acdo de proteases e estrutura rigida, quando em solugao
aquosa. Andlises por dicroismo circular revelaram que a aureocina A53 apresenta
conformagédo em folhas B (18% + 4%) e hélice a (36% * 5%) (GIAMBIAGI-DEMARVAL et
al.,, 1990; NETZ et al., 2002).

As ORFs identificadas proximas ao gene estrutural aucA mostraram similaridade a
genes normalmente encontrados em grupamentos genéticos de bacteriocinas anteriormente
descritos. Trés delas, aucE, aucF e aucG, constituem um operon, e 0s seus produtos
possuem semelhanca com transportadores do tipo ABC, de trés componentes.
Experimentos de clonagem, utilizando-se hospedeiro heterélogo, revelou a participacao
destes trés genes na imunidade parcial a aureocina A53. Uma vez que nenhum outro
transportador foi encontrado no grupamento genético da aureocina A53, presume-se que
aucEFG também esteja envolvido na secrecdo desta bacteriocina. Duas ORFs, orf10 e
orf11, encontram-se entre 0 gene aucA e o operon aucEFG. Elas parecem codificar
proteinas de 96 acidos aminados e 94 4cidos aminados, respectivamente, ambas com
fungbes desconhecidas (NETZ et al., 2002; NASCIMENTO, 2004; BASTOS et al., 2009).
Experimentos, visando-se elucidar a fungao destas ORFs, estdo em andamento.

A montante de aucA, duas ORFs, orf7 e orf8, sdo encontradas com uma organizagao
que lembra um operon. Genes homoélogos a orf7 e orf8 foram encontrados no operon da
alanina-racemase. Em S. aureus, este operon é essencial para a adicdo de Ala aos acidos
lipoteicoicos e acidos teicoicos da parede celular bacteriana. O grau de adicdo de Ala aos
polimeros anidnicos da parede celular determina o total de carga negativa desta estrutura,
tendo um impacto significativo sobre a susceptibilidade das bactérias Gram-positivas aos
peptideos catidnicos. Experimentos recentes sugerem que os produtos da orf7 e da orf8 nao
sdo essenciais para a produgcdo da aureocina A53 em hospedeiro heter6logo
(NASCIMENTO, 2004).

Duas novas bacteriocinas similares a aureocina A53 foram descritas: lacticina Z e
lacticina Q. A lacticina Z é produzida por L. lactis QU, isolada de fezes de cavalo, e
apresenta massa molecular de 5.968,9 Da. Ja a lacticina Q é produzida por L. /actis QU 5,
isolada a partir de milho, e sua massa molecular foi determinada em 5.926,50 Da. Ambas as
lacticinas apresentaram 46% de identidade com a aureocina A53, sdo compostas por 53
residuos de acidos aminados e apresentam a Met do seu terminal amino formilada
(IWATANI et al., 2007, FUJITA et al., 2007).
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O modo de agao da aureocina A53 foi investigado tanto em células vivas (contra S.
simulans 22), como em membranas artificiais. Ela é capaz de permeabilizar a membrana
das células sensiveis e sua atividade antibacteriana pdde ser observada em poucos
minutos. Concentragbes micromolares de aureocina A53 foram necessarias para a sua
atividade (NETZ, BASTOS & SAHL, 2002).

5. Aplicacdes Biotecnoldgicas das Bacteriocinas

As bacteriocinas favorecem as bactérias produtoras na competicdo contra outros
microrganismos que ocupem um mesmo hicho ecolégico (JACK, TAGG & RAY, 1995). Por
possuirem um amplo espectro de acdo, as bacteriocinas produzidas por bactérias
Gram-positivas apresentam potencial para o uso industrial.

A maioria das estafilococinas é capaz de inibir diferentes espécies bacterianas,
incluindo varios patégenos, e, portanto, possui potencial de aplicacdes praticas: na industria
de alimentos, como alternativas aos conservantes quimicos, e ainda na prevengao ou no
tratamento de infecgdes bacterianas (TABELAS 3 e 4).

O surgimento de estirpes bacterianas resistentes aos antibiéticos utilizados, tanto na
clinica médica como na veterinaria, tem tornado essencial o desenvolvimento de novas
drogas. As estafilococcinas tém se mostrado eficientes na inibicado de diversos patégenos
humanos e animais, principalmente bactérias Gram-positivas, incluindo estirpes
multirresistentes a drogas. Portanto, a utilizacdo desses peptideos, como alternativa ao uso
dos antibiéticos, parece ser uma solugao atraente (BASTOS et al., 2009).

5.1. Bacteriocinas como biopreservativos de alimentos

A demanda por alimentos seguros estd aumentando em todo o mundo. Por isso,
tém-se questionado os métodos atualmente utilizados na preservagéo dos alimentos, uma
vez que eles sao baseados na adicdo de compostos potencialmente téxicos, como nitrato de
sodio, nitrito de sdédio e sulfitos aos alimentos. Sendo assim, 0 emprego de bacteriocinas
poderia auxiliar a solucdo de dois importantes problemas enfrentados pela industria
alimenticia: a inibicdo do crescimento de organismos deteriorantes e a prevencdo da
veiculagdo de patégenos, sem a adicdo de compostos potencialmente toxicos (COTTER,
HILL & ROSS, 2005; BASTOS et al., 2009).

O uso de bacteriocinas na industria de alimentos pode ajudar a reduzir a adicao de
preservativos quimicos, bem como o uso de tratamentos pela agdo do calor, melhor
preservando as propriedades naturais dos alimentos e satisfazendo a demanda de consumo
de alimentos seguros e minimamente processados (COTTER, HILL & ROSS, 2005;
GALVEZ et al., 2007).
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TABELA 3: Espectro de atividade de estafilococcinas produzidas por S. aureus.

Estafilococcinas

Microrganismos Sensiveis Considerados Relevantes

Bactérias Gram-positivas

Bactérias Gram-negativas e Micobactérias

Referéncias

Aureocina A70

L. monocytogenes

S. aureus

S. agalactiae
Corynebacterium spp.

OLIVEIRA et al., 1998a
NASCIMENTO et al., 2006
COELHO et al., 2007

Aureocina A53

L. monocytogenes

S. aureus

Streptococcus agalactiae
Corynebacterium spp.

Moraxella bovis

OLIVEIRA et al., 1998c¢
NASCIMENTO et al., 2006
COELHO et al., 2007

Estafilococcina C55/BacR1

Enterococcus faecalis
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus spp.

Neisseria meningitidis
Neisseria gonorrhoeae

DAJANI & WANNAMAKER, 1969
O’CONNOR et al., 2007

Bac1829,
Estafilococcina C55

S. aureus

Streptococcus suis
Corynebacterium diphteriae
Corynebacterium renale

Haemophilus parasuis
Bordetella pertusis
Bordetella bronchiseptica
Moraxella bovis
Pasteurella multocida

CRUPPER & IANDOLO, 1996
CRUPPER, GIES & IANDOLO, 1997
MORRIS, LAWSON & ROGOLSKY,
1978

S. aureus E. coli SAEED et al., 2004

E. faecalis Salmonella enterica serovar typhi SAEED et al., 2006
Bac188 S. pneumoniae Shigella dysenteriae

C. diphteriae Mycobacterium tuberculosis

S. aureus - NAKAMURA et al., 1983

Estafilococcina 1YS2

Streptococcus salivarius,
Propionibacterium acnes
L. monocytogenes
Actinomyces israeli

Adaptado de Bastos et al. (2009).
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TABELA 4: Espectro de atividade de estafilococcinas produzidas por SCN.

Estafilococcinas

Microrganismos Sensiveis Considerados Relevantes

Bactérias Gram-positivas

Bactérias Gram-negativas e
Micobactérias

Referéncias

Pep5 S. aureus NASCIMENTO et al., 2006

SCN FONTANA, BASTOS & BRANDELLI, 2006
Corynebacterium spp. FONTANA, BASTOS & BRANDELLI, 2007

Epidermina S. aureus NASCIMENTO et al., 2006
S. epidermidis FONTANA, BASTOS & BRANDELLI, 2006
S. agalactiae FONTANA, BASTOS & BRANDELLI, 2007
Corynebacterium spp.

Galidermina Staphylococcus spp. Neisseria spp. FURMANEK et al., 1999
Streptococcus spp. Moraxella spp.
Listeria spp.
Corynebacterium spp.
Clostridium spp.

Warnericina RB4

Alicyclobacillus acidoterrestris

MINAMIKAWA et al., 2005

Estafilococcina RK

Legionella pneumophila

HECHARD et al., 2005

Lisostafina

S. aureus
S. epidermidis

CLIMO et al., 1998

PATRON et al., 1999

VON EIFF et al.,, 2003

WU, KUSUMA & KOKAI-KUN, 2003

Adaptado de Bastos et al. (2009).



Atualmente, somente a nisina e a pediocina PA-1 sdo utilizadas industrialmente,
principalmente na industria de vinhos e laticinios (COTTER, HILL & ROSS, 2005).

Em 1933, um peptideo com atividade antimicrobiana foi descoberto na Nova
Zelandia, mas somente em 1947 recebeu o nome de nisina (substancia inibitéria do grupo
N). Este lantibiético foi inicialmente comercializado na Inglaterra, em 1953, e, desde ento, o
seu uso tem sido aprovado em mais de 50 paises, inclusive no Brasil. Em 1969, a nisina foi
reconhecida como um produto seguro para o uso em alimentos pelo “Joint Food and
Agriculture Organization/ World Heath Organization Expert Committee on Food”, mas,
somente em 1988, foi classificada como GRAS (“Generally Recognized As Safe”) pelo FDA
(“Food and Drug Administration”) (COTTER, HILL & ROSS, 2005).

A pediocina PA-1 é uma bacteriocina pertencente a subclasse lla e é produzida pela
estirpe Pediococcus acidilactici PA-1, apresentando acdo contra L. monocytogenes, S.
aureus, Clostridium perfringens e Clostridium botulinum (COTTER, HILL & ROSS, 2005).

Embora nenhuma outra bacteriocina ja tenha sido licenciada, diversos estudos tém
demonstrado o potencial de aplicagcao de outras bacteriocinas na industria de alimentos.

As aureocinas A70 e A53 também apresentam atividade antilistéria, sugerindo um
potencial de aplicacdo na preservacao de alimentos. Elas parecem ser produzidas
constitutivamente e ndo demandam meios muito ricos, o que diminuiria os custos de
producdo em larga escala. Estas bacteriocinas sao estaveis tanto a temperatura ambiente,
como em altas temperaturas (15 min a 80°C ou 5 min a 100°C), ndo mostrando qualquer
diminuicao detectdvel nas suas atividades antimicrobianas sob estas condicoes.
Adicionalmente, apresentam resisténcia a altas concentracdes de sal. As aureocinas A70 e
A53 ndo sofrem modificacbes apds a traducdo, para se tornarem ativas, € 0s genes
envolvidos na sua biossintese apresentam uma organizacao simples, o que facilitaria a sua
clonagem e a sua expressao em bactérias utilizadas nos processos fermentativos para a
preparagdo de alimentos. Através desta abordagem, as aureocinas A70 e A53 seriam
produzidas in situ, descartando-se a necessidade da adicao destes peptideos ao produto
final. Estudos preliminares realizados com a aureocina A53 demonstraram que esta
bacteriocina pode ser expressa em estirpes de lactobacilos (NASCIMENTO et al., 2004).

Outra estafilococcina com potencial de uso na industria de alimentos é a warnericina
RB4. Esta bacteriocina apresenta atividade antimicrobiana em pH entre 2,0 e 6,0, contra
Alicyclobacillus acidoterrestris (um importante contaminante de sucos de frutas), fazendo da
warnericina RB4 uma boa candidata para o controle deste microrganismo na industria de
bebidas, como ja foi mencionado anteriormente (MINAMIKAWA et al., 2005).
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5.2. Uso de bacteriocinas no tratamento de infeccoes bacterianas em animais

As estafilococcinas Bac1829, C55 e aureocina A53 sao capazes de inibir Moraxella
bovis, o agente da ceratoconjuntivite infecciosa bovina, sugerindo o seu potencial de
aplicacao na prevencao ou no controle desta doenca (BASTOS et al., 2009).

Outros importantes patdégenos animais, tais como S. aureus, Streptococcus suis,
Bordetella bronchiseptica e Pasteurella multocida, também s&o inibidos pela agcédo da
Bac1829 e da estafilococcina C55 (CRUPPER & IANDOLO, 1996; CRUPPER, GIES &
IANDOLO, 1997). A B. bronchiseptica e a P. multocida agem sinergicamente, causando a
rinite atréfica em suinos, uma doenga com importante impacto sobre a producdo de carne
suina (HAESEBROUCK et al., 2004).

A Bac188 apresenta um amplo espectro de atividade, sendo capaz de inibir ndo sé
bactérias Gram-positivas, como também bactérias Gram-negativas e fungos, como
Microsporum canis e Microsporum gypseum. Estes microrganismos estdo associados a
infecgdes de pele, unhas e pelos nos animais. Outra caracteristica relevante da Bac188,
para uso veterinario, é a sua atividade contra o virus da Doenga de New Castle, infectante
para quase todas as espécies aviarias e responsavel por grandes prejuizos na industria
avicola (SAEED et al., 2004; SAEED et al., 2006).

5.2.1. Uso de bacteriocinas no tratamento da mastite bovina

A mastite bovina consiste de uma inflamagao da glandula mamaria, usualmente
causada por infeccdo microbiana, que afeta tanto a producdo quanto a qualidade do leite,
sendo uma das causas mais significativas de perdas econémicas na industria de laticinios.
Calcula-se que um unico quarto infectado durante a lactagdo possa reduzir a produgao de
leite de uma vaca em 7 a 64% (CARNEIRO et al., 2007). A mastite pode tornar-se crbnica,
mas a identificagédo rapida de novos casos pode controlar, ou mesmo prevenir, a infeccao de
outros animais de um rebanho (BRITO & BRITO, 2000; ZHAO & LACASSE, 2008).

Os sinais da infecgdo variam de acordo com o animal e a capacidade invasora do
patégeno, podendo resultar em mastite clinica ou subclinica (na qual o hospedeiro nao
apresenta sintomas evidentes da doencga). Essa associagdo provoca visiveis alteragdes no
leite, além de dor e inchago no Ubere do animal (LEIGH, 1999; ZHAO & LACASSE, 2008).

Diferentes patdégenos podem causar a mastite bovina, podendo-se destacar os
Streptococcus spp. (especialmente S. agalactiae), SCN e S. aureus, sendo este Ultimo o seu
agente mais prevalente e, uma vez estabelecido nos Uberes do animal, a sua erradicagéao é
dificil devido aos diversos fatores de viruléncia produzidos por esta bactéria (BRITO &
BRITO, 2000; CALL, DAVIS & SAWANT, 2008; PYORALA & TAPONEN, 2008; ZHAO &
LACASSE, 2008).
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O tratamento convencional de gado bovino com mastite ainda é o uso de antibioticos:
cefalosporinas, lincosamidas, macrolideos e, principalmente, penicilinas. Entretanto,
tratamentos alternativos, como o uso de plantas medicinais e homeopatia, estdo assumindo
um importante papel no tratamento destas infeccoes (BARKEMA et al., 2006).

Os antibidticos podem ser administrados através da sua aplicagdo intramamaria ou
ainda através de injeg6es intramusculares. Mesmo durante o periodo seco, quando o animal
ndo estd produzindo leite, ele continua susceptivel a infeccbes intramamarias. A
administracdo de antibiéticos neste periodo, como medida profilatica, tem se mostrado
benéfica, levando a uma reducdo de até 82% do aparecimento de novos casos
(HILLERTON & BERRY, 2005).

Tem-se verificado que o uso de antibiéticos, como medida profilatica ou terapéutica,
sem prescri¢cao técnica e sem teste para a identificagdo do patégeno, tem contribuido para o
aumento da resisténcia dos microrganismos envolvidos. A habilidade de S. aureus em
sobreviver dentro de neutréfilos e de formar biofilme dificulta ainda mais a cura da mastite
(RYAN et al., 1999; BARKEMA et al., 2006).

Os antimicrobianos ou seus derivados metabodlicos podem se acumular ou depositar
nas células, nos tecidos ou nos érgaos do animal e, quando vestigios dessas substancias
sao detectados nos alimentos, sdo denominados residuos. A presenca de residuos interfere
diretamente na qualidade do leite e nos processos industriais, inibindo culturas lacteas
sensiveis, utilizadas na fabricagdo de queijos e iogurtes e/ou causando alteracbes na
acidificacédo e na textura destes mesmos produtos, além de constituir um problema de salde
publica. Os residuos de antimicrobianos podem ter efeito carcinogénico, teratogénico, ou
podem ainda causar reacoes de hipersensibilidade no consumidor (BRITO & BRITO, 2000).

Mesmo o processo de pasteurizacdo, que pode destruir muitos dos microrganismos
presentes no leite, ndo destréi as suas formas esporuladas e as enterotoxinas produzidas
por algumas bactérias. Essas toxinas podem causar intoxicacdo alimentar na populacao,
quando presentes em produtos derivados de leite contaminado. O processo de
pasteurizagdo tem pouco ou nenhum efeito sobre o conteldo de antimicrobianos contidos
no leite. O cloranfenicol € completamente resistente ao aquecimento a 100°C e outros
antibiéticos, tais como a penicilina, a estreptomicina e a tetraciclina, sdo apenas
parcialmente destruidos sob fervura ou aquecimento do leite a 100°C (PEREIRA et al., 1995;
BRITO, 2000).

Entre os anos de 2002 e 2004, a prevaléncia de S. aureus resistentes a penicilina
variou entre 3% (na Franca) e 46% (na Inglaterra). A resisténcia a outros antibioticos,
incluindo a oxacilina (reportada somente na Franca e na Espanha), foi menor do que 10%
(CALL, DAVIS & SAWANT, 2008).

Dentre 46 estirpes de S. aureus isoladas de mastite bovina na regiao Sudeste do

Brasil, 67,4% apresentaram resisténcia a ampicilina, 58,7% apresentaram resisténcia a
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eritromicina, 41,3% apresentaram resisténcia a tetraciclina e 18 estirpes (39%) mostraram-
-se resistentes a multiplos antibiéticos (CEOTTO et al., 2009).

Algumas bacteriocinas apresentam agao antagonistica contra patdégenos causadores
de mastite. A nisina é utilizada como um agente ativo em um produto comercializado, o
lengo "Wipe-Out", utilizado para a antissepsia das tetas dos animais antes da ordenha
(COTTER et al., 2005). Outra bacteriocina utilizada com sucesso na prevencado da mastite
durante o periodo seco é a lacticina 3147, produzida por L. lactis subsp. lactis DPC3147,
quando associada a seladores de silicone introduzidos nos tetos (RYAN et al., 1998;
TWOMEY et al. , 2000).

Sete estafilococcinas foram testadas contra 165 cepas de S. aureus e 74 cepas de S.
agalactiae, todos envolvidos em mastite bovina, no Brasil ou na Argentina. A epidermina e a
aureocina A53 foram capazes de inibir 89% e 77% das estirpes testadas, respectivamente.
A aureocina A53 inibiu 91% dos S. aureus. A Pep5 inibiu 63% das estirpes de S. aureus,
mas nao inibiu os estreptococos. Quando combinadas, as aureocinas A70 e A53 foram
capazes de inibir mais do que 90% de todas as estirpes de S. aureus e de S. agalactiae
testadas. Este sinergismo entre estas bacteriocinas foi mais significativo em relacdo as
estirpes estreptococicas, uma vez que a combinagao das aureocinas A53 e A70 inibiu 92%
das estirpes de S. agalactiae, mas cada uma isoladamente inibiu apenas 68% e 1,4% das
cepas, respectivamente (COELHO et al., 2007).

Devido a sua capacidade de inibir S. aureus, a Bac1829 e a estafilococcina C55
também poderiam ser empregadas na prevengdo ou no tratamento da mastite bovina,
embora elas ainda nao tenham sido testadas contra patégenos envolvidos nesta doencga
(BASTOS et al., 2009).

5.3. Uso de bacteriocinas no tratamento de infec¢c6es bacterianas em humanos

Diversas estafilococcinas sado capazes de inibir o crescimento de patégenos
humanos. Algumas delas tém um amplo potencial de aplicagado clinica, inibindo diferentes
microrganismos. Outras sdo mais especificas, inibindo apenas uma espécie patogénica ou
estirpes estreitamente relacionadas com a estirpe produtora (BASTOS et al., 2009).

A estafilococcina 1YS2 apresentou atividade antimicrobiana contra diferentes
bactérias, como Streptococcus salivarius, Propionibacterium acnes e Actinomyces israeli -
TABELA 3 (NAKAMURA et al., 1983). S. salivarius é a principal bactéria comensal da
cavidade oral em humanos, sendo comumente encontrada no trato respiratério superior. Ela
parece ser a pioneira na colonizagdo da placa dental, criando condigdes favoraveis para o
estabelecimento de outras bactérias neste ambiente, inclusive microrganismos nocivos a
saude da cavidade oral (GENOSCOPE, 2008).
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A. israeli € o agente causador de actinomicose, uma doenca caracterizada pela
formacgao de abscessos na boca, nos pulmdes, ou 6rgaos digestivos (BATUR et al., 2006). A
utilizacao da estafilococcina IYS2 em pastas de dente ou antissépticos bucais poderia ajudar
a reduzir a populacao destas bactérias na boca, dificultando a formacao de placa dental, de
caries e o risco do desenvolvimento de actinomicose (BASTOS et al., 2009).

Scott e colaboradores (1992) verificaram que uma bacteriocina produzida pela
estirpe S. aureus 26, a estafilococcina Au-26, foi capaz de inibir o crescimento de
lactobacilos isolados de endocérvice uterino. O excesso de lactobacilos nesta regiao pode
acidificar o pH vaginal, causando sintomas similares aos da candidiase (CERIKCIOGLU &
BEKSAC, 2004).

A estafilococcina C55 apresentou atividade contra S. aureus, incluindo estirpes
resistentes a mupirocina e resistentes a mdltiplos antibiéticos, embora ndo tenha
apresentado atividade contra SCN (BOYCE, 1996). Esta bacteriocina também é capaz de
inibir outros importantes patégenos: E. faecalis, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria
meningitidis, Corynebacterium diphtheriae e Bordetella pertussis (MORRIS, LAWSON &
ROGOLSKY, 1978; CRUPER, GIES & IANDOLO, 1997).

E. faecalis é uma espécie responsavel por 80% das infeccbes enterocdcicas. As
bactérias do género Enterococcus tem sido cada vez mais reconhecidas como importantes
agentes das infeccdes nosocomiais, devido ao aumento da mortalidade causada por
estirpes de enterococos multirresistentes aos antibidticos (AMYES, 2007; WERNER et al.,
2008).

N. gonorrhoeae é o agente etiolégico da gonorréia, a segunda doengca mais
comumente relatada nos EUA. Diante da emergéncia de resisténcia a drogas,
particularmente a penicilina, droga de escolha para o tratamento desta doenca (CDC, 2007),
a descoberta de novas substancias capazes de inibir estes organismos sdo necessarias.

Além da estafilococcina C55, a Bac1829 também foi capaz de inibir dois importantes
patégenos humanos associados a infecgbes do trato respiratério: C. diphtheriae e B.
pertussis (CRUPPER & IANDOLO, 1996; CRUPER, GIES & IANDOLO, 1997).

C. diphtheriae é o agente etiolégico da difteria, uma doencga altamente contagiosa,
podendo ser disseminada pelo contato fisico direto ou pelo aerossol de secrecbes dos
individuos infectados. A difteria tem sido erradicada nas nagdes desenvolvidas através de
uma ampla vacinacdo. Nos EUA, por exemplo, entre 1980 e 2004, foram notificados 57
casos de difteria (e apenas cinco casos desde 2000). Apesar da baixa incidéncia, a difteria é
uma doencga grave, com taxas de letalidade entre 5% e 10%, podendo chegar a 20% entre
criangas menores de cinco anos e adultos acima dos 40 anos (ATKINSON et al., 2007). No
Brasil, desde o ano 2000, cerca de 50 casos tém sido registrados anualmente (Secretaria de
Vigilancia em Saude).
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B. pertussis causa a coqueluche, uma doenca também considerada altamente
contagiosa. Embora nao haja relato na literatura descrevendo estirpes de C. diphtheriae e
de B. pertussis resistentes aos farmacos normalmente empregados no tratamento dessas
duas doencas, a Bac1829 e a estafilococcina C55 poderiam ser empregadas como
alternativas para o controle desses microrganismos (BASTOS et al, 2009).

A Bac188 apresenta potencial de uso no tratamento da tuberculose e de
dermatofitoses causadas por fungos (Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
longifusum, e Trichophyton rubrum) (SAEED et al., 2006).

A tuberculose € uma doenca re-emergente, representando um grave problema de
saude publica, principalmente nos paises em desenvolvimento. O aparecimento de estirpes
de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes esta relacionado, principalmente, ao
tratamento inadequado dos pacientes e tem contribuido para o espalhamento desta doenca
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). Devido a esta preocupante realidade, a procura
de novas estratégias de controle e de tratamento da tuberculose é de grande importancia e
a utilizacdo da Bac188 pode ser uma alternativa potencial. Estudos realizados in vivo
revelaram que a Bac188 ndo apresenta efeitos toxicos em coelhos domésticos saudaveis
(SAEED et al., 2006).

A substancia antimicrobiana produzida pela estirpe S. warneri RK foi capaz de inibir o
crescimento de sete estirpes de Legionella spp., incluindo duas estirpes de L. pneumophila,
uma bactéria Gram-negativa responsavel por uma grave pneumonia bacteriana chamada
doenca do legionario (HECHARD et al., 2005).

As estafilococcinas epidermina, Pep5 e aureocina AS53 apresentaram acao
antagonistica contra estirpes de SCN e de S. aureus envolvidas em infecgbes nosocomiais
(inclusive contra a estirpe de S. aureus A22/C, uma estirpe MRSA representante do clone
endémico brasileiro). A epidermina foi capaz de inibir o crescimento de cerca de 40% das
estirpes de SCN. Ja a Pep5 foi capaz de inibir 77,2%, das estirpes de SCN, incluindo
estirpes resistentes a meticilina e a mupirocina. Nenhuma das estafilococcinas testadas foi
capaz de inibir todas as estirpes empregadas como indicadoras no trabalho, mas a
combinagcédo da Pep5 com a aureocina A53 resultou na inibigdo de todas as estirpes de S.
aureus isoladas de infeccoes nosocomiais testadas, sugerindo que as bacteriocinas
produzidas por Staphylococcus spp. apresentam um potencial de aplicacdo, principalmente
quando combinadas, no controle de infec¢des estafilococicas (NASCIMENTO et al., 2006).

A epidermina e a Pep5 também se mostraram eficientes na inibicdo do
estabelecimento de estirpes de S. epidermidis na colonizacao de cateteres intravasculares,
sendo responsaveis por uma reducao de 90% da adesdo destas bactérias. Quando os
antibiéticos vancomicina e rifampicina foram utilizados, combinados, p6de-se observar uma
reducdo de 42% da ades&o bacteriana, mostrando-se menos eficientes do que as
bacteriocinas (FONTANA, BASTOS & BRANDELLI, 2006).
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Estirpes de Corynebacterium spp., isoladas de infecgbes associadas a cateteres em
hospitais brasileiros, também tiveram a sua adesao a estes dispositivos médicos inibida pela
acao da Pepb5 e da epidermina - FIGURA 9 (FONTANA, BASTOS & BRANDELLI, 2007).

5.3. 1. Bacteriocinas como agentes antineoplasicos

Embora ndo existam estudos sistematicos analisando a toxicidade das bacteriocinas
em células eucariéticas, alguns trabalhos ja foram publicados a este respeito.

O uso de agentes citotoxicos na terapia do cancer é restrito a substancias que
induzem a morte celular, especificamente nas células malignas. Além disso, é desejavel que
a morte celular seja por apoptose, que ao contrario da necrose, ndo gera resposta
inflamatéria (LAGOS et al., 2009).

Quando o efeito citotoxico das colicinas A, E1 e U foi testado sobre fibroblastos
humanos normais e transformados, observou-se pouco efeito sobre as células normais € a
inibicdo preferencial de células malignas ou transformadas. Estes resultados sugerem um
potencial de aplicagdo destas colicinas como agentes antineoplasicos, devido a sua
toxicidade seletiva para as células malignas (CHUMCHALOVA & SMARDA, 2003).

As bacteriocinas nisina A e pediocina PA-1/AcH também apresentaram atividade
citotéxica contra células neoplasicas SV40-HC, isoladas de colon humano (MURINDA,
RASHID & ROBERTS, 2003).

A MccE492 é uma microcina produzida pela estirpe Klebsiella pneumoniae RYC492,
possui 7.887 Da e tem por modo de agao a formagao de canais de ions nas células-alvo.
Além de possuir atividade antimicrobiana contra varios membros da familia
Enterobacteriaceae, esta bacteriocina tem efeito citotéxico sobre diferentes linhagens de
células humanas: Hela, derivada de carcinoma cervical; Jurkat, células T derivadas de
leucemia aguda, e RJ2.25, variante de linfoma (LAGOS et al., 2009).

O efeito citotoxico da MccE492 parece ser mediado por interagdes especificas com
as células transformadas, uma vez que esta bacteriocina nao agiu sobre linhagens de
células saudaveis, células KG-1 (macroéfagos) e células endoteliais (LAGOS et al., 2009).

Quando empregada em concentragbes entre 5 a 10 ug/ml, a MccE492 induziu a
apoptose de células Hela, através da ativacdo de caspases, perda do volume celular,
fragmentacdo do DNA, exposicdo extracelular da fosfatidilserina e perda do potencial de
membrana mitocondrial. Quando empregada em concentracdes superiores a 20 ug/ml, a
MccE492 induziu a necrose das células-alvo (LAGOS et al., 2009).
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FIGURA 9: Microscopia eletrbnica de transmissdo mostrando a adesdo da estirpe
Corynebacterium spp. 633544 a cateteres de silicone. A, Cateter ndo tratado; B, cateter
tratado com a Pep5 (FONTANA, BASTOS & BRANDELLI, 2007).
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Testes pré-clinicos foram realizados, empregando-se a MccE492 no tratamento de
carcinoma humano gerado em camundongos. Os resultados preliminares destes testes
foram encorajadores, revelando uma clara atividade antitumoral desta bacteriocina. Testes
de farmacodinamica e farmacocinética estdo em andamento (LAGOS et al., 2009).

5.4. Uso de bacteriocinas no controle de fitopatégenos

As bacteriocinas também podem ser utilizadas no combate a fitopatégenos. O uso de
bacteriocinas produzidas por endossimbiontes pode ser considerado uma alternativa para o
biocontrole de patdgenos de plantas, reduzindo assim o perigo associado ao uso de
pesticidas sintéticos. Formulagdes validas para garantir a efetividade da bacteriocina sob
condi¢cdes ambientais precisam ser mais amplamente estudadas e, por fim, desenvolvidas.
Ja foram descritas bacteriocinas com atividade contra Erwinia amylovora, um patégeno que
causa uma tipica doenga necroética que acomete as plantas da familia Pomoideae, em
especial, as macieiras e as pereiras, e € um dos maiores problemas na producdo destas
frutas (VANNESTE, YU & BEER, 1992; JABRANE et al., 2002).

A bacteriocina produzida pela estirpe Pseudomonas syringae mostrou-se eficiente no
combate a doenca do né da oliveira, causada pelas estirpes P. syringae subsp. savastanoi
PVBa229 e PVBa304, em experimentos realizados in vitro e in vivo (LAVERMICOCCA et al.,
2002).
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CAPITULO I: Purificacio e caracterizacdo da simulancina 3299
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

A simulancina 3299 é uma bacteriocina produzida pela estirpe S. simulans 3299,
isolada de gado bovino com mastite. Esta bacteriocina apresenta uma atividade
antagonistica significativa contra S. agalactiae envolvidos nesta doenca (NASCIMENTO et
al., 2005). Por esta razdo, o objetivo deste primeiro capitulo foi purificar e caracterizar a

simulancina 3299.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E ABORDAGENS EXPERIMENTAIS

1. Determinar as melhores condigdes de producéo da simulancina 3299.
Abordagem experimental: cinética de produgao da simulancina 3299.

2. Purificar a simulancina 3299.
Abordagens experimentais: obtencdo da bacteriocina a partir do sobrenadante da
cultura da estirpe S. simulans 3299, cromatografia de interagao hidrofébica, cromatografia

de troca catibnica e HPLC.

3. Caracterizar molecularmente a simulancina 3299.

Abordagens experimentais: determina¢do da massa molecular da simulancina 3299,
através de espectrometria de massa MALDI-TOF, e determinacdo da sequéncia de acidos
aminados, através de degradagao de Edman.

4. |dentificar o gene estrutural da simulancina 3299.

Abordagens experimentais: desenho de oligonucleotideos iniciadores, baseado na
sequéncia de acidos aminados determinada; amplificagdo por PCR; clonagem e
sequenciamento do amplicon obtido.

5. Localizar os determinantes genéticos relacionados a producdo da simulancina

3299.

Abordagem experimental: amplificacdo, por PCR, da regido entre os genes nukM e
nukT, empregando-se o plasmideo pRJ97 como molde.

6. Analisar a organizagao genética relativa a simulancina 3299.

Abordagens experimentais: desenho de oligonucleotideos iniciadores, com base na
sequéncia dos genes envolvidos na biossintese da nukacina ISK-1, visando a amplificagao
das regides de dois genes adjacentes de cada vez; amplificagdo por PCR; clonagem e
sequenciamento dos amplicons obtidos, além das andlises in silico das sequéncias obtidas.
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7. Determinar o modo de ag¢ao da simulancina 3299.
Abordagem experimental: cinética de atividade da simulancina 3299.

8. Determinar as propriedades da simulancina 3299.
Abordagens experimentais: determinagdo da sensibilidade a enzimas proteoliticas,
acao da temperatura sobre a atividade da simulancina 3299 e acado do pH sobre a

estabilidade da simulancina 3299.

9. Analisar a influéncia de sais na produgao da simulancina 3299.

Abordagens experimentais: determinagdo da cinética de crescimento, contagem das
células viaveis da estirpe 3299 e analise da produgao da bacteriocina, em meio GM17 e
meio GM17 acrescido de sais, além de analise estatistica dos resultados obtidos.

10. Analisar a expressao do gene estrutural da simulancina 3299.

Abordagens experimentais: obtencdo de RNA da estirpe S. simulans 3299, sintese
do cDNA e RT-PCR.
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MATERIAIS E METODOS

1. Estirpes e condicdes de crescimento

No trabalho descrito no CAPITULO | desta tese, foram empregadas as estirpes: S.
simulans 3299 (NASCIMENTO et al., 2005), produtora da simulancina 3299, Micrococcus
luteus ATCC 4698, sabidamente sensivel a esta bacteriocina, e Escherichia coli DH5-a
(SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989), empregada em experimentos de clonagem. A
estirpe S. simulans 3299 foi gentilmente cedida pela Dra. Maria Aparecida Vasconcelos de
Paiva Brito, da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, Minas Gerais.

As estirpes S. simulans 3299 e M. luteus ATCC 4698 foram cultivadas nos meios
TSB [Tryptone Soy Broth (Oxoid)], BHI [Brain Heart Infusion (Difco)] ou GM17 [M17 (Difco),
suplementado com 5% (p/v) de glicose], a 37°C por 18 h. Elas foram estocadas em meio
TSB com 40% (v/v) de glicerol (Merck), a -20°C. E. coli DH5-a foi cultivada em meio LB
(Himedia) e estocada em meio LB acrescido de 40% (v/v) de glicerol, também a -20°C.

Os meios de cultura foram utilizados nas formas liquida, sélida [acrescidos de &gar a

1,5% (p/v)] ou semissélida [acrescidos de agar a 0,7% (p/V)].

2. Teste de atividade da simulancina 3299
A atividade da simulancina 3299 foi determinada tanto através de teste de difusdo

em agar, como em meio liquido, em placa de microdilui¢ao.

2.1. Teste de difusao em agar

O teste de difusdao em agar foi realizado em placas contendo meio TSB (COELHO et
al., 2007). Foram feitos pogos de 6 mm de didmetro em 20 ml de TSB sélido cobertos com 3
ml de meio TSB semissélido, contendo 0,3 ml da estirpe indicadora, M. luteus ATCC 4698
(cultivada por 18 h, a 37°C, em 5 ml de caldo TSB), diluida 10 vezes em solugéo salina
[NaCl 0,85% (p/v)]. Em seguida, 40 pl das diluicdes duplas e seriadas da simulancina 3299,
preparadas em tampéao fosfato de sédio (pH 5,8), foram adicionados a cada poco. Apos
secar, as placas foram incubadas a 37°C, por 18 h.

A atividade antimicrobiana foi definida com base na maior diluicdo da bacteriocina
responsavel pela inibicdo da estirpe indicadora, multiplicada por 25 (a fim de se obter o valor
correspondente a 1 ml) , e expressa em unidades de bacteriocina (UB) por ml: UB/ml.

2.2. Teste de microdiluicao

A atividade da simulancina 3299 também foi testada através de microdiluicido em
placas de poliestireno (TPP®92096), conforme descrito por Bastos et al. (2009). A estirpe
indicadora, M. luteus ATCC 4698, foi cultivada por 18 h, a 37°C, em 5 ml de meio GM17 e
diluida em GM17 (DOgqo de 0,05). Cada pogo continha 100 ul de diluicdes duplas e seriadas
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da simulancina 3299, preparadas em meio GM17, e 100 ul da bactéria indicadora diluida. As
placas foram incubadas por 18 h, a37°C. O crescimento foi medido com um leitor de placas
de microdiluigao (Multiscan Ascent Labsystems, Helsinki, Finlandia), a 600 nm. A atividade
antimicrobiana foi definida com base na maior diluicdo de simulancina 3299 responsavel
pela inibicdo de pelo menos 50% do crescimento da estirpe indicadora, comparado com o
do controle sem bacteriocina, multiplicada por 10 (a fim de se obter o valor correspondente a
1 ml), e expressa em UB/ml.

3. Cinética de producao da simulancina 3299

A fim de se definir as condigdes 6timas para a produgdo da simulancina 3299, a
estirpe S. simulans 3299 foi cultivada em dois meios distintos: GM17 e BHI, devido a sua
influéncia na producéao de bacteriocinas (NASCIMENTO et al., 2004).

Inicialmente, a estirpe 3299 foi crescida em 5 ml de caldo BHI e em 5 ml de GM17, a
37°C por 18 h. A cultura foi diluida em 100 ml do mesmo meio (BHI ou GM17), até se
alcancar a DOg de 0,05, e, entdo, incubada a 37°C, sob agitacdo (180 rpm). A cada duas
horas, duas aliquotas de 1 ml de cultura foram coletadas. Uma das aliquotas foi centrifugada
(12.100 x g por 10 min, a 4°C). O sobrenadante da cultura foi esterilizado por filtragdo com
membranas (Millipore, com poros de 0,45 um) e a produgdo da simulancina 3299 foi
determinada através de teste de atividade em placa de microdiluicao (item 2.2). A producao
da bacteriocina foi analisada por 12 h. A segunda aliquota de 1 ml foi utilizada para o
acompanhamento do crescimento bacteriano, através da determinagdo da DOgo em um

espectrofotdbmetro (Shimadzu - UV 160).

4. Purificacao da simulancina 3299

A purificagdo da simulancina 3299 foi realizada através das seguintes etapas:
obtencdo da bacteriocina no sobrenadante da cultura da estirpe S. simulans 3299,
cromatografia de interacao hidrofébica, cromatografia de troca catiénica e HPLC.

A atividade antimicrobiana de cada uma das fragdes obtidas foi testada em placa de
microdiluigéo (item 2.2).

4.1. Obtencao da simulancina 3299 no sobrenadante

A simulancina 3299 foi purificada a partir de 1 litro de cultura da estirpe S. simulans
3299, cultivada nas melhores condigbes de produgdo desta substancia (item 3). Em seguida,
a cultura foi centrifugada a 12.100 x g por 20 min, a 4°C, e as células foram descartadas. O
sobrenadante obtido foi mantido a 4°C, até o momento do uso.
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4.2. Cromatografia de interacao hidrofébica

Para a purificacdo da simulancina 3299, o sobrenadante obtido anteriormente (item
4.1) foi submetido a uma cromatografia de interagao hidrofébica, empregando-se para isto a
resina “Amberlite XAD-16" (Supelco), conforme descrito por Brede et al. (2004).

Foram utilizados 50 g de resina, distribuidos em quatro erlenmeyers distintos, cada
um deles contendo 12,5 g. Inicialmente, a resina foi ativada com metanol: 25 ml para cada
12,5 g de resina. Em seguida, a resina foi lavada, duas vezes, com 50 ml de agua Milli-Q
estéril. Ap6s a lavagem com agua, 250 ml de sobrenadante foram adicionados a cada um
dos erlenmeyers, que foram incubados a temperatura ambiente, sob agitagao (200 rpm), por
1,5 h. Apos este periodo, o sobrenadante foi recolhido e foram adicionados 100 ml de agua
Milli-Q estéril a cada um dos erlenmeyers, que foram novamente incubados sob agitacao
(200 rpm). Apés 30 min, a agua foi recolhida e a resina foi novamente lavada com mais 100
ml de agua, nas mesmas condigbes. Em seguida, cada erlenmeyer recebeu 50 ml de 20%
(v/v) de isopropanol/10 mM de HCI (pH 2,0) e foi incubado a temperatura ambiente, sob
agitacao (200 rpm), por 20 min. Todo o liquido foi coletado e a cada erlenmeyer foram
adicionados 25 ml de 70% (v/v) de isopropanol /10 mM de HCI (pH 2,0). Os erlenmeyers
foram incubados sob agitacdo (200 rpm). Apds 60 min, todo o liquido foi coletado e a resina
foi armazenada, conforme recomendado pelas instrucdes do fabricante. A fragdo contendo a

bacteriocina foi submetida a cromatografia de troca catiénica.

4.3. Cromatografia de troca catidnica

Uma cromatografia de troca idnica foi realizada com o produto obtido na etapa
anterior (item 4.2), conforme descrito por Brede et al. (2004). Para esta etapa, 10 ml da
resina “SP Sepharose Fast Flow” (GE Healthcare) foram utilizados. Inicialmente, a resina foi
lavada com 10 ml de agua Milli-Q estéril e equilibrada com 30 ml de acido acético 10 mM
(Merck). Apbs a aplicagao da amostra, a coluna foi lavada com 30 ml de tampéao fosfato de
sédio pH 5,8, 10 ml de NaCl 0,1 M, 30 ml de NaCl 1 M e 10 ml de NaCl 5 M, para a eluicao
da bacteriocina. O eluato foi recolhido em fragbes de 10 ml. A resina foi armazenada
conforme recomendado pelas instrucdes do fabricante. As fragbes que apresentaram maior
atividade antimicrobiana foram utilizadas para a HPLC.

4.4. HPLC

A purificacdo por HPLC foi realizada em um aparelho “Akta Purifier System”
(Amersham Pharmacia Biotechnology), conforme descrito por Brede et al. (2004). A eluigao
do peptideo foi efetuada em um gradiente de agua e isopropanol [0-100% (Merck)],
contendo acido trifluoracético [TFA, 0,1% (v/v), Merck] e acompanhada a 214 nm.

As amostras foram novamente submetidas a uma cromatografia de interacdo
hidrofébica, tendo sido aplicadas em uma coluna “Resource RPC 1-ml” (Amersham
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Pharmacia Biotechnology). Foram eluidas fracées de 1 ml, a uma velocidade de 1 ml/min.
As fragcbes que apresentaram maior atividade antimicrobiana foram submetidas a uma
segunda cromatografia na coluna “Sephasil Peptide Cg” (Amersham Pharmacia
Biotechnology) e o eluato foi recolhido em fragbes de 500 ul, a uma velocidade de 500

wl/min.

5. Caracterizacdao molecular da simulancina 3299
A caracterizacdo molecular da simulancina 3299 purificada foi realizada através da
determinagdo da sua massa molecular e do sequenciamento dos seus acidos aminados, em

colaboragao com o Dr. Morten Skaugen (“Norwegian University of Life Sciences”).

5.1. Determinagcao da massa molecular

A massa molecular da simulancina 3299 foi determinada por espectrometria de
massa MALDI-TOF em um aparelho Voyager-RP DE (Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia), conforme descrito por Brede et al. (2004). O aparelho foi utilizado no modo
positivo, com 25 kV de aceleracdo. A matriz de acido o-ciano-4-hidroxicianimico (2020,
Sigma) foi dissolvida em uma mistura 1:1 de acetonitrila e TFA 0,1% (v/v), até 15 mg/ml. Em
seguida, 0,5 ul da amostra e 1,5 ul da matriz foram misturados, secados e os espectros
obtidos foram registrados no modo linear. O espectrometro foi calibrado seguindo as
instrucdes do fabricante (Applied Biosystems).

5.2. Sequenciamento dos acidos aminados

O sequenciamento dos &cidos aminados do terminal amino do peptideo foi
determinado por degradacao de Edman, com um sequenciador automatico 447A (Applied
Biosystems), conforme descrito por Brede et al. (2004).

6. Cinética de atividade da simulancina 3299

Para a andlise da cinética de atividade da simulancina 3299, a cultura de S. simulans
3299 foi cultivada em 10 ml de meio de cultura, nas melhores condi¢des de producéo desta
substancia (item 3). Em seguida, 10 ml da cultura foram centrifugados a 12.100 x g por 20
min, a 4°C. As células foram descartadas, 4 g de sulfato de aménio [40% (p/v), Merck] foram
adicionados ao sobrenadante obtido e a precipitagdo foi realizada a 4°C, durante pelo
menos 2 h. Apds este periodo, a mistura foi centrifugada a 31.000 x g por 20 min, a 4°C, e o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi seco e, em seguida, diluido em 1 ml de agua
Milli-Q estéril, visando-se a obtencdo da bacteriocina 10 vezes concentrada. A atividade
antimicrobiana foi testada contra a indicadora M. luteus ATCC 4698 em placa de

microdiluigéo (item 2.2).
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A estirpe indicadora foi crescida por 18 h, em 5 ml de meio GM17, a 37°C. Apds este
periodo, 1 ml da cultura foi centrifugado, o sobrenadante foi descartado e as células foram
colocadas em suspensao em meio GM17. A esta suspensao, foram adicionadas 1.024 UB e
meio GM17, a fim de se alcangar um volume final de 400 ul (DOgo de 1,2).

As placas de microdiluicao (“honeycomb”) foram incubadas a 37°C, em um aparelho
“Bioscreen C” (OY Growth Curves, Finlandia), capaz de ler automaticamente a DO. A
cinética de atividade da simulancina 3299 foi acompanhada por 8 h, com leituras a cada 15
min, com 5 s de agitagcdo antes de cada leitura. A suspensao celular (DOgy de 1,2) sem a
adicédo da simulancina 3299 foi empregada como controle.

7. Determinacao das condi¢coes 6timas de atividade da simulancina 3299

A atividade da simulancina 3299 foi determinada sob diferentes temperaturas e
valores de pH, conforme descrito por Maldonado, Ruiz-Barba e Jimenez-Diaz (2004),
empregando-se a bacteriocina semipurificada.

Ap6s a cromatografia de interacdo hidrofébica, o isopropanol foi evaporado e a
bacteriocina concentrada foi armazenada a -20°C, até o momento do uso. O peptideo foi
dissolvido em tampao fosfato de sodio pH 5,8 para a determinacdo da sensibilidade a
enzimas proteoliticas e o teste da acdo da temperatura sobre a atividade da simulancina
3299. Para a realizagéo do teste de agcéo do pH sobre a estabilidade da simulancina 3299, o
peptideo foi dissolvido em agua Milli-Q estéril.

Apoés a realizagdo dos testes, a bacteriocina foi diluida e a sua atividade testada,
através do método de difusdo em agar (item 2.1), contra M. luteus ATCC 4698. Em todos os

testes, foi empregado um controle que n&o recebeu tratamento.

7.1. Determinacao da sensibilidade a enzimas proteoliticas

A sensibilidade da bacteriocina a agao das enzimas tripsina (Sigma; 10 mg/ml),
protease XXIII (Sigma; 10 mg/ml) e proteinase K (Sigma; 10 mg/ml) foi testada. As enzimas
foram preparadas em Tris 0,05 M - CaCl, 0,01 M (pH 7,0) e foram empregadas 800 UB em
cada um dos testes.

A solugao contendo a simulancina 3299 semipurificada (180 pl) foi tratada com 20 pl
de cada uma das enzimas proteoliticas (completando um volume final de 200 pl), por 4 h a
37°C. Um controle contendo 180 pl da solugao da simulancina 3299 semipurificada e 20 pl
de tampao Tris/CaCl, (a fim de se obter o mesmo volume das solugdes tratadas, 200 pl) foi
empregado.
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7.2. Acao da temperatura sobre a atividade da simulancina 3299

A acdo da temperatura sobre a atividade da simulancina 3299 foi testada
empregando-se 1.600 UB em cada um dos testes. A simulancina 3299 foi submetida a
tratamento a 100°C e 121°C (autoclavagéo), separadamente, por 15 min.

7.3. Acao do pH sobre a estabilidade da simulancina 3299

A acao do pH sobre a atividade da simulancina 3299 foi testada empregando-se 400
UB em cada um dos testes.

O pH da solugéo contendo a simulancina 3299 foi ajustado, pela adigdo de HCI (0,12
M) ou NaOH (0,1 M), para 3,0, 6,0 (controle), 9,0 e 11,0. A bacteriocina foi mantida nestas
condigdes durante 2 h, a temperatura ambiente, e, em seguida, o pH foi novamente ajustado
para 6,0.

8. Efeito da concentracao de sais sobre a producao da simulancina 3299

A fim de se analisar o efeito da concentragdo de sais sobre a producdo da
simulancina 3299, a producgao desta bacteriocina foi testada na presenca de NaCl (0,7 e 2,1
M), KCI (0,7 e 2,1 M) e CaCl, (200 mM).

8.1. Cinética de crescimento da estirpe S. simulans 3299

A estirpe 3299 foi crescida em 5 ml de meio GM17 a 37°C, por 18 h, sob agitagcio
(180 rpm). Apds este periodo, a cultura foi diluida em: 10 ml do meio GM17, 10 ml de meio
GM17 acrescido de NaCl (0,7 M), 10 ml de meio GM17 acrescido de NaCl (2,1 M), 10 ml de
meio GM17 acrescido de KCI (0,7 M), 10 ml de meio GM17 acrescido de KCI (2,1 M) e 10 ml
de meio GM17 acrescido de CaCl, (200 mM), até se alcancar a DOgqo de 0,05. A partir de
cada um destes in6culos, 200 pl foram utilizados para a determinagdo da cinética de
crescimento da estirpe S. simulans 3299 em um aparelho “Bioscreen C” (DOgq). A DO foi

determinada, automaticamente, pelo aparelho a cada 30 min, durante 24 h.

8.2. Contagem das células viaveis

A partir da mesma cultura diluida (item 8.1), 5 ml foram incubados a 37°C, sob
agitacao (180 rpm). ApGs 24 h, as células vidveis em cada uma das condigées de cultivo
foram diluidas (at¢é 10°) em solucdo salina; 100 ul de cada uma das diluicdes foram
semeados em meio GM17 sélido e as placas foram incubadas a 37°C, por 18 h. Apds este

periodo, as colbnias foram contadas.

8.3. Andlise da produc¢ao da simulancina 3299
A partir de 5 ml de cultura obtidos (item 8.2), apds 24 h de crescimento da estirpe
3299, uma aliquota de 1 ml foi centrifugada (12.100 x g, por 10 min). As células foram
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descartadas e o sobrenadante foi esterilizado por aquecimento (100°C, 15 min), uma vez
que a bacteriocina mostrou-se resistente a este tratamento. A atividade da simulancina
3299, produzida em cada uma das condicoes de crescimento, foi quantificada em placa de
microdiluigao (item 2.2).

8.4. Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa R 2.9.0 (“R Foundantion
for Statistical Computing”). Como os resultados nao apresentaram distribuicdo normal, foram
realizados testes ndo paramétricos. As unidades formadoras de coldnia (UFC) e a atividade
da simulancina 3299 foram analisadas separadamente. Foram feitos os testes: Kruskal-
Wallis, para se comparar todas as condi¢des de cultivo, e Mann-Whitney, comparando-se os
meios acrescidos de sal com o meio GM17, considerando-se p < 0,05.

9. Obtencao de DNA plasmidial

9.1. Isolamento de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi isolado com o sistema comercial “Qiaprep® Spin Miniprep Kit”
(Qiagen). Para o isolamento de DNA plasmidial da estirpe S. simulans 3299, uma etapa
adicional de lise foi realizada. A estirpe 3299 foi crescida em 5 ml de meio GM17 a 37°C, por
18 h. Inicialmente, os 5 ml de cultura foram centrifugados (12.100 x g, por 5 min) e as
células foram lavadas com tampao TE (Tris/ HCI 10 mM; EDTA 1mM; pH 7,8). Em seguida,
as células foram colocadas em suspensao em 250 ul tampéao de lise P1, fornecido pelo
sistema comercial. Foram adicionados 50 pl de lisostafina (Sigma; 1mg/ ml, preparada em
agua Milli-Q) e a suspensdo foi incubada a 37°C. Apdés 30 min, o isolamento do DNA
plasmidial foi realizado seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante.

9.2. Eletroforese em gel de agarose

A preparacao de DNA plasmidial foi submetida a eletroforese em gel de agarose
0,7% [(p/v), Sigma] preparada em tampao TAE (Tris/ acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8,4),
a 60 V, por 4 h (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989). Foram utilizados 30 ul da
preparacao de DNA e 5 ul de corante para eletroforese [glicerol 50% (p/v); azul de
bromofenol 0,02% (p/v); xilenocianol 0,02% (p/v); EDTA 10 mM, pH 7,5]. O gel foi corado em
solucdo de brometo de etideo (EtBr, 1 pg/ml, Sigma), visualizado em um aparelho
transiluminador de luz UV (Vilber Lourmat) e registrado por um sistema de imagens (Vilber
Lourmat Doc-Print 001.SD).

Quando necessaério, a banda contendo o DNA plasmidial foi recortada do gel de
agarose e o DNA foi purificado, a fim de se garantir a auséncia de DNA cromossémico na

preparacao.
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9.3. Purificacao do DNA plasmidial a partir do gel de agarose

A purificagdo do DNA plasmidial a partir do gel de agarose foi realizada empregando-
-se o sistema comercial “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega), de acordo
com as instrugdes do fabricante. O produto obtido foi armazenado a 4°C e foi empregado
como molde em reagoes de PCR.

10. Isolamento de DNA gendmico

O DNA gendmico foi isolado conforme descrito por Potter et al. (2009).

As culturas foram crescidas em 10 ml de caldo TSB e incubadas por 18 h, a 37°C. As
células foram colhidas apés centrifugacdo a 12.100 x g por 10 min e lavadas em 2 ml de
tampao TE. Em seguida, as células foram colocadas em suspensdo em 900 ul de tampao
TE e distribuidas em dois microtubos. Foram, entdo, adicionados 20 ul de lisostafina (1
mg/ml, preparada em agua Milli-Q) e 20 ul de lisozima (Sigma; 1 mg/ml, preparada em agua
Milli-Q). A suspensao celular foi incubada a 37°C, por 1 h. Apds este periodo, a suspensao
foi tratada com 55 ul da solugdo de protease XXIII (Sigma; 1 mg/ml, preparada em agua
bidestilada estéril), 15 ul de SDS a 20% (p/v) e 10 ul da solucdo de RNase A (Sigma; 10
mg/ml, preparada em agua bidestilada estéril). A preparagdo foi novamente incubada a 37°C
por 2 h. ApGs este periodo, a preparagao foi tratada com 600 pl de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1), a temperatura ambiente, misturando-se as duas fases. Apds 15 min, a
preparacao foi centrifugada a 12.100 x g, por 4 min. A fase aquosa foi coletada e tratada
com 600 pl de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A preparagao foi centrifugada a 9.200 x g,
por 4 min. A fase aquosa foi coletada e novamente tratada com 600 pl de cloroférmio:alcool
isoamilico. A fase aquosa foi coletada e o DNA foi precipitado com 50 ul de solugdo de
acetato de sodio 3 M (pH 7,0) e 1 ml de etanol absoluto gelado, a -20°C, por 18 h. Apds
este periodo, a preparacao foi centrifugada a 12.100 x g, por 30 min a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o sedimento foi novamente lavado com 300 ul de etanol gelado [70%,
(v/v)], centrifugando-se a 12.100 x g, por 30 min, a 4°C. O sobrenadante foi novamente
desprezado e o sedimento secado por 10 min. O DNA foi entao dissolvido em 100 ul de

agua bidestilada estéril e estocado a 4°C, até o momento do uso.

11. PCR

Os genes envolvidos na biossintese da simulancina 3299 foram detectados por PCR.

Cada reacdo de PCR continha: 50 pmol de cada um dos oligonucleotideos
iniciadores empregados, 2,5 U de Tag-polymerase (Promega), 1X tampéo de reagdo de
PCR (Promega), 5 mM de MgCl,, 2,5 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato utilizado e 50
ng de DNA. A amplificacdo foi feita em um “Programmable Thermal Controller” (PTC-100™,
MJ Research, USA), através de uma etapa inicial de desnaturacdo a 92°C por 3 min,
seguida de 30 ciclos de 1 min a 92°C, 46-50°C por 1 min (anelamento), ajustada de acordo
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com as propriedades dos oligonucleotideos iniciadores, 1 min a 72°C (extensdo) e uma
etapa final de extensédo a 72°C, por 5 min (CEOTTO et al., 2009). Foram utilizados como
molde DNA genémico (item 10) ou DNA plasmidial (item 9.1), aproximadamente 50 ng.

Para a identificagdo do gene estrutural da simulancina 3299, os oligonucleotideos
iniciadores foram desenhados com base nos resultados obtidos a partir do sequenciamento
dos acidos aminados desta bacteriocina. Para a deteccdo dos demais genes envolvidos na
biossintese da simulancina 3299, os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com
base na sequéncia dos genes envolvidos na producdo da nukacina ISK-1, obtida no
“GenBank” (niUmero de acesso: AB125341).

Os amplicons, obtidos por PCR, foram observados em géis de agarose 1,4% (p/v),
preparados em tampao TAE. Foram utilizados 15 wl do produto da amplificagdo e 5 pl de
corante para eletroforese. Um padrdo de DNA (“100-bp DNA ladder”, Promega) foi utilizado
como marcador de tamanho molecular. A corrida eletroforética foi realizada a 90 V durante
uma hora. O gel foi corado em solugdo de EtBr e os fragmentos amplificados foram
visualizados em um aparelho transiluminador de luz UV e registrados por um sistema de

imagens.

12. Quantificacao de acidos nucleicos
Todos os 4&cidos nucleicos purificados, empregados neste trabalho, foram
quantificados pelo equipamento NanoDrop-ND1000-Spectrophotometer (Saveen Werner),

conforme as instrucdes do fabricante.

13. Clonagem
Os amplicons de interesse foram purificados, clonados e sequenciados.

13.1. Purificacdo dos amplicons
Os amplicons foram purificados com o sistema comercial “Wizard® SV Gel and PCR
Clean-up System” (Promega), conforme as instrugdes do fabricante.

13.2. Ligacao
Os amplicons purificados e dosados (item 12) foram ligados ao vetor pGEM-T Easy

(Promega), também conforme as instrugées do fabricante.

13.3. Preparo das células competentes de E. coli DH5a.

As células de E. coli DH5a foram cultivadas em 5 ml de caldo LB a 37°C, por 18 h,
sob agitacdo (120 rpm). Foram inoculados 2,5 ml desta cultura em 50 ml do mesmo meio,
que foi novamente incubado a 37°C, a 120 rpm, por mais 2 h. Em seguida, as células foram

centrifugadas a 9.200 x g por 10 min, em tubos de centrifuga previamente gelados. As
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células foram suspensas em 25 ml de MgCl, 0,1 M também gelado e incubadas por 10 min,
no gelo. As células foram centrifugadas a 9.200 x g por 10 min e suspensas em 25 ml de
CaCl, 0,1 M gelado. As células foram novamente centrifugadas a 9.200 x g por 10 min,
suspensas em 1,25 ml de CaCl, 0,1 M gelado contendo glicerol a 14 % (v/v) e foram
novamente incubadas no gelo por 20 min. As células foram armazenadas em aliquotas de

100 wl em microtubos estéreis, a -70°C, até o momento do uso (MESSING, 1983).

13.4. Transformacéo das células competentes de E. coli DH5a

Foram acrescidos 10 ul do produto da ligacdo (item 13.2) a uma aliquota de células
competentes de E. coli DH5a (100 pl). Esta mistura permaneceu no gelo por 45 min e foi
submetida a um choque térmico a 42°C por 2 min. Em seguida, 1 ml de caldo LB foi
adicionado a mistura, que foi incubada a 37°C por 2 h, a 120 rpm. Foram semeados 100 pl
da suspensdo bacteriana em quatro placas contendo meio LB acrescido de ampicilina (75
ug/ml, preparada em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH8,0), IPTG (40 ug/ml, preparado em
agua) e X-Gal (75 ug/ml, preparado em dimetilformamida e estocado ao abrigo da luz), que
foram incubadas por 18 h a 37°C (MESSING, 1983).

As col6nias brancas, provavelmente contendo o inserto, foram cultivadas em 10 ml
de caldo LB acrescido de ampicilina, por 18 h a 37°C. Esta cultura foi utilizada para a
extracdo de DNA plasmidial (item 9.1). O DNA purificado foi eluido em 100 ul de agua livre
de nucleases, contida no sistema, e utilizado para se confirmar a presencga do inserto e para

o sequenciamento do fragmento de interesse.

13.5. Analise dos transformantes obtidos

O DNA plasmidial dos transformantes (50 ng) foi empregado como molde para a
amplificagdo do fragmento clonado, por PCR (item 11), visando a deteccdo da presencga do
inserto.

14. Sequenciamento do fragmento clonado

Seis clones foram sequenciados para cada um dos insertos. O sequenciamento dos
fragmentos desejados foi realizado no laboratério do Dr. Ingolf Nes (“Norwegian University of
Life Sciences”), em sequenciador automatico, modelo 3100 (Applied Biosystems), de acordo
com as instrucdes do fabricante.

A reacdo de sequenciamento continha 1 ul do DNA do vetor contendo o inserto
desejado (aproximadamente 200 ng), 0,35 ul do oligonucleotideo iniciador empregado [3,2
pmol; pUC/M13 “forward” (*GTTTTCCCAGTCACGAC®), ou pUC/M13 ‘“reverse”
(*CAGGAAACAGCTATGAC?)], 6,15 ul de agua Milli-Q e 2,5 pl do sistema comercial “ABI
PRISM BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems). Ambas as fitas do

inserto foram sequenciadas.
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15. Analises in silico das sequéncias de DNA
As analises das sequéncias nucleotidicas foram realizadas através dos programas:

v' "ClustalW2™" (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2),

v' “NEBcutter V2.0” (New England Biolabs, www.neb.com).

v' “Blastn” (“National Center for Biotechnology Information” — NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov),
“Web Map Preferences” (pga.mgh.harvard.edu/web_apps/web_ma),
“Translate” (ExPASy Proteomics Server, http://ca.expasy.org),

TMu (

"InterProScan ExPASy Proteomics Server, http://ca.expasy.org) e

NSERNEENERN

“Blast Conserved Domains” (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov).

16. Analise da transcricao do gene estrutural da simulancina 3299
A andlise da transcricao do gene estrutural da simulancina 3299 foi realizada através
de RT-PCR (adaptado de STRAUME et al., 2007).

16.1. Obtencao de RNA

A estirpe S. simulans 3299 foi crescida em 5 ml de caldo GM17 e incubada por 8 h, a
37°C. Aproximadamente 10° células foram colhidas apds centrifugacdo a 12.100 x g por 10
min, a 4°C, e lavadas em 2 ml de tamp&do TE livre de RNases. Em seguida, as células
foram colocadas em suspensao em 700 ul de tampao TE, também livre de RNases. Foram,
entdo, adicionados 25 ul de lisostafina (40 mg/ml, preparada em agua bidestilada estéril) e
20 pl de lisozima (10 mg/ml, preparada em agua bidestilada estéril). A suspenséao celular foi
incubada a 37°C, por 30 min. Apds este periodo, o isolamento do RNA foi realizado
empregando-se o sistema comercial “RNeasy" (Qiagen), conforme as instrugdes do
fabricante.

O RNA foi dissolvido no tampao RDD [fornecido pelo sistema comercial “RNase-Free
DNase Set" (Qiagen)] e tratado com 20 U da DNase | livre de RNases (Invitrogen), por 30
min a temperatura ambiente, a fim de se garantir a auséncia de DNA na preparacao. Apds
este periodo, a solugdo foi tratada com 100 pl de fenol:cloroférmio (1:1) e centrifugada a
12.100 x g por 2 min, a 4°C. A fase aquosa foi coletada e o RNA foi precipitado com dois
volumes de etanol absoluto gelado, a -20°C por 18 h. Apds este periodo, a preparacgao foi
centrifugada a 12.100 x g por 30 min, a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
foi novamente lavado com 300 pl de etanol gelado a 70% (v/v), centrifugando-se a 12.100 x
g por 30 min, a 4°C. O sobrenadante foi novamente desprezado e o sedimento secado por
10 min a 45°C, em um "SpeedVac Concentrator" (SPD2010-Savant). O RNA foi, entéo,
dissolvido em 20 ul de agua Milli-Q, livre de RNases e estocado a -70°C, até o momento do

uso.
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16.2. Sintese do cDNA
O cDNA foi sintetizado empregando-se o sistema comercial "SuperScript™ IlI
Reverse Transcriptase" (Invitrogen), conforme as instrucdes do fabricante, e 500 ng de RNA

como molde (dosado conforme descrito no item 12).

16.3. RT-PCR

A RT-PCR foi realizada conforme descrito no item 11, empregando-se 100 ng de
RNA (dosado conforme descrito no item 12) como molde. Dois pares de oligonucleotideos
iniciadores foram utilizados. O primeiro par foi utilizado para a detecdo do mRNA
correspondente ao gene estrutural da simulancina 3299 (item 11). O segundo par foi
utilizado para a deteccdo do mRNA do gene gyrA ("housekeeping") de S. aureus. Para o
desenho desses oligonucleotideos iniciadores, as sequéncias do gene em questdo, de
diferentes espécies de Staphylococcus spp., foram comparadas e os iniciadores foram
desenhados a partir de regides conservadas do gene gyrA.
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RESULTADOS

1. Cinética de producao da simulancina 3299

A cinética da producao da simulancina 3299 foi determinada nos meios BHI e GM17,
por 12 h (FIGURA 10).

Entre 6 e 8 h, a estirpe 3299 apresentou maior crescimento em meio GM17 do que
em meio BHI. Ap6s 6 h, a DOy observada foi de aproximadamente 1,5 e 4,0 nos meios
BHI e GM17, respectivamente. Uma diferenca menos marcante foi detectada apos 8 h de
crescimento: DQgy de aproximadamente 3,0, em meio BHI e 4,0, em meio GM17.
Entretanto, ap6s 10 e 12 h, o crescimento da estirpe 3299 mostrou-se similar nos dois meios
de cutura (DOgy de aproximadamente 5,0 e 6,0, respectivamente).

A producédo da simulancina 3299 comecou a ser detectada apos 6 h de crescimento
da estirpe 3299 e apresentou um aumento proporcional nos dois meios de cultura. Apés 6 h,
quando o crescimento da estirpe 3299 havia sido mais acentuado em meio GM17, foram
detectadas 20 UB/mI, em meio BHI, e 40 UB/mI, em meio GM17. Entre 8 e 12 h, quando o
crescimento da estirpe 3299 foi similar nos dois meios testados, pdde-se detectar a
producao maxima desta bacteriocina: em meio BHI, a estirpe 3299 produziu 40 UB/ml, e, em
meio GM17, foram produzidas 80 UB/ml.

Uma vez que a producdo de simulancina 3299 foi duas vezes maior em meio GM17
e alcancou o seu maximo apés 8 h de crescimento, estas condicbes foram selecionadas

para as etapas seguintes deste trabalho.

2. Purificacao e caracterizacado molecular da simulancina 3299

Apos cromatografia de interagao hidrofdbica, cromatografia de troca catidnica e duas
corridas de HPLC, a simulancina 3299 foi purificada a partir do sobranadante da cultura da
estirpe S. simulans 3299, cultivada em 1 litro de GM17, a 37°C, por 8 h.

O sobrenadante da cultura da estirpe 3299 continha um total de 320.000 UB. Apés a
cromatografia de interagdo hidrofébica, foram recuperadas 128.000 UB (40%), em 100 ml de
isopropanol 70%, que foram submetidas a cromatografia de troca catidénica. O eluato foi
recolhido em fragdes de 10 ml e a bacteriocina foi eluida, predominantemente, nas duas
primeiras fragbes de NaCl 1 M (em um total de 51.200 UB). Estas duas fragbes (20 ml)
foram submetidas a HPLC. As fragbes 11, 12 e 13 da segunda HPLC (FIGURA 11), com um
volume de 500 pl cada, apresentaram maior atividade antimicrobiana, 25.600 UB/ml, 51.200
UB/ml e 12.800 UB/ml, respectivamente. Isso significa que 87,5% da bacteriocina, aplicada
nas colunas de HPLC, foram recuperados. Portanto, estas fragbes foram empregadas para

a determinacao da massa molecular e para o sequenciamento dos acidos aminados.
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FIGURA 10: Cinética de producao da simulancina 3299 nos meios BHI e GM17. Barras
pretas, atividade de bacteriocina produzida em meio BHI; barras cinzas, atividade de
bacteriocina produzida em meio GM17. Em ambos os casos, a estirpe indicadora
empregada foi M. luteus ATCC 4698. A, curva de crescimento de S. simulans 3299 em meio
BHI; e, curva de crescimento de S. simulans 3299 em meio GM17. Os resultados

apresentados representam a média de dois experimentos independentes.
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A massa molecular da simulancina 3299 foi estimada em 2.957,3 Da (FIGURA 11) e
0 sequenciamento do peptideo revelou apenas uma pequena sequéncia, de sete acidos
aminados: KKKSGVI, correspondentes ao terminal amino do peptideo. O sequenciamento
foi bloqueado depois do sétimo acido aminado (1).

3. Identificacao do gene estrutural da simulancina 3299

A analise dos sete primeiros acidos aminados presentes no peptideo maduro da
simulancina 3299 revelou identidade com a nukacina ISK-1, um lantibiético produzido pela
estirpe S. warneri ISK-1, isolada de um “nukadoko”, no Japao (SASHIHARA et al., 2000).

Com base na sequéncia do gene estrutural da nukacina ISK-1 depositada no
“GenBank” (numero de acesso: AB125341), foram desenhados os oligonucleotideos
iniciadores nukAF e nukAR (TABELA 5), a fim de se detectar, por PCR, o gene estrutural
desta bacteriocina, nukA, na estirpe S. simulans 3299. O DNA genémico da estirpe 3299 foi
utilizado como molde nesta reacao.

Um fragmento de 195 pb, correspondente ao amplicon esperado, foi amplificado
(FIGURA 12). O amplicon obtido foi clonado no vetor pGEM T-Easy e transferido para E.
coli DH5-a. O DNA plasmidial de seis transformantes, contendo o inserto desejado, foi
isolado e o seu inserto foi sequenciado. As sequéncias obtidas foram alinhadas pelo
programa "ClustalW2™". Comparagées entre a sequéncia do gene estrutural da nukacina
ISK-1 e a sequéncia-consenso gerada, também pelo programa "ClustalW2™", revelaram
uma sequéncia idéntica ao gene nukA. Sendo assim, pdde-se concluir que a simulancina
3299 e a nukacina ISK-1 sao codificadas por genes estruturais idénticos e que, portanto, a
simulancina 3299 é um lantibidtico de 27 acidos aminados do subtipo All, pertencendo a
familia da lacticina 481.

4. Localizacao dos determinantes genéticos relacionados a produgao da simulancina
3299

A producdo de bacteriocina geralmente est4 associada a presenca de plasmideos
nas células bacterianas. Entretanto, os genes que codificam algumas bacteriocinas estao
localizados no cromossomo da estirpe produtora (JACK, TAGG & RAY, 1995).

A estirpe S. warneri ISK-1, produtora da nukacina ISK-1, possui dois plasmideos, o
pPl-2, com 2,5 kb (ASO et al., 2005a), e o pPI-1, com 30,2 kb, no qual se encontram
localizados os genes envolvidos na biossintese deste lantibiético (SASHIHARA et al., 2000).
A estirpe S. simulans 3299 também apresenta dois plasmideos, um com 3,5 kb e 0 segundo
>25 kb (NASCIMENTO et al., 2005), designado pRJ97.

A fim de se determinar a localizacdo dos genes relacionados com a producao da
simulancina 3299, os oligonucleotideos iniciadores nukM2 e nukT1 (TABELA 5) foram
utiizados para se amplificar a regidao intergénica entre nukM (que codifica uma enzima
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FIGURA 11: Purificacdo e caracterizacdo molecular da simulancina 3299. A, eluicdo da
simulancina 3299 em um gradiente de agua e isopropanol (0 a 100%), contendo TFA 0,1%,
apoés HPLC na coluna “Sephasil Peptide Cg”, acompanhada a 214 nm. B, Espectrometria de
massa MALDI-TOF. A seta indica as fracdes que apresentaram maior atividade
antimicrobiana e foram empregadas para a determinagdo da massa molecular e para o
sequenciamento dos &cidos aminados da bacteriocina. Linha cinza, concentracdo de
isopropanol.
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FIGURA 12: Deteccdo do gene nukA por PCR. Gel de agarose a 1,4% (p/v) mostrando o
produto de amplificacdo do gene nukA, submetido a uma corrida eletroforética por 1 h a 90
V. A, reagdo empregando-se o pRJ9 como molde (controle negativo); B, padrdo “100-pb
DNA ladder”; C, amplificacdo do gene nukA, empregando-se o DNA total da estirpe 3299

como molde. Os numeros a esquerda do gel representam padroes de tamanho molecular.
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envolvida na modificagdo da nukacina ISK-1) e nukT (que codifica uma proteina envolvida
no processamento e no transporte deste lantibiético). O plasmideo pRJ97 purificado, a partir
do gel de agarose, foi empregado como molde.

O amplicon esperado deveria possuir 686 pb e um fragmento de aproximadamente
700 pb, correspondente a regiao entre os genes nukM e nukT, foi detectado (FIGURA 13),
demonstrando que os determinantes genéticos relacionados a produgdo da simulancina

3299 estao localizados no plasmideo pRJ97.

5. Organizagao genética relativa a simulancina 3299

Os determinantes genéticos dos lantibiéticos podem estar organizados sob a forma
de operons. Analises comparativas desses genes sugerem que se tratam de sequéncias
conservadas envolvidas em fungdes similares (MCAULIFFE, ROSS & HILL, 2001). Por isso,
a organizagao dos genes envolvidos na biossintese da simulancina 3299 foi investigada.

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com base na sequéncia dos
genes envolvidos na biossintese da nukacina ISK-1, obtida no “GenBank” (nimero de
acesso: AB125341), visando-se a amplificacdo das regides de dois genes adjacentes de
cada vez: orfl e nukA, nukA e nukM, nukM e nukT, nukT e nukF, nukF e nukE, nukE e
nukG, e nukG e nukH (TABELA 5). O DNA gendmico da estirpe 3299 foi empregado como
molde.

Os amplicons correspondentes as regides entre os genes nuk foram detectados em
todas as PCR realizadas (FIGURA 14). Estes resultados sugerem que os genes envolvidos
na producdo da simulancina 3299, localizados no pRJ97, encontram-se na mesma ordem
dos determinantes genéticos da nukacina ISK-1, localizados no plasmideo pPI-1. Entretanto,
o amplicon correspondente a regiao intergénica entre orfl e nukA apresentou
aproximadamente 1.350 pb, enquanto o amplicon esperado seria de 755 pb (TABELA 6).

Os genes relacionados a produgao da simulancina 3299 serdo doravante chamados
sim. A sequéncia correspondente ao gene simA foi depositada no “GenBank” (nimero de
acesso: GQ380548).

5.1. Clonagem e sequenciamento de DNA

O amplicon correspondente a regido entre os genes orf1 e simA (aproximadamente
1.350 pb) foi clonado no vetor pGEM T-Easy e transferido para E. coli DH5-a. O DNA
plasmidial de seis transformantes, contendo o inserto desejado, foi isolado e ambas as fitas
do fragmento foram sequenciadas. As sequéncias obtidas foram alinhadas pelo programa
“ClustalW2™” e uma sequéncia-consenso foi gerada. As sequéncias de DNA obtidas foram
reunidas e submetidas a andlises in silico.
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TABELA 5: Oligonucleotideos iniciadores empregados para a detecgédo dos genes nuk.

Genes ou Regioes a Serem
Amplificados

Oligonucleotideos Iniciadores

Tamanho do Amplicon
Esperado (pb)

nukA

nukG - nukH

“Forward”:

“Reverse”:

“Forward”:

“Reverse”:

"Forward”:

"Reverse”:

"Forward”:

"Reverse”:

"Forward”:
"Reverse”:
“Forward’:
“Reverse”:

“Reverse”:

nukAF °>AGGAGGTAACAAACATGG®

nukAR *CCCCTTTTTATGAACAACAAG®

¥nukF1 SGGATCTAAGCCGTTAGTAG®

nukF2 " GGCTAATACAGTAGGTATC®

nukE1 *CTTCCTACTAATGCTGATAC?®

nukH1 *GCAGATGATATTAACTATAGAG®

525




1.000 pb =——3

700 pb ——3»
500 pb =

FIGURA 13: Localizagcdo dos determinantes genéticos relacionados a producdo da
simulancina 3299 por PCR. Gel de agarose a 1,4% (p/v) mostrando o produto de
amplificagdo da regido intergénica entre nukM e nukT, submetido a uma corrida
eletroforética por 1 h a 90 V. A, padrdo “100-pb DNA ladder”; B, reagdo empregando-se 0
plasmideo pRJ9 como molde (controle negativo); C, amplificagdo empregando-se o
plasmideo pRJ97 como molde. Os nimeros a esquerda do gel representam padrdes de

tamanho molecular.
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orff nukA nukvi nukT

B A B CDETF G H

1.000 pb 9

FIGURA 14: Organizagdo genética relativa a simulancina 3299, analisada por PCR. A,
organizagao genética relativa a nukacina ISK-1 (adaptado de ASO et al., 2004b). B, gel de
agarose 1,4% (p/v) mostrando os produtos de amplificagdo submetidos a uma corrida
eletroforética por 1 h a 90 V: A, padrdo “100-pb DNA ladder”; amplificacdo da regido
intergénica entre: B, orf1 e nukA; C, nukA e nukM; D, nukM e nukT; E, nukT e nukF; F, nukF
e nukE; G, nukE e nukG; e H, nukG e nukH. Os numeros a esquerda do gel representam

padrées de tamanho molecular.
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TABELA 6: Analise da organizagao genética da simulancina 3299, por PCR.

Regiao Amplificada

Tamanho Esperado (pb)

Tamanho Aproximado dos

Fragmentos Obtidos (pb)
orf1 e nukA 755 1.350
nukA e nukM 782 800
nukM e nukT 686 750
nukT e nukF 656 650
nukF e nukE 839 800
nukE e nukG 657 700
nukG e nukH 550 500
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5.2. Andlises in silico

A anadlise da sequéncia nucleotidica de ambas as fitas da regiao entre os genes orf1
e simA, com os programas "ClustaW2™" e “NEBcutter V2.0”, mostrou que o fragmento
apresenta 1.449 pb e um sitio para a enzima de restricdo EcoRI (FIGURA 15).

Uma unica ORF, capaz de codificar um polipeptideo com 224 acidos aminados, foi
encontrada na sequéncia nucleotidica através de analises com o programa “Web Map
Preferences”. A montante desta ORF, esta presente uma sequéncia RBS (AGGAG) e as
regides -35 (TTGCCA) e -10 (TATAAT) do promotor do tipo 0’°. A regido -35 esta localizada
no terminal esquerdo, onde se encontra uma das repeticdes invertidas de um elemento IS
(FIGURA 186).

Andlises realizadas com o programa “Blastn” revelaram que a ORF encontrada
apresenta 97% de identidade com genes que codificam as transposases dos elementos
I1IS257/431 presentes em S. aureus MUHMRSA6129, S. epidermidis RP62A, S. haemolyticus
MuHMRSH9307 e S. saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC15305.

A ORF encontrada foi traduzida pelo programa “Translate” (FIGURA 16). Analises

™ o “Blast Conserved Domains” revelaram que a

com os programas “InterProScan
transposase presente na 1S257/431, identificada no presente trabalho, apresentou
similaridade com familias rve de integrases e de transposases 11, 12 e mut.

O elemento 1S257/431, encontrado entre os genes orfl e simA, possui 791 pb,
repeticdes invertidas de 17 pb, 33% de C+G e 67% de A+T. A ORF identificada,
correspondente ao gene da transposase (675 pb), encontra-se na mesma direcdo dos genes
orfl e simA (FIGURA 17). A sequéncia do elemento IS encontrado foi depositada no
“GenBank” (nimero de acesso: GQ380549).

A insercao dos elementos 1S257/431, geralmente, causa uma duplicacao de 8 pb no
sitio-alvo (MAHILLON & CHANDLER, 1998). Porém, essa duplicagdo nao foi encontrada na
sequéncia analisada.

O alinhamento das sequéncias da regido intergénica entre orfl e SimA/nukA,
presente na estirpe S. simulans 3299 (sem a sequéncia de insercao) e na estirpe S. warneri
ISK-1, realizado pelo programa “ClustalW2™” (FIGURA 18), revelou uma diferenca de 97
pb, sugerindo que a insercao da 1S257/431 causou uma delecao no pRJ97, a partir da
posicdo 443 da regido entre os genes orf1 e simA, na estirpe 3299. Além disso, pdde-se
também observar oito substituicdes de pares de bases do tipo transicao e duas substituicoes
de pares de bases do tipo transversao, nesta regiao intergénica, além da delecdo de 1 pb e

da inser¢ao também de 1 pb.
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AGGAGGTAACAAACATGGAAAATTCTAAAGTTATGAAGGACATTGAAGTAGCAAATTTATTAGAAGAGGTTCAAGAAGATGAA
TTGAATGAAGTCTTAGGAGCTAAGAAAAAGTCAGGAGTAATCCCAACTGTGTCACACGATTIGCCATATGAATTCTTTCCAATT
TGTATTTACTTIGTTGTTCATAAAAATGGGAATGTTGTAAAATCAGTAAAAATAACTTCAAGTGATACTTACTTTAGTTTTTTA
TTGATTAACATGATACTAACATTATGGCATGGCGAAAATCCGTAGTTTTGAAAAGAGCTACGGATTTTTTATGAACCGTAAAA
CATATATAGTGTCTTTAGTTATTGTATTTTGGAGAATATTGAAACCTTAATATTTTGTTCTTTCCAGCTTTTATTAAGATAAC
TTCATCGAAGGCAATTTATTGGCAACAAGGTTCTGTTGCCAAGTTGAATTTATAGTATAATTTTAATAAAAAGGAGTCTTTTG
TATGAACTATTTCAGATATAAACAATTTAACAAGGATGCTATCACTGTAGCCGTTGGCTACTATCTAAGATATGCATTGAGTT
ATCGTGATATATCTGAAATATTAAGGGAACGTGGTGTAAACGTTCATCATTCAACGGTCTACCGTTGGGTTCAAGAATATGCC
CCGATTTTATATCAAATTTGGAAGAAAAAGCATAAAAAAGCTTATTACAAATGGCGTATTGATGAGACGTACATCAAAATAAA
AGGAAAATGGAACTATTTATATCGTGCCATTGATGCAGAGGGACATACATTAGATATTTGGTTGCGTAAGCAACGAGATAATC
ATGCAGCATATGTATTTATCAAACGTCTCATTAAACAATTTGGTAAACCTCAAAAGGTAATTACAGATCAGGCACCTTCAACG
AAGGTAGCAATGGCTAAAGTAATTAAAGCTTTTAAACTTAAACCTGACTGTCATTGTACATCGAAATATCTGAATAATCTCAT
TGAGCAAGATCACCGTCATATTAAAGTAAGAAAGACAAGATATCAAAGTATCAATACGGCAAAGAATACTTTAAAAGGTATTG
AATGTATTTATGCTCTATATAAAAAGAACCGCAGGTCTCTTCAGATCTACGGATTTTCGCCATGCCACGAAATTAGGCATATG
TTAGCCAGTTAAGGGAAAAACGACAGAATAAAATGGTAATTAGCTATATTTTTCTAACTTTGCAACAGAACCAAAAATGTGAT
ACATTAATGAAGTGAGGTTGGTTTTAATTTTTTATCGATAAAGGAATGGGAAGCATTGATTTTATGAAGAAAATAAATACTAT
TATTATAGACGATAATGCAACTACTAGAGAGGATTTAAAAGTAAATCTATCTTACTTCTCATTTGTTTCATGTAAAGGTACAT
TTAGTGAATATATTGAAGCCAAAAATACCCTAGATAAG

FIGURA 15: Sequéncia nucleotidica do fragmento contendo a regido entre os genes orf1 e
simA, presente no plasmideo pRJ97. Em negrito e sublinhado, destaca-se o sitio para a
enzima EcoRI (GAATTC).
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-35 =10 RBS
GGTTICIGTITGCCAAGTTGAATTTATAGTATAATTTTAATAAAAAGGAGTCTTTTGTATGAACTATTTCAGATATAAACAATTT
M N Y F R Y K Q F

AACAAGGATGCTATCACTGTAGCCGTTGGCTACTATCTAAGATATGCATTGAGTTATCTGATATATCTGAAATATTAAGGGAA
N K DA I TV AV G Y YL RYAULS Y RDTI S E I L R E

CGTGGTGTAAACGTTCATCATTCAACGGTCTACCGTTGGGTTCAAGAATATGCCCCGATTTTATATCAAATTTGGAAGAAAAA
R GV NV HH S TV Y RWV Q E Y A P I UL Y Q I W K K

GCATAAAAAAGCTTATTACAAATGGCGTATTGATGAGACGTACATCAAAATAAAAGGAAAATGGAACTATTTATATCGTGCCA
K H K KA Y Y KWURIDETYTI K I K G KWNYUL Y R A

TTGATGCAGAGGGACATACATTAGATATTTGGTTGCGTAAGCAACGAGATAATCATGCAGCATATGTATTTATCAAACGTCTC
I DA EGHTULDTIWUILRIKOQIRIDNU-HA AWM AY YV F I KR L

ATTAAACAATTTIGGTAAACTCAAAAGGTAATTACAGATCAGGCACCTTCAACGAAGGTAGCAATGGCTAAAGTAATTAAAGCT
I K Q F G K P Q K Vv I TU D QA AUP ST KV AMAIKV I K A

TTTAAACTTAAACCTGACTGTCATTIGTACATCGAAATATCTGAATAATCTCATTGAGCAAGATCACCGTCATATTAAAGTAAG
F K L K P D CHCT S K YL NNUILTIUE QU DU HIZRUHTII K VR

AAAGACAAGATATCAAAGTATCAATACGGCAAAGAATACTTTAAAAGGTATTIGAATGTATTTATGCTCTATATAAAAAGAACC
K T R ¥ Q S I N T A K NT L K G I E C I Y A L Y K K N

GCAGGTCTCTTCAGATCTACGGATTTTCGCCATGCCACGAAATTAGGCATATGTTAGCCAGTTAAGGGAAAAACGACAGAATA
R R s L Q I ¥ G F s P C HE I R HMTUL A S

AAATGGTAATTAGCTATATTTTTCTAACTTTGCAACAGAACC
-35 (orfl simulancina 3299)

FIGURA 16: IS257 encontrada na regiao entre os genes orf1 e simA, do plasmideo pRJ97,
da estirpe S. simulans 3299. Sombra cinza, repeticoes invertidas; negrito, traducdo da ORF
presente na regido entre os genes orf1 e simA; cédons de inicio e de terminagao (negrito e
sublinhado); -10, -35, regides do promotor do tipo ¢”° (sublinhado); RBS, sitio de ligacdo aos
ribossomos (sublinhado).
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FIGURA 17: Representagdo das organizacdes genéticas relativas a simulancina 3299 e a
nukacina ISK-1. Os genes estruturais, nukA e simA, estdo representados em preto, a
IS257/431 esta representada sob a forma de retangulo e os demais genes envolvidos na
biossintese da nukacina ISK-1 e da simulancina 3299 estao representados com diferentes
texturas de acordo com a sua fungéo. As setas indicam a dire¢éo de transcricdo dos genes.
Os genes que apresentam a mesma fungao estao representados com a mesma textura. Os

genes nao estdo representados em escala.
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simA —

PRJS7 AGGAGGTAACAAACATGGAAAATTCTAAAGTTATGAAGGACATTGAAGTAGCAAATTTAT 60
pPI-1 AGGAGGTAACAAACATGGAAAATTCTAAAGTTATGAAGGACATTGAAGTAGCAAATTTAT 60
Kk Ak Ak Ak Ak h kA kA kA h kA kA Ak kA hkhkkhkh kA hkhkh kA hkhkhkrhk kA hkhkhkkxkx
RBS nukA —
PRJS7 TAGAAGAGGTTCAAGAAGATGAATTGAATGAAGTCTTAGGAGCTAAGAAAAAGTCAGGAG 120
pPI-1 TAGAAGAGGTTCAAGAAGATGAATTGAATGAAGTCTTAGGAGCTAAGAAAAAGTCAGGAG 120
Kk Ak hk kA kA hkh kA Ak hkh kA Ak Ak Ak kA hkhkkhkh kA hkhkh kA kA hkr kA kA hkkhkxkx
PRJST TAATCCCAACTGTGTCACACGATTGCCATATGAATTCTTTCCAATTTGTATTTACTTGTT 180
pPI-1 TAATCCCAACTGTGTCACACGATTGCCATATGAATTCTTTCCAATTTGTATTTACTTGTT 180
Ak hkhkhhhkkhkhkhhhhhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkkhkkhkhkhkkhkhhkhhkhhhkhhkhkhhhhkhhkhkhkxkxx
PRJIST GTTCATAAAAATGGGAATGTTGTAAAATCAGTAAAAATAACTTCAAGTGATACTTACTTT 240
pPI-1 GTTCATAAAAAGGGGAATGTTGTAAAATCAGTAAAAATAACTTTAAGTGATACTTACTTT 240
hkhkhkhkhhhkhkhkhkh dhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkkhkhkhkhkxk * ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kkk
PRI AGTTTTTT-ATTGATTAACATGATACTAACATTATGGCATGGCGAAAATCCGTAGTTTTG 299
pPI-1 AGTTTTTTTATTGATTAACATGATACTAATATTATGGCATGGCGAAAATCCGTAGTTITTG 300
hAhkhkhkhhhkh Khhkkhkkhkkhhkkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkkkx Ahk Ak kA Ak hkhkhkkhkkhkhkhdhhkhkhkhhkhkhkhhhkhx*x*x
PRJS7 AAAAGAGCTACGGATTTTTTATGAACCGTAAAACATATATAGTGTCTTTAGTTATTGTAT 359
pPI-1 AAAAGAACTACGGATTTTTTATGAACCGTAAAACATATATAGTGTCTTTAGTTATTGTAT 360
hkhkhkhkhh Khhkkhhhhhhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhkhkkhkkhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhhkhkhhkhhkhhkhkhkkxkxx
PRJST TTTGGAGAATATTGAAACCTTAATATTTTGTTCTTTCCAGCTTTTATTAAGATAACTTCA 419
pPI-1 TTTGGAGAGTATTGAAACCTTAATATTTTGTTCTTTCCAGCTTTTATTAAGATAACTTCA 420
hkhkhkhkhhhkh Khhkkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkkhkkhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkkkxx
v
PRJIST TCGAAGGCAATTTATTGGCAACAA——————————————————— — —— — — — — — — — — —— — ——— 443
pPI-1 TCGAAGGCAATTTATTGGCAACAATTACTTGAAGTCTAGCAGATATACTTTACAAAATAA 480
khkhkhkkhkhhkhkhkhkhhkkhhhkhhkhhkkkxx
PRIOT  mmmmmmmee ARRAA——————m 448
pPI-1 TCTTACAATCTATCAATTTAAAAAAATTTTAAAGTTCATTTAATAATAATGATTTAARAA 540
KA KKK —35(orfl nukacina ISK-1)

-10 (orfl simulancina 3299)
pRJIS97 = TGTGATACATTAATGAAGTGAGGTTGGTTTTAATTTTTTATCGATAAAGGAATG 502
pPI-1 AATAATTGTGATATATTAATGAAGTAAGGTTGGTTTTAATTTTTTATTGATAAAGGAATG 600

hkhkhkhkkhkhk *hkhkkhkkhhkhkhkhkhkd hhhhkkhkhhkhkhrhkhkhhkhkrhrhkhkhkhk *hkkhhkhkhkrhkkxkkx

-10 (orfl nukacina ISK-1)

PRJIST GGAAGCATTGATTTTATGAAGAAAATAAATACTATTATTATAGACGATAATGCAACTACT 562
pPI-1 GGAAA-ATTGATTTTATGAAAAAAATAAATGCTATTATTATAGACGATAATGCAAGTACT 659
* kK x khkhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkh *hkhkhkkkkkxx Ak kA hkhhkhkhkkhkkhkhkkhkhdhd,khkhkkhhkhkhh*x *x*x*x
RBS orfl —
PRJST AGAGAGGATTTAAAAGTAAATCTATCTTACTTCTCATTTGTTTCATGTAAAGGTACATTT 622
pPI-1 AGAGAGGATTTAAAAGTAAATCTATCTTACTTCTCATTTGTTTCATGTAAAGGTACATTT 719
Ak hkhkhhhkhkhkhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhkhhhkhhhkhhhhkhhhkhkxkxx
PRJIST AGTGAATATATTGAAGCCAAAAATACCCTAGATAAG 658
pPI-1 AGTGAATATATTGAAGCCAAAAATACCCTAGATAAG 755

khkkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrkhrhkkhhkhkrkrhkhkhkhkhkrhrhkhhhkxx

FIGURA 18: Alinhamento das sequéncias da regido intergénica entre os genes orfl e
nukA/simA, presentes nos plasmideos pRJ97 (S. simulans 3299), excetuando-se a
sequéncia de insercdo, e pPI-1 (S. warneri ISK-1), pelo programa “ClustalW2™". Negrito,
genes nukA/simA e orft, *, ponto de insergdo da 1S257/431; sombra cinza, regido da
delecdo no pRJ97 (causada provavelmente apos a insercdo da 1S257/431); sublinhado,
regides -10 e -35 do promotor do tipo o’ e RBS, sitio de ligagdo aos ribossomos
(SASHIHARA et al., 2000).
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Embora apenas um pequeno fragmento do gene orf1 tenha sido sequenciado, duas
substituicbes de pares de bases do tipo transicdo e uma do tipo transversdo foram
encontradas. A tradugdo da sequéncia do gene orfl, presente na estirpe 3299, pelo
programa “Translate”, revelou que a primeira transicdo encontrada nao geraria troca de
acido aminado, caracterizando uma mutacdo silenciosa. Entretanto, as outras duas
substituicdes gerariam troca de acidos aminados na sequéncia da proteina codificada: uma
alanina (acido aminado apolar) seria substituida por uma treonina (acido aminado polar nao
carregado) - caracterizando uma mutagao “missense” ndo-conservativa, € uma serina (acido
aminado polar nao carregado) também seria substituida por uma treonina - caracterizando

uma mutacao “missense” conservativa.

6. Anadlise da transcricao do gene estrutural da simulancina 3299

A andlise da transcricdo do gene estrutural da simulancina 3299, simA, foi
realizada através de RT-PCR. A deteccdo do gene simA foi feita empregando-se os
oligonucleotideos nukAF e nukAR (TABELA 5). Os oligonucleotideos iniciadores girFH
(*GCGTGAATCATTTTTAGATTATGCG®) e girRH (*CGGTTACCACGTAGTCCATAG?),
desenhados a partir da sequéncia-consenso do gene gyrA, foram empregados para a
deteccao do produto deste gene. A temperatura de anelamento desta reacao foi 53°C.

Os amplicons correspondentes ao produto dos genes simA (195 pb) e gyrA (542
pb) foram detectados (FIGURA 19), mostrando que o gene simA é transcrito.

7. Cinética de atividade da simulancina 3299

A determinacao da cinética de atividade da simulancina 3299 foi realizada em um
aparelho “Bioscreen C”, durante 8 h. P6de-se observar uma reducao da DOgyo da suspensao
da estirpe indicadora, de 1,2 para aproximadamente 0,8, em 4 h (FIGURA 20), sugerindo
que M. luteus ATCC 4698 sofreu lise, embora nao fosse total (uma vez que a reducao da
DO foi de apenas 50%).

8. Determinacao das propriedades da simulancina 3299

8.1. Acao da temperatura sobre a atividade da simulancina 3299

Apds tratamento a 100°C, por 15 min, a simulancina 3299 apresentou a mesma
atividade que o controle que nao foi tratado, 1.600 UB/ml. Apdés 15 min de autoclavagéao, a
atividade da simulancina 3299 foi de 800 UB/mI. Estes resultados revelaram que a
simulancina 3299 é resistente a fervura (por 15 min), mas, apds autoclavagédo, a sua
atividade foi reduzida em 50%.
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500pb —

100pbh —»

FIGURA 19: Deteccdo da transcricdo do gene simA. Gel de agarose a 1,4% (p/v) a uma
corrida eletroforética por 1 h a 90 V, mostrando o produto de amplificacao, por RT-PCR, do
gene simA, empregando-se 0 cDNA da estirpe 3299 como molde. A, amplificacdo do gene
simA (195 pb); B, padrdao “100-pb DNA ladder”; C, amplificacdo do gene gyrA (542 pb,
controle interno). Os niumeros a esquerda do gel representam padroes de tamanho

molecular.
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FIGURA 20: Cinética de atividade da simulancina 3299. O experimento foi realizada em um
aparelho “Bioscreen C”, através da leitura da DOgy de uma suspensdo de M. luteus ATCC
4698 a cada 30 min. ¢ meio GM17 (branco), B, M. luteus ATCC 4698 (controle), e A, M.
luteus ATCC 4698 + simulancina 3299 (1.024 UB). Os resultados apresentados representam
a média de dois experimentos independentes.
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8.2. Acao do pH sobre a atividade da simulancina 3299

A simulancina 3299 apresentou atividade antimicrobiana em diferentes valores de
pH: 400 UB/ml, em pH 3,0 e pH 6,0 (controle), e 200 UB/ml, em pH 9,0 e pH 11,0,
mostrando que a simulancina mantém a sua atividade antimicrobiana em pH acido, mas em

pH basico a sua atividade é reduzida pela metade.

8.3. Determinacao da sensibilidade da simulancina 3299 a enzimas proteoliticas

A simulancina 3299 mostrou-se resistente apenas a proteinase K, mantendo a sua
atividade antimicrobiana (800 UB/ml). Apos o tratamento com as enzimas protease XXIll e
tripsina, a sua atividade foi de 200 UB/ml (25%), sugerindo que a simulancina 3299 é

sensivel a agio destas enzimas proteoliticas.

9. Analise da influéncia de sais na producao da simulancina 3299

A producado de nukacina ISK-1 foi estimulada pela presenca de sais, apos 24 h de
crescimento, em testes realizados em fermentadores (SASHIHARA et al., 2001). A fim de se
analisar se os fatores que induzem o aumento da expressdao da nukacina ISK-1 também
induzem a produgéo da simulancina 3299, foi testado o efeito da concentragao de NaCl (0,7
e 2,1 M), KCI (0,7 e 2,1 M) e CaCl, (0,2 M) sobre a producao desta bacteriocina, através da
determinagao da cinética de crescimento da estirpe de S. simulans 3299, por 24 h, em meio
GM17 e em meio GM17 contendo diferentes concentracbes de sais, contagem das células
viaveis e andlise da produgao da simulancina 3299, feitas apds 24 h de crescimento.

Os resultados apresentados representam a média de cinco experimentos
independentes.

A determinagao da cinética de crescimento da estirpe S. simulans 3299 foi realizada
em um aparelho “Bioscreen C”, durante 24 h. Pdde-se observar um aumento da DOggo de
0,2 para valores entre 1,2 e 1,8, dependendo da condicao de cultivo (FIGURA 21).

A cinética de crescimento da estirpe 3299 nos meios GM17, GM17 acresido de NaCl
0,7 M e GM17 acrescido de KCI 0,7 M foi similar, sugerindo que nesta concentragao (0,7 M)
a adicdo de NaCl ou de KCI nao afetou o crescimento da estirpe 3299.

A adicado de NaCl ou KCI (2,1 M), ao meio de cultura, teve o mesmo efeito sobre a
cinética de crescimento da estirpe S. simulans 3299. Na presenca de 2,1 M de NaCl ou de
KCI, péde-se observar uma diferenga marcante na cinética de crescimento da estirpe 3299,
pelo aumento de duracdo da fase log e pela diminuicdo da taxa de crescimento bacteriano,
quando comparadas com a cinética de crescimento desta estirpe em meio GM17.
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FIGURA 21: Cinética de crescimento da estirpe S. simulans 3299 sob condig¢des diversas. O
experimento foi realizado em um aparelho “Bioscreen C”, através da leitura da DQOgy da
cultura de S. simulans 3299 a cada 30 min. |. Efeito do NaCl sobre o crescimento da estipre
3299. |l. Efeito do KCI sobre o crescimento da estirpe 3299. € crescimento em meio GM17;
e crescimento em meio GM17 acrescido de 0,7 M de sal e A, crescimento em meio GM17

acrescido de 2,1 M de sal.
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Quando a bactéria foi cultivada nestas condicoes de estresse, a fase estacionaria do
crescimento da estirpe 3299 teve inicio apdés 21 h de incubagao e a cultura alcangou uma
DOsoo maxima de 1,2, inferior aquelas alcancadas pela estirpe nas demais condigdes
testadas (DOgqo de aproximadamente 1,5 a 1,7).

A média do nimero de UFC/ml da estirpe S. simulans 3299, bem como a média da
atividade da simulancina 3299 presente no sobrenadante da cultura, obtidas apds 24 h de
crescimento, estao apresentadas na TABELA 7.

A fim de se verificar se as variacbes encontradas nas diferentes condicées de cultivo
foram significativas, analises estatisticas com o programa R 2.9.0 foram realizadas,
considerando-se p < 0,05.

A comparacgéao de todas as condigcdes de cultivo, através do teste Kruskal-Wallis (que
compara a mediana dos grupos), foi significativa, tanto para o nimero de UFC/ml da estirpe
3299 (p= 0,018), como para a atividade da bacteriocina (p< 0,0001). Uma vez que os testes
Kruskal-Wallis foram significativos, puderam ser realizadas comparacoes par a par, através
dos testes Mann-Whitney.

9.1. Efeito do NaCl sobre a producao da simulancina 3299

A partir do crescimento da estirpe S. simulans 3299, em meio GM17, pbde-se
observar a presenca de 3,2 x 10° UFC/ml na cultura e de 213 UB/ml no sobrenadante.

Quando a estirpe S. simulans 3299 foi cultivada em meio GM17 acrescido de NaCl
0,7 M, péde-se observar duas vezes mais bacteriocina no sobrenadante (427 UB/ml), uma
diferenca considerada significativa (p=0,021). Porém, nao foram encontradas diferencas
significativas no nimero de UFC/mI detectadas nestas duas condig¢des (p=0,822), sugerindo
que a adicao deste sal (0,7 M) nao afetou o crescimento da estirpe S. simulans 3299. Com
base nestes resultados, péde-se concluir que a estirpe S. simulans 3299 produziu maior
quantidade de bacteriocina quando 0,7 M de NaCl foram adicionados ao meio de cultura.

Entretanto, apenas 67 UB/ml foram detectadas quando a estirpe foi cultivada em
meio GM17 acrescido de NaCl 2,1 M, apresentando uma diferenga significativa (p=0,007).
Também foram encontradas diferencas significativas entre os numeros de UFC/ml
(p=0,049). Estes resultados sugerem que apo6s 24 h de crescimento em meio GM17
acrescido de NaCl 2,1 M, a cultura da estirpe 3299 apresentou um numero
significativamente menor de células. Provavelmente, a menor quantidade de simulancina
3299 observada esta relacionada com a presenca de um menor nimero de células na
cultura. Quando a quantidade de UB foi normalizada para 10’ células, pdde-se observar
que, no meio GM17 adicionado de NaCl 2,1 M, a quantidade de bacteriocina produzida
parece ser cerca de 28 vezes maior do que a quantidade produzida na presenca de GM17
(TABELA 7).
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TABELA 7: Efeito do NaCl, KCI e CaCl, sobre a produgao da simulancina 3299

Condicao de Cultivo Atividade da
(37°C, por 24 h) UFC/ml Simulancina 3299 UB/10’ células
(UB/ml)
GM17 32x10° 213 0,7
GM17 + NaCl 0,7 M 1,6 x 10° 427 2,7
GM17 + NaCl 2,1 M 3,4 x10 67 19,7
GM17 + KCI1 0,7 M 4,1x10° 427 1,1
GM17 + KCI 2,1 M 1,8 x 10’ 20 11,1
GM17 + CaCl, 0,2 M 4,3x10° 267 0,6
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Adicionalmente, foram realizadas comparagdes entre os meios contendo diferentes
concentragcoes de NaCl: 0,7 M e 2,1 M. Pbde-se observar uma diferenga significativa
(p=0,001) entre a quantidade de bacteriocina presente no sobrenadante de GM17 acrescido
de NaCl 0,7 M (427 UB/ml), qguando comparada com GM17 acrescido de NaCl 2,1 M (67
UB/ml). Também pb6de-se observar uma diferenca sigificativa de UFC (p=0,049), sugerindo
que a menor quantidade de simulancina 3299 observada estda mais uma vez relacionada
com a presenca de um menor nimero de células na cultura. Contudo, se for feita uma
comparacédo entre as UB em relacdo a 10’ células encontradas em cada meio, observar-se-
-a que, no meio GM17 adicionado de NaCl 2,1 M, a quantidade de bacteriocina produzida
parece ser cerca de sete vezes maior do que a quantidade produzida na presenca de NaCl
0,7 M (TABELA 7).

9.2. Efeito do KCI sobre a producao da simulancina 3299

O KCI apresentou efeitos similares aos observados com o NaCl sobre a producgéo da
simulancina 3299.

Assim como a adi¢ao de NaCl 0,7M, a adigdo de KCI 0,7 M ao meio GM17 ocasionou
um aumento de simulancina 3299 no sobrenadante da cultura (427 UB/ml), uma diferenga
considerada significativa (p=0,049). A adicdo de 0,7 M deste sal ndo afetou o crescimento
da estirpe S. simulans 3299, quando comparado ao crescimento em GM17 (p=0,506). Com
base nestes resultados, pdde-se concluir que a estirpe S. simulans 3299 também produziu
maior quantidade de bacteriocina quando KCI 0,7 M foi adicionado ao meio de cultura.

Quando a estirpe 3299 foi cultivada em meio GM17 acrescido de KCI 2,1M, apenas
20 UB/ml foram detectadas, uma diferenca considerada significativa (p=0,002). Também
foram encontradas diferengas significativas entre os nimeros de UFC/ml (p=0,049). Estes
resultados sugerem que, apos 24 h de crescimento em meio GM17 acrescido de KCI 2,1 M,
a cultura da estirpe 3299 apresentou um ndmero significativamente menor de células, assim
como em meio GM17 acrescido de NaCl 2,1 M. Do mesmo modo, a menor quantidade de
simulancina 3299 observada parece estar relacionada com a presenga de um menor
ndmero de células na cultura. Quando a quantidade de UB foi normalizada para 107 células,
pdde-se observar que, no meio GM17 adicionado de KCI 2,1 M, a quantidade de
bacteriocina produzida parece ser cerca de 16 vezes maior do que a quantidade produzida
na presenca de GM17 (TABELA 7).

Por fim, foram realizadas comparacées entre os meios contendo diferentes
concentragcoes de KCI. Pdde-se observar uma diferenga significativa (p=0,001) entre a
quantidade de bacteriocina no sobrenadante de GM17 acrescido de KCI 0,7 M (427 UB/ml),
quando comparado com GM17 acrescido de KCI 2,1 M (20 UB/ml). Entretanto, entre estas
duas condicoes, houve uma diferenca sigificativa de UFC/ml (p=0,046), sugerindo mais uma

vez que a menor quantidade de simulancina 3299 observada esta relacionada com a
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presenca de um menor numero de células na cultura. Contudo, se for feita uma comparagao
entre as UB em relacdo a 10’ células encontradas em cada meio, observar-se-a que, no
meio GM17 adicionado de KCI 2,1 M, a quantidade de bacteriocina produzida parece ser
cerca de dez vezes maior do que a quantidade produzida na presenca de KCI 0,7 M.

Os resultados obtidos quando KCI foi adicionado ao meio de cultura foram similares
aqueles encontrados com meio contendo NaCl. Entretanto, pode-se observar que, na
presenca de NaCl, a produgédo da simulancina 3299 foi maior do que no meio acrescido de
KCI.

9.3. Efeito do CaCl, sobre a producao da simulancina 3299

Quando a estirpe 3299 foi cultivada em GM17 adicionado de CaCl, 0,2 M, a
produgcdo de simulancina 3299 foi de 267 UB/ml. A comparacdo entre a producdo de
bacteriocina neste meio e em meio GM17, sem a adicao de sais, revelou que esta diferenca
nao foi significativa (p=0,456). Entre os meios GM17 e GM17 adicionado de CaCl, 0,2 M,
também ndo foram encontradas diferengas significativas no nimero de UFC/ml (p=0,512).
Estes resultados sugerem que a estirpe S. simulans 3299 produz a mesma quantidade de

bacteriocina nestas duas condigdes.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, a simulancina 3299, um lantibidtico com acdo antagonistica
contra S. agalactiae envolvidos em mastite bovina, foi purificada e caracterizada.

A cinética da produgao da simulancina 3299 foi determinada nos meios BHI e GM17,
durante 24 h, a 37°C, visando-se otimizar a sua purificacdo. A estirpe 3299 apresentou
diferentes perfis de crescimento nos meios BHI e GM17. Entre 6 e 8 h, a estirpe 3299
apresentou maior crescimento em meio GM17 do que em meio BHI, porém, ap6s 10 h, o
crescimento da estirpe 3299 mostrou-se similar nos dois meios de cutura. Estes resultados
sugerem que a fase log do crescimento da estirpe S. simulans 3299 foi mais curta em meio
GM17 do que em meio BHI. Apesar da diferenca observada na cinética de crescimento, a
estirpe 3299 alcangou uma DOgy, final similar nos dois meios testados.

A producao da simulancina 3299 comecou a ser detectada apos 6 h de crescimento
da estirpe 3299 e apresentou um aumento proporcional nos dois meios de cultura. No final
da fase log do crescimento da estirpe 3299, pdde-se detectar a producdo maxima desta
bacteriocina, que foi duas vezes maior em meio GM17 do que em meio BHI.

O maximo da produgdo das aureocinas A53, A70, MB92, 146L e 215FN também foi
detectado entre o final da fase log e o inicio da fase estacionaria do crescimento das
estirpes produtoras (NASCIMENTO et al., 2004).

A simulancina 3299 foi purificada a partir do sobrenadante da cultura da estirpe 3299,
através da cromatografia de interagao hidrofébica, cromatografia de troca catiénica e duas
corridas de HPLC. Esta estratégia de purificagao foi eficiente devido as propriedades deste
peptideo, que se mostrou hidrofébico e catibnico, assim como a maioria das bacteriocinas
(BASTOS et al., 2009).

A massa molecular da simulancina 3299 foi estimada em 2.957,3 Da e apenas uma
pequena sequéncia de sete acidos aminados, presente no seu terminal amino, foi
determinada: KKKSGVI. O sequenciamento do peptideo foi bloqueado a partir do oitavo
acido aminado, sugerindo que o peptideo pudesse ser um lantibidtico. A sequéncia dos sete
primeiros acidos aminados encontrados no peptideo analisado também estao presentes na
nukacina ISK-1 e esta bacteriocina também teve o sequenciamento dos seus &acidos
aminados bloqueado neste mesmo ponto, devido a presenca de um anel tioéter na sua
estrutura (SASHIHARA et al., 2000).

Com base na sequéncia da nukacina ISK-1, foram desenhados os oligonucleotideos
iniciadores, a fim de se investigar a presenca do gene estrutural, nukA, na estirpe S.
simulans 3299. A analise da sequéncia do amplicon obtido revelou que a simulancina 3299
é codificada por um gene idéntico ao gene nukA, que passou a ser denominado simA.

A nukacina ISK-1 é um lantibiético produzido pela estirpe S. warneri ISK-1, isolada

de um “nukadoko”. O pré-peptideo é composto por 57 acidos aminados, incluindo uma
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sequéncia-lider de 30 residuos. Os 27 acidos aminados que compdem o peptideo maduro
possuem 2.960 Da, dois residuos de Lan, um de MelLan e um de Dhb - FIGURA 6
(SASHIHARA et al., 2000; ASO et al., 2004b), pertencendo a famiia da lacticina 481.

Uma vez que nenhuma diferenca entre as sequéncias dos genes nukA e simA foi
encontrada, provavelmente, a pequena diferenca de massa observada (de
aproximadamente 2,7 Da) entre a simulancina 3299 e a nukacina ISK-1 se deve a
diferencas nos métodos de espectrometria de massa empregados nos dois trabalhos.

Os determinantes genéticos dos lantibiéticos podem estar codificados no
cromossomo da célula bacteriana, como é o caso da epilancina K7 (VAN DE KAMP et al.,
1995b), mas, geralmente, eles sdo encontrados em plasmideos (MCAULIFFE, ROSS &
HILL, 2001).

Na estirpe S. warneri ISK-1, 0s genes envolvidos na biossintese da nukacina ISK-1
estao codificados no plasmideo pPI-1 (30,2 kb). O gene nukA codifica o pré-peptideo deste
lantibiético; nukM codifica a enzima envolvida nas reagdes de modificagdo pds-traducdo e
nukT codifica uma proteina envolvida no processamento e no transporte da bacteriocina
(SASHIHARA et al.,, 2000). A imunidade contra a nukacina ISK-1 é conferida por uma
proteina do tipo LanFEG, NukFEG (codificada pelos genes nukFEG) e por NukH (codificada
pelo gene nukH), uma proteina de imunidade capaz de se ligar ao lantibi6tico e que atua em
cooperagao com NukFEG. Apéds se ligar a NukH, a nukacina ISK-1 é transportada para o
espago extracelular por NUKFEG (ASO et al., 2004a; ASO et al, 2005b; OKUDA et al.,
2008). Embora o produto do possivel gene orf1 apresente homologia com proteinas do tipo
LanR (proteinas reguladoras), a sua fungao bioldgica ainda nao foi elucidada (SASHIHARA
et al., 2000; ASO et al., 2004b).

Os lantibiéticos da familia da lacticina 481 sdo peptideos alongados, que atuam
sobre a membrana plasmatica das células-alvo e apresentam uma Unica enzima de
modificagao, LanM. Devido a similaridade entre a nukacina ISK-1 e os lantibidticos do grupo
da lacticina 481, a nukacina ISK-1 também é classificada como um lantibiético do subtipo All
(BIERBAUM & SAHL, 2009). Portanto, a simulancina 3299 também deve ser incluida neste
subtipo.

Na estirpe S. simulans 3299, os genes envolvidos na biossintese da bacteriocina
estdo localizados no plasmideo pRJ97 (> 25 kb), com uma organizagao similar aquela
encontrada no plasmideo pPI-1. Embora os genes se encontrem na mesma ordem em
ambas as estirpes, o plasmideo pRJ97 possui um elemento 1S257/431 (791 pb), entre os
genes orf1 e simA.

As sequéncias de insercao do tipo 1S257/1S431 tém sido frequentemente detectadas
em diferentes espécies bacterianas, inclusive em S. aureus isolados de mastite bovina. Este

elemento também tem sido associado a genes codificadores de resisténcia a diferentes
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antibiéticos (KOBAYASHI, ALAM & URASAWA, 2001; COCCHIARO et al, 2006;
TUCHSCHERR et al., 2007; MELCHIOR et al., 2009).

A montante do gene inp, que codifica a transposase do elemento 1S257/431
identificado, foram encontradas uma sequéncia RBS e as regides -10 e -35, do promotor do
tipo 0’°. Assim como em outras sequéncias de insercdo, a regido -35 esta localizada no
terminal invertido da esquerda do elemento IS (Figura 16). Esta caracteristica esta
relacionada com o mecanismo de autorregulagdo do gene da transposase, comumente
encontrado entre os elementos de transposicao de procariotos (MAHILLON & CHANDLER,
1998).

O alinhamento das sequéncias da regido intergénica orf1-nukA e orf1-simA revelou
uma diferenca de 97 pb, sugerindo que a insercao da 1S257/431 causou uma delecido no
pRJ97, a partir da posigao 443, da regido entre os genes orf1 e simA, na estirpe 3299.

Geralmente, a insercao dos elementos 1S257/431 causa uma duplicagao de 8 pb no
sitio-alvo (MAHILLON & CHANDLER, 1998). Porém, nao foi possivel se identificar esta
duplicagao na regiao intergénica orf1-simA. Provavelmente, a auséncia deste segmento de
DNA se deve a delecdo detectada no plasmideo pRJ97 e que deve ter ocorrido apés a
transposicao da 1S257/431 para o plasmideo (MAHILLON & CHANDLER, 1998).

Possivelmente, pelo mesmo motivo (delecdo detectada no plasmideo pRJ97), a
regido -35 do promotor do gene orfl, encontrada na regidao intergénica orf1-nukA
(SASHIHARA et al., 2000), nao foi detectada entre os genes orff e simA (FIGURA 18).
Entretanto, uma nova regido -35, correspondente ao promotor do gene orf1 (do grupamento
genético da simulancina 3299) foi detectada a jusante do gene tnp, na repeticao invertida da
direita do transpéson (FIGURA 16). A regiao -35 deste promotor (TATATT) tem mais
homologia com a sequéncia canénica descrita para esta regiao do que aquela apontada por
SASHIHARA et al. (2000) para o gene orfl. A regidao -10 nao sofreu nenhuma alteragao
(FIGURA 16) e o espagcamento entre as regides -10 e -35 apresenta 17 pb nos dois
grupamentos genéticos, estando, portanto, dentro da faixa de espagamento considerado
ideal (CAMPBELL, WESTBLADE & DARST, 2008).

Embora apenas um pequeno fragmento do gene orf1 da estirpe 3299 tenha sido
sequenciado, duas substituicbes de pares de bases do tipo transicdo e uma do tipo
transversdo foram encontradas: a primeira transicdo nao geraria troca de acido aminado,
caracterizando uma mutacéo silenciosa. Entretanto, as outras duas substituicdes gerariam
mutacdo “missense” nao-conservativa e mutacao “missense” conservativa, sugerindo que
outras mutagbes podem estar presentes nos genes envolvidos na biossintese da
simulancina 3299. Entretanto, pdde-se inferir que essas muta¢des nao afetaram a producao
da bacteriocina, uma vez que ela é encontrada no sobrenadante da cultura da estirpe 3299.

A determinacdo da cinética de atividade da simulancina 3299, empregando-se a
bacteriocina 10 vezes concentrada com sulfato de aménio, foi realizada contra a estirpe M.
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luteus ATCC 4698. Pode-se observar que esta estirpe sofreu apenas lise parcial pela agao
deste lantibiético.

Apesar do modo de agao da nisina ja ter sido amplamente estudado, o modo de agéo
dos demais lantibiéticos ainda nao foi completamente elucidado. Os lantibiéticos do tipo
lacticina 481, incluindo a nukacina ISK-1, parecem interagir com a membrana celular, mas
ainda nao foi demonstrado que estes lantibidticos sejam capazes de formar poros nesta
estrutura (ASADUZZAMAN et al., 2006; DUFOUR et al., 2007; BIERBAUM & SAHL, 2009).

A lise parcial da estirpe M. luteus ATCC 4698, causada pela agdo da simulancina
3299, também sugere que a atividade deste lantibiético ndo esta relacionada a formagao de
poros na membrana, 0 que provavelmente ocasionaria a lise total da estirpe indicadora
(BIERBAUM & SAHL, 2009). A sua agao parece ser, contudo, bactericida, uma vez que a
DO da suspensao contendo a estirpe indicadora sofreu uma reducao de 50%.

O “nukadoko” é rico em sais e, para sobreviver neste ambiente, a estirpe S. warneri
ISK-1 esta adaptada para crescer sob condicoes de estresse osmotico. Experimentos
realizados em fermentadores mostraram que a produgao da nukacina ISK-1 é estimulada
pela presenca de NaCl, KCI e sorbitol, apds 24 h de crescimento (SASHIHARA et al., 2001).
Nestas condi¢des de cultivo, os niveis de transcrigdo do gene nukA e do operon nukM-H
foram aumentados de duas a quatro vezes (SASHIHARA et al., 2001; ASO et al., 2004b).

O efeito da concentracdao de NaCl (0,7 e 2,1 M) e de KCI (0,7 e 2,1 M) sobre a
produgao da simulancina 3299 também foi analisado e se mostrou similar aquele observado
sobre a producdo da nukacina ISK-1. Quando a quantidade de UB foi normalizada para 10’
células, péde-se observar que, no meio GM17 adicionado de 2,1 M de NaCl ou de 2,1 M de
KCI, houve um aumento significativo da producédo de bacteriocina, sugerindo que, assim
como a produgao da nukacina ISK-1, a produgéo de simulancina 3299 também ¢é estimulada
por estes sais.

Até o momento, nenhum sistema especifico envolvido na regulagdo da expressao da
nukacina ISK-1 foi identificado. O produto da orf7 apresenta homologia com LanR (proteinas
reguladoras de resposta). Orf1 apresenta um dominio N-terminal comumente encontrado
nos reguladores de resposta, mas nao apresenta um dominio C-terminal caracteristico
dessas proteinas (geralmente envolvido com a ativagdo da transcricdo). Entretanto,
nenhuma ORF correspondente a LanK foi encontrada no grupamento genético da nukacina
ISK-1 (SASHIHARA et al., 2000; ASO et al., 2004b). Estes dados sugerem que a producao
destas bacteriocinas parece ser regulada por um sistema diferente daquele comumente
descrito para a regulagao dos lantibiéticos.

O célcio é um ion divalente envolvido em diferentes processos metabdlicos da célula
bacteriana. Ele contribui para a manutencdo da estrutura da parede celular e inibe a
formacao de biofilme, mediada pela proteina Bap (ARRIZUBIETA et al., 2004). Este ion é

essencial para a nutricdo humana. Em média, um litro de leite pode conter 1,0 - 1,3 g de
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célcio, sendo este alimento a nossa principal fonte deste nutriente (GAUCHERON, 2005;
RAFFERTY & HEANEY, 2008).

Uma vez que a estirpe S. simulans 3299 foi isolada de um ambiente rico em célcio, a
acao deste ion sobre a producao de bacteriocina também foi testada. Foram adicionados 0,2
M de CaCl, (correspondente a 8 g/l de Ca®*) ao meio de cultura, ou seja, uma concentracéo
cerca de oito vezes maior do que aquela normalmente encontrada no leite (1,0-1,3 g por
litro) (GAUCHERON, 2005; RAFFERTY & HEANEY, 2008). Contudo, a producado da
simulancina 3299 nao foi aumentada, sugerindo que a biossintese desta bacteriocina nao
parece ser afetada pela presenca de Ca*".

A simulancina 3299 apresentou uma relativa estabilidade em um amplo espectro de
pH, entre 3,0 e 11,0, mantendo 50% da sua atividade apo6s autoclavacdo. Além disso, este
lantibiético mostrou-se sensivel a acao da tripsina e da protease XXIIl, mas resistente a
acao da proteinase K.

Assim como os outros lantibiéticos do tipo lacticina 481, a nukacina ISK-1 é
resistente a acdo da temperatura, mantendo mais de 60% da sua atividade antimicrobiana
apoés autoclavacao, e também se mantém estavel em pH de 3,0 a 8,0 (KIMURA et al., 1997;
DUFOUR et al., 2007).

A warnericina RB4, uma variante da nukacina ISK-1, também apresenta atividade
antimicrobiana em diferentes valores de pH (entre 2,0 e 6,0) e é altamente resistente a
temperatura, mantendo 50% da sua atividade mesmo ap6ds autoclavacdo (MINAMIKAWA et
al., 2005).

A atividade da nukacina KQU-131, uma outra variante da nukacina ISK-1, foi
completamente inativada pela acéo de proteinase K e tripsina. Apds tratamento a 100°C, por
15 min, e 121°C, também por 15 min, esta bacteriocina manteve 50% e 25% de atividade,
respectivamente. Esta bacteriocina apresenta trés residuos de acidos aminados diferentes
em relagdo a nukacina ISK-1: um esté localizado na sequéncia-lider e os outros dois estéo
presentes no peptideo maduro, incluindo a substituicdo de uma Lan por uma MeLan. Estes
dados sugerem que a substituicAo dos acidos aminados Ser e Val por Thr e Met,
respectivamente (FIGURA 22), afetou a estrutura da bacteriocina, tornando-a mais sensivel
a acao da temperatura (WILAIPUN et al., 2008).

Até o momento, os antibiéticos sdo geralmente utilizados na prevencdo e no
combate a bactérias causadoras de mastite bovina, mas a presenca de residuos dessas
substancias no leite e o surgimento de estirpes resistentes representam riscos para a saude
humana (BARKEMA et al., 2006). Por isso, devido as suas propriedades (como resisténcia
ao calor e a agao de algumas enzimas proteoliticas), os lantibidticos tém se mostrado
alternativas atraentes ao uso dos antibiéticos, para a prevengao ou o combate de infeccoes
bacterianas, incluindo a mastite bovina (BASTOS et al., 2009; BIERBAUM & SAHL, 2009).
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Nukacina KQU-131
Nukacina ISK-1
Lacticina 481

FIGURA 22: Alinhamento das sequéncias dos pré-peptideos da nukacina KQU-131,
nukacina ISK-1, que é idéntica a simulancina 3299, e lacticina 481 (WILAIPUN et al., 2008).
A sombra preta indica os acidos aminados idénticos e a seta indica a posicdo de

processamento das bacteriocinas.
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A nisina ja é usada na prevengao da mastite bovina, sendo o agente ativo do “Wipe-
Out” (Wipe Out® Dairy Wipes), um produto utilizado para a higienizacao das tetas antes da
ordenha. Seladores de silicone para os tetos, contendo a lacticina 3147 (Cross Vetpharm
Group Ltd), também tém se mostrado eficientes na prevencdo de mastite causada por
estafilococos e estreptococos em testes com animais (COTTER et al., 2005).

A aureocina A53 inibiu 91% das estirpes de S. aureus envolvidos em mastite bovina
testados por Coelho et al. (2007). J& a simulancina 3299 apresentou uma atividade
antagonistica contra 80% das estirpes de S. agalactiae, envolvidos em mastite bovina,
testadas (NASCIMENTO et al., 2005). Combinadas, a aureocina A53 e a simulancina 3299
poderiam ser utilizadas na prevencao ou no tratamento da mastite bovina causada por S.
aureus e S. agalactiae, os principais agentes deste tipo de infeccdo (CALL, DAVIS &
SAWANT, 2008; ZHAO & LACASSE, 2008).

Embora a agédo da simulancina 3299 ainda n&o tenha sido testada contra estirpes
isoladas de alimentos, ela apresenta potencial de aplicagao neste setor devido as suas
propriedades de termoestabilidade e atividade em pH acido, assim como a wanericina RB4.
Esta bacteriocina apresenta atividade antimicrobiana em pH entre 2,0 e 6,0, contra A.
acidoterrestris (um importante contaminante de sucos de frutas), fazendo da warnericina
RB4 uma boa candidata para o controle deste microrganismo na industria de bebidas, como
ja foi mencionado anteriormente (MINAMIKAWA et al, 2005). Testes futuros poderédo
também avaliar o potencial de uso da simulancina 3299 contra agentes deteriorantes de
alimentos.
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CONCLUSOES

v A simulancina 3299 é um lantibiético de 27 acidos aminados produzido pela estirpe
S. simulans 3299, idéntico a nukacina ISK-1.

v A producao desta bacteriocina é maior quando a estirpe 3299 é cultivada em meio
GM17, do que quando a estirpe 3299 é cultivada em meio BHI.

v Apés 8 h, no final da fase log de crescimento da estirpe 3299, pbde-se detectar a

produgdo maxima desta bacteriocina em ambos 0s meios.

v Os genes que codificam esta bacteriocina estao presentes no plasmideo pRJ97, com
uma organizagao similar aquela encontrada no plasmideo pPI-1 da estirpe S. warneri
ISK-1, exceto pela presenca de um elemento de transposicdo do tipo 1S257/ 1S431,
entre os genes orf1 e simA.

v' A regido intergénica entre orfl e simA (sem o elemento IS) apresenta 97 pb a
menos do que a regido intergénica entre orf1 e nukA.

v" Nao foi possivel se identificar a duplicacdo do sitio-alvo, geralmente causada pela
insercao dos elementos 1S257/431, provavelmente como consequéncia da delegéo

causada pelo elemento apés a sua insergao.

v" Foram encontradas pelo menos duas substituicbes de pares de bases do tipo
transicdo e uma do tipo transversao na sequéncia da orf1, presente na estirpe 3299.

v" A presenga de NaCl ou KCI (0,7 e 2,1 M) no meio de cultura promoveu o aumento da

producgao da simulancina 3299.

v A simulancina 3299 manteve a sua atividade antimicrobiana ap6s tratamento a

100°C, por 15 min, e, apds autoclavacéo, a sua atividade foi reduzida em 50%.

v Este lantibiético manteve a sua atividade antimicrobiana em pH &cido, mas em pH

bésico a sua atividade foi reduzida pela metade.

v" A simulancina 3299 mostrou-se sensivel a acao da tripsina e da protease XXIIl, mas

resistente a acao da proteinase K.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A fim de se investigar o potencial de aplicagdo da simulancina 3299, experimentos
complementares poderiam ser realizados:

v' analise da acdo combinada da simulancina 3299 com a aureocina A53 contra
bactérias Gram-positivas envolvidas em mastite bovina;

v' andlise da acdo da simulancina 3299 contra estirpes bacterianas isoladas de
alimentos ou deteriorantes de alimentos;

v' analise da atividade deste lantibiético contra outros tipos celulares, tais como células
epiteliais humanas e células transformadas e

v expressao heterbloga desta bacteriocina em um microrganismo com status “GRAS”,
a fim de se otimizar a produgéo desta bacteriocina em larga escala.
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CAPITULO lI: Producéo de bacteriocinas por S. aureus envolvidos
em mastite bovina na regiao Sudeste do Brasil
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

Dentre 257 estirpes de Staphylococcus spp., isoladas de diferentes casos de mastite
bovina em 56 rebanhos da regido Sudeste do Brasil, testadas quanto a produgédo de
substancias antimicrobianas (SAM), 46 estirpes (17,9%) se mostraram SAM®. Essas 46
estirpes foram identificadas como S. aureus e as SAM por elas produzidas foram
caracterizadas como bacteriocinas pela sensibilidade demonstrada a acdo de enzimas
proteoliticas. A andlise de imunidade cruzada contra a estirpe S. aureus A70, produtora da
aureocina A70, a amplificacdo do operon aurABCD (que codifica a referida aureocina) ou a
deteccao deste mesmo operon por experimentos de hibridacdo DNA/DNA revelaram que 34
estirpes produzem bacteriocinas semelhantes ou idénticas a aureocina A70 (CEOTTO,
2005).

As 12 estirpes de S. aureus que produzem bacteriocinas diferentes da aureocina A70
também se mostraram diferentes das demais bacteriocinas de S. aureus descritas na
literatura, ja caracterizadas: aureocina A53 e estafilococcina C55, sugerindo que se tratam
de bacteriocinas inéditas na espécie (CEOTTO, 2005).

Esta etapa do trabalho teve como objetivo confirmar que as bacteriocinas produzidas
por essas 12 estirpes de S aureus envolvidas em mastite bovina também eram diferentes
das demais bacteriocinas, ja caracterizadas, produzidas por estirpes de SCN (Pepb5,
epicidina 280, epilancina K7, epidermina e simulancina 3299).

Portanto, o objetivo principal desta parte do trabalho foi continuar a identificagdo das
estafilococcinas produzidas por essas 12 estirpes de S. aureus e caracterizar aquelas que
apresentassem um potencial de aplicacao biotecnolégica. Assim como outras bacteriocinas,
os peptideos antimicrobianos produzidos por S. aureus também podem vir a ser utilizados,
na sua forma purificada, na prevengao e no combate as infeccdes bacterianas, ou ainda

como biopreservativos de alimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E ABORDAGENS EXPERIMENTAIS

1. Identificar novas bacteriocinas produzidas por S. aureus.

Abordagens experimentais: deteccdo dos genes pepA (gene estrutural da Pep5),
ecilA (gene estrutural da epicidina 280), elkA (gene estrutural da epilancina K7), epiA (gene
estrutural da epidermina) e simA (gene estrutural da simulancina 3299), através de PCR
e/ou hibridagdo DNA/DNA.

2. Caracterizar preliminarmente as bacteriocinas
Abordagens experimentais: analise da agdo da temperatura sobre a atividade das
novas bacteriocinas produzidas por S. aureus e determinagao do seu espectro de agao.
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3. Determinar as melhores condi¢des de produgéo da(s) bacteriocina(s) produzida(s)

pela estirpe 4185

Abordagem experimental: cinética de produgédo da(s) bacteriocina(s) produzida(s)
pela estirpe 4185.

4. Purificar a(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185
Abordagens experimentais: obtencao da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe
4185 a partir do sobrenadante da cultura da estirpe S. aureus 4185, precipitacdo com sulfato

de amdnio, cromatografia de troca catiénica e HPLC.

5. Caracterizar molecularmente a(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185.

Abordagens experimentais: determinagdo da massa molecular, através de
espectrometria de massa MALDI-TOF, e da sequéncia dos &cidos aminados da(s)
bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185, através de espectrometria de massa MALDI-
TOF/TOF, e identificacdo de regides de similaridade entre as sequéncias de acidos
aminados obtidas e as sequéncias disponiveis no banco de dados do NCBI.
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MATERIAIS E METODOS

1. Estirpes e condicdes de crescimento

No CAPITULO II, foram estudadas as bacteriocinas produzidas por 12 estirpes de S.
aureus isoladas de gado com mastite, provenientes de oito rebanhos bovinos da regiao
Sudeste do Brasil (TABELA 8). Estas estirpes foram gentilmente cedidas pela Dra. Maria
Aparecida Vasconcelos de Paiva Brito, da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, Minas
Gerais.

Outras estirpes bacterianas foram utilizadas como indicadoras para a determinacao
do espectro de acdo das bacteriocinas (TABELA 9). As estirpes pertencentes aos géneros
Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus e Lactococcus foram cultivadas em meio MRS [Man,
Rogosa & Sharpe (Oxoid)], a 30°C por 18 h. As demais estirpes empregadas neste trabalho
foram crescidas em meio TSB, BHI ou GM17, a 37°C por 18 h. As bactérias foram
estocadas em meio TSB ou MRS acrescido de 40% (v/v) de glicerol, a -20°C.

Os meios de cultura foram utilizados nas formas liquida ou sélida.

2. Acao da temperatura sobre a atividade das bacteriocinas produzidas por S. aureus

Doze estirpes de S. aureus Bac* (3853, 3913, 3959, 4045, 4046, 4093, 4100, 4150,
4180, 4183, 4185 e 4230) foram cultivadas em 3 ml de meio GM17 por 18 h, a 37°C. Apds
centrifugacdo a 12.100 x g por 5 min, as células foram descartadas. O sobrenadante da
cultura foi esterilizado por filtragdo com membranas (Millipore, com poros de 0,45 um) e
mantido no gelo até o momento do uso. Uma aliquota de 1 ml foi tratada a 80°C, por 15 min.
Imediatamente apés o tratamento, o sobrenadante tratado foi para o gelo.

A atividade das bacteriocinas apdés o tratamento foi testada pelo método de
microdiluicdo em placa de poliestireno (item 2.2, CAPITULO I).

3. Determinacéo do espectro de acao das bacteriocinas

O espectro de acdo das estafilococcinas foi determinado através do teste de
atividade das bacteriocinas em placa de poliestireno (item 2.2, CAPITULO 1), empregando-
-se como indicadoras as estirpes: Bacillus cereus 2710, Enterococcus faecalis 2708,
Lactobacillus sake 2313, Lactococcus lactis L1403, Listeria innocua 397, Listeria
monocytogenes 11LM, L. monocytogenes L1/2A, L. monocytogenes 7898, Leuconostoc
mesenteroides NCDO 529, S. aureus 4, S. epidermidis 118, S. epidermidis 102Hp e S.
haemolyticus 69Hp.
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TABELA 8: Estirpes de S. aureus isoladas de mastite bovina (CEOTTO et al., 2009).

S. aureus Bac* Perfil Plasmidial (kb) Perfil de Resisténcia a

(Rebanho) Drogas
3853% (1) 29-3,2-45 Ap, Cp, Em, Gm, Pc, Tc
3913%(2) 3,1-3,6-4,9 Ap, Cp, Em, Pc, Tc
3959% (3) 3,1-3.6-5,0 Ap, Cl, Gm, Pc, Tc
4093° (4) 24-38-135->25 Ap, Em, Pc, Tc
4100 (4) 3,5 Ap, Pc
4045% (5) - Ap, Cl, Em, Gm, Pc, Tc
4046 (5) 8,0->25 Em
4150 (6) 3,0-42 Ap, Pc, Tc
4180 (7) 3,4 )
4183 (7) 7,9 Ap, Gm, Pc
4185 (7) 11,5 Ap, Pc
4230 (8) 3,0-55 Ap, Ce, Pc

Ap, ampicilina; Ce, cefalotina; Cl, clindamicina; Co, cloranfenicol; Cp, ciprofloxacina; Em, eritromicina;

Gm, gentamicina; Pc, penicilina; Tc, tetraciclina.

S Estirpe multirresistente a drogas
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TABELA 9: Outras estirpes bacterianas empregadas neste trabalho.

Estirpes Caracteristicas Relevantes Referéncia/ Fonte
Bacillus cereus 1
2710 -
Enterococcus faecalis CEOTTO et al., 2009
2708 -
Lactobacilus sake 1
2313 -
Lactococcus lactis CEOTTO et al., 2009
L1403 -
Listeria innocua CEOTTO et al., 2009
397 -
Listeria monocytogenes
11LM - CEOTTO et al., 2009
L1/2A - CEOTTO et al., 2009
7898 - CEOTTO et al., 2009
Leuconostoc mesenteroides 1
NCDO 529 -
Micrococcus luteus Sensibilidade a bacteriocinas ATCC 4698
Staphylococcus aureus
A70 Bac" (aureocina A70); pRJ6 (7,9 kb) GIAMBIAGI-DEMARVAL et al., 1990
4 Isolada de infecgao nosocomial CEOTTO et al., 2009
Staphylococcus epidermidis
5 Bac™ (Pep5); pED503 (20 kb) ERSFELD-DRESSEN, SAHL & BRANDIS, 1984
BN 280 Bac” (epicidina 280); pCHO1 (>40 kb) HEIDRICH et al., 1998
K7 Bac" (epilancina K7) VAN DE KAMP et al., 1995b
Ti3298 Bac” (epidermina); pTi32 (54 kb) ALLGAIER et al., 1986
102 HP Isolada de infecgdo nosocomial; Biofilme™; mecA* POTTER et al., 2009
118 Isolada de infeccdo nosocomial CEOTTO et al., 2009
Staphylococcus haemolyticus
69Hp Isolada de infecgdo nosocomial; Biofilme*; mecA* POTTER et al., 2009
Staphylococcus simulans
3299 Bac" (simulancina 3299); pRJ97 (> 25 kb) Esta Tese

' Dr. Ingolf Nes, “Laboratory of Microbial Gene Technology”, “Department of Chemistry and Biotechnology”, “Norwegian University of Life Sciences”
Bac’, estirpe produtora de bacteriocina
mecA®, estirpe resistente a meticilina (o gene mecA foi detectado por PCR)



4. Cinética de producao da(s) bacteriocina(s) sintetizada(s) pela estirpe 4185

A fim de se definir as condigdes 6timas para a producao da(s) bacteriocina(s) pela
estirpe 4185, esta bactéria foi cultivada em dois meios distintos: GM17 e BHI, conforme
descrito no item 3 (CAPITULO I).

5. Purificacao da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185

A purificagdo da(s) aureocina(s) 4185 foi realizada através de: obtencdo da
bacteriocina no sobrenadante da cultura da estirpe 4185, precipitacdo com sulfato de
amonio, cromatografia de troca catiénica e HPLC.

5.1 Obtencao da(s) bacteriocina(s) no sobrenadante

O(s) peptideo(s) antimicrobiano(s) produzido(s) pela estirpe 4185 foi (foram)
purificado(s) a partir de 1 litro de cultura da estirpe Bac®, conforme descrito no item 4.1
(CAPITULO I).

A atividade antimicrobiana de cada uma das fragbes obtidas foi testada em placa de
microdiluicdo (item 2.2, CAPITULO ).

5.2. Precipitacdao com sulfato de aménio

O sobrenadante obtido foi submetido a precipitacdo com 40% (p/v) de sulfato de
amoénio (Merck), visando-se a obtengao da bacteriocina 10 vezes concentrada. O sulfato de
amoénio foi adicionado ao sobrenadante obtido e a precipitagao foi realizada a 4°C, durante
pelo menos 2 h, sob agitacdo. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 31.000 x g, por 20
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi secado e, em seguida,
dissolvido em 100 ml de agua Milli-Q estéril.

5.3. Cromatografia de troca catidnica

O pH do sobrenadante 10 vezes concentrado com sulfato de amoénio (item 5.2) foi
ajustado para 4,0, pela adicao de HCI (6 M) e submetido a cromatografia de troca catiénica,
realizada conforme descrito no item 4.3 (CAPITULO ).

Ap6s a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com 30 ml de tampao fosfato de
sodio pH 5,8, 10 ml de NaCl 0,1 M, 50 ml de NaCl 0,5 M, 50 ml de NaCl 1 M e 10 ml de
NaCl 5 M, para a eluicdo da bacteriocina. O eluato foi recolhido em fracoes de 10 ml. A
resina foi armazenada conforme recomendado pelas instrucbes do fabricante. As fracoes
que apresentaram maior atividade antimicrobiana foram utilizadas para a HPLC.

5.4. HPLC
A purificagdo por HPLC também foi realizada conforme descrito no CAPITULO |
(item 4.4). Quando necessario, as fracbes da segunda HPLC, que apresentaram maior
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atividade antimicrobiana, foram submetidas a uma terceira HPLC, novamente na coluna
“Sephasil Peptide Cs”.

6. Caracterizacao molecular da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185
A caracterizacdo molecular das bacteriocinas purificadas foi realizada através da
determinagéo da sua massa molecular e do sequenciamento dos seus acidos aminados, em

colaboragao com o Dr. Morten Skaugen (“Norwegian University of Life Sciences”).

6.1. Determinacao da massa molecular

A massa molecular das bacteriocinas foi determinada por espectrometria de massa
MALDI-TOF em um aparelho “Ultraflex MALDI TOF/TOF” (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), no modo positivo, a 25 kV, por 40 ns. Todo o espectro foi calibrado
externamente, segundo as instrucées do fabricante. Os resultados obtidos foram gravados
usando a célula “LIFT” do instrumento.

6.2. Sequenciamento dos acidos aminados

A sequéncia de acidos aminados da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185
foi determinada com base no protocolo descrito por Peters e colaboradores em 2001 e por
Lee e colaboradores em 2004, também através de espectrometria de massa MALDI-
TOF/TOF.

7. Cinética de atividade da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185
A cinética de atividade da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185 foi
realizada conforme descrito no item 6 do CAPITULO I.

8. Digestao de DNA gendomico

O DNA genbmico foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRl (Invitrogen) ou
Hindlll (Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante.

As digestdes foram realizadas empregando-se 1 pug de DNA gen6mico (isolado
conforme descrito no item 10 do CAPITULO | e dosado conforme descrito no item 12 do
CAPITULO 1), 20 unidades de cada uma das enzimas, no seu respectivo tampdo, em um
volume total de 40 pl, por 12 h, a 37°C.

9. Deteccao dos genes pepA, epiA, elkA, eciA e simA por PCR

A fim de se detectar os genes estruturais das estafilococcinas Pep5, epidermina,
epilancina K7, epicidina 280 e simulancina 3299 nas 12 estirpes de S. aureus Bac®, foram
realizadas reagdes de PCR, conforme descrito no item 11 (CAPITULO ). O anelamento foi

realizado entre 45-52°C, dependendo das propriedades dos oligonucleotideos iniciadores,
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desenhados com base na sequéncia dos genes em questdo (TABELA 10). O DNA genémico
das estirpes (item 10, CAPITULO I) foi utilizado como molde.

As estirpes de Staphylococcus spp. Bac* foram empregadas como controle positivo
para a amplificacdo do gene estrutural da bacteriocina correpondente e a estipe S. aureus
A70 foi empregada como controle negativo em todas as reagdes.

Os amplicons, obtidos por PCR, foram observados em gel de agarose 1,4% (p/v),
preparado em tampao TAE. Foram utilizados 10 ul do produto da amplificacdo do PCR e 5 ul
de corante para eletroforese. Um padrédo de DNA (“100-bp DNA ladder” - Promega) foi
utilizado como marcador de tamanho molecular. A corrida eletroforética foi realizada a 90 V
durante uma hora. O gel foi corado em solugao de EtBr, os fragmentos amplificados foram
visualizados em um aparelho transiluminador de luz UV e registrados por um sistema de

imagens.

10. Deteccao dos genes pepA, epiA, elkA, eciA e simA por hibridacao DNA/DNA

A fim de se confirmar a auséncia dos genes estruturais das estafilococcinas Pepb5,
epidermina, epilancina K7, epicidina 280 e simulancina 3299 no genoma das 12 estirpes de
S. aureus Bac®, foram realizadas hibridagées DNA/DNA, conforme descrito por Ceotto et al.,
(2009). Os genes estruturais (pepA, epiA, elkA, eciA e simA) foram amplificados por PCR
(item 9), purificados com o sistema “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega)
e empregados como sonda.

A analise da sequéncia dos amplicons empregados como sonda (pepA, epiA, elkA,
eciA e simA) com o programa “NEBcutter V2.0” revelou que pepA, epiA, elkA e eciA nao
apresentavam nenhum sitio paras as enzimas EcoRl e Hindlll. Entretanto, o amplicon simA
apresentou um sitio para a enzima EcoRl. Visando-se a hibridacdo da sonda com um dnico
fragmento de DNA digerido, o DNA gen6mico das estirpes testadas foi digerido com EcoRlI
(item 8), para a deteccéo dos genes pepA, epiA, elkA e eciA, e com Hindlll, para a deteccao
do gene simA.

Os fragmentos de DNA gendmico, obtidos a partir da digestdo com as enzimas
EcoRl ou Hindlll, foram separados por eletroforese em géis de agarose 0,7% (p/v),
preparados em tampao TAE, visualizados e registrados. A corrida eletroforética foi realizada
a 90 V durante uma hora. Foram utilizados 30 ul do produto da digestdo e 5 ul de corante
para eletroforese.
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TABELA 10: Oligonucleotideos iniciadores empregados para a deteccao dos genes pepA, eciA, elkA, epiA e nukA.

Gene Oligonucleotideos Iniciadores Tm Tamanho do Amplicon Observacoes Relevantes
Amplificado Esperado (pb)
“Forward”: >AGAGGAGGTGGTTATATATG® 48°C
pepA , , 427 Gene estrutural da Pep5
“Reverse”: > TGAGTTCCATGCCCAGTG® 50°C (nimero de acesso: Z49865)
T I Forward™: *GGAGTGTTTAAAATGGAAGC® sc {1 Gene estrutural da epidermina
epiA , , 431 (nimero de acesso: X62386)
“Reverse”: °CCTTTTCCCAGTCTATTTTG® 49°C
T I Forward™: K7F *CTCAAAAGAGTGATTTAAGTCCGC® | 49°C | 77177 Gene estrutural da epilancina K7
elkA , , 115 (nimero de acesso: X87412)
“Reverse”: K7R2 *CCACCAGTAATATTGCAACCGC? 50°C
| “Forward”: 280F °CGGAGGGATATATTATGG® | - 41°c {1 Gene estrutural da epcidina 280
eciA , , 195 (nimero de acesso: Y14023)
“Reverse”: 280R *CAATCACTACTATTGACAATCAC? 45°C
" |“Forward”: nukAF *AGGAGGTAACAAACATGG® | 52°C || Gene estrutural da simulancina 3299
simA , , 195 (numero de acesso: GQ380548)
“Reverse”: nukAR *CCCCTTTTTATGAACAACAAG® 54°C




Em seguida, o gel de agarose foi tratado com uma solugdo de HCI 0,12 N por 15 min,
para a hidrélise dos fragmentos maiores de DNA. Ap6s uma lavagem com agua destilada,
para a remocao da solucao de HCI, o gel foi submetido a um tratamento com uma solugéo
de desnaturacao (NaOH 0,2 M; NaCl 1,5 M) por 1 h, a temperatura ambiente, com agitacao
suave, e novamente lavado com &agua destilada. Posteriormente, o gel foi tratado com a
solucdo de neutralizagao (Tris 0,5 M; NaCl 3 M, pH 7,2) por 2 h, a temperatura ambiente,
com agitacao suave, trocando-se a solucdo apos 1 h. Apds a etapa de neutralizacdo, o gel
foi lavado com agua destilada.

O DNA foi transferido, por capilaridade, em presenca de SSC seis vezes concentrada
(NaCl 0,9 M, citrato de sodio 90 mM), do gel de agarose para uma membrana de nailon (GE
Healthcare). A membrana foi umedecia com SSC seis vezes concentrada, antes do inicio da
transferéncia, que ocorreu a temperatura ambiente, por 16 a 18 h.

Apés a transferéncia, a membrana foi lavada em SSC seis vezes concentrada,
posteriormente colocada para secar em um forno pré-aquecido a 80°C, por 2 h, entre folhas
de papel de filtro grosso, e foi armazenada a temperatura ambiente, até o momento da
hibridagcdo. O restante do gel foi corado em solugédo de EtBr e visualizado em um aparelho
transiluminador de luz UV para se verificar se a transferéncia de DNA havia sido completa.

A marcagédo das sondas com a**P-dCTP e as hibridagdes de DNA foram realizadas
empregando-se o sistema comercial “Redprime 1l Random Prime Labelling System” (GE
Healthcare), de acordo com as instrucoes do fabricante. Os nucleotideos ndo incorporados
foram removidos antes da hibridagdo, com o sistema “ProbeQuant™ G-50 Micro Columns
(GE Healthcare), conforme as instrugbes do fabricante. A hibridagdo foi detectada por
exposicao durante 1 h ao filme de raio-X Hyperfilm (GE Healthcare), revelado com Dektol
(Kodak).
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RESULTADOS

1. Deteccao dos genes estruturais de estafilococcinas: pepA, eciA, elkA, epiA e simA

A presenca dos genes estruturais pepA, eciA, elkA, epiA e simA, envolvidos na
biossintese das estafilococcinas Pep5, epicidina 280, epilancina K7, epidermina e
simulancina 3299, respectivamente, foi investigada nas 12 estirpes Bac™ isoladas de mastite
bovina na regido Sudeste do Brasil, a fim de se complementar a caracterizacao iniciada em
trabalho anterior (CEOTTO, 2005).

Nenhum dos genes foi detectado, nem por PCR e nem por hibridagdo DNA/DNA,
sugerindo que as 12 estirpes Bac* produzem estafilococcinas distintas das ja descritas na
literatura. Alguns exemplos dos resultados obtidos estdo apresentados na FIGURA 23.

2. Sensibilidade a temperatura

As bacteriocinas produzidas pelas 12 estirpes de S. aureus foram obtidas a partir do
sobrenadante da cultura, apés 18 h de cultivo em meio GM17, a 37°C, e suas atividades
foram testadas contra a estirpe indicadora M. luteus ATCC 4698, em placas de poliestireno.

Os resultados obtidos com todas as estirpes analisadas estdo apresentados na
FIGURA 24. As estirpes 4100, 4183 e 4230 apresentaram a maior producao de bacteriocina
(2.560 UB/ml), enquanto a estirpe 4185, apresentou a menor producao (160 UB/ml), dentre
as estirpes testadas.

Todos os sobrenadantes apresentaram reducdo de pelo menos 94% da atividade
antimicrobiana apés o tratamento a 80°C, por 15 min (FIGURA 24): 3853 (99%), 3913
(97%), 3959 (97%), 4045 (97%), 4046 (97%), 4093 (97%), 4100 (97%), 4150 (94%),4180
(97%), 4183 (98%), 4185 (100%) e 4230 (97%). Estes resultados sugerem que estas

bacteriocinas sdo sensiveis a agao da temperatura.

3. Espectro de acao das estafilococcinas

As estafilococcinas produzidas pelas estirpes 3853, 3913, 3959, 4045, 4046, 4093,
4100, 4150, 4180, 4183 e 4230 inibiram somente M. luteus ATCC 4698.

A(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe S. aureus 4185 foi (foram) capaz(es) de
inibir L. lactis 1L1403, todas as estirpes de Listeria spp. testadas, incluindo L.
monocytogenes, B. cereus, S. aureus, S. epidermidis e S. haemolyticus.

L. monocytogenes e B. cereus sao importantes patégenos envolvidos na
contaminagao de alimentos. As estirpes de S. aureus e SCN testadas foram isoladas de
pacientes com infecgdes nosocomiais em hospitais da regido Sudeste do Brasil.
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FIGURA 23: Deteccdo dos genes epiA e eciA, por PCR. Gel de agarose a 1,4% (p/v)
mostrando o produto de amplificagdo dos genes epiA e eciA, submetidos a uma corrida
eletroforética por 1 h a 90 V. A, padrao “100-pb DNA ladder”; B a E, detec¢ao do gene epiA;
F a J, deteccdo do gene eciA. As reacgdes foram realizadas empregando-se como molde o
DNA das estirpes: B, S. epidermidis Ti3298 (controle positivo), C, S. aureus 3853; D, S.
aureus 3913; E, S. aureus 3959; F, S. epidermidis BN 280 (controle positivo); G, S. aureus
4045; H, S. aureus 4046; |, S. aureus 4180 e J, S. aureus 4185. Os niUmeros a esquerda do
gel representam padrdes de tamanho molecular.
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FIGURA 24: Sensibilidade das bacteriocinas produzidas por S. aureus a acdo da
temperatura. Barras cinzas, atividade antimicrobiana do sobrenadante filirado contra M.
luteus ATCC 4698; barras pretas, atividade do sobrenadante ap6s tratamento a 80°C, por 15
min, contra M. luteus ATCC 4698. Os resultados apresentados representam a média de dois

experimentos independentes.
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Por apresentar potencial de aplicacdo biotecnolégica no controle de bactérias
potencialmente patogénicas, a(s) estafilococcina(s) produzida(s) pela estirpe 4185 foi
(foram) escolhida(s) para ser (serem) purificada(s) e caracterizada(s).

4. Cinética de producao da(s) bacteriocina(s) pela estirpe 4185

A cinética de produgdo da(s) bacteriocina(s) sintetizada(s) pela estirpe 4185 foi
determinada nos meios BHI e GM17, por 24 h (FIGURA 25).

A producao de bacteriocina(s) comecou a ser detectada ap6s 6 h de crescimento da
estirpe 4185: 40 UB/ml foram detectadas, tanto em meio BHI como em meio GM17. Apés 8
h de crescimento, verificou-se que ndo houve aumento da producdo de bacteriocina(s) em
meio BHI (40 UB/ml). Entretanto, em meio GM17, verificou-se o dobro de atividade, 80 UB/
ml. Apds 10 h de crescimento, foram detectadas 80 UB/ ml em ambos os meios de cultura,
sendo este o maximo de producdo detectado em meio BHI. Ja com 12 e 24 h de
crescimento da estirpe 4185, p6de-se detectar a producdo maxima dessa(s) bacteriocina(s)
em meio GM17 (160 UB/ml).

Uma vez que houve maior producdo de bacteriocina(s) em GM17, este meio foi
selecionado para as etapas seguintes deste trabalho.

5. Purificacao da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185

A(s) bacteriocina(s) produzida(s) foi (foram) purificada(s) a partir de 1 litro do
sobrenadante da cultura da estirpe 4185, crescida em meio GM17 a 37°C, por 18 h, através
de: precipitagcdo com sulfato de aménio, cromatografia de troca catiénica e HPLC.

O sobrenadante da cultura da estirpe 4185, concentrado com sulfato de aménio e
contendo pelo menos 512.000 UB, foi submetido a cromatografia de troca catibnica. O
eluato da cromatografia de troca catiénica foi recolhido em fragdes de 10 ml e a bacteriocina
foi eluida, predominantemente, nas trés primeiras fracdes de NaCl 1 M (em um total de
256.600 UB). Estas trés fracdes (30 ml) foram submetias a HPLC. A purificacdo da(s)
bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185 foi realizada apds quatro corridas de HPLC.

A primeira corrida foi realizada, empregando-se a coluna “Resource RPC 1-ml”, para
a purificacdo inicial das fracbes que apresentaram atividade antimicrobiana, apdés a
cromatografia de troca catibnica. A bacteriocina foi eluida em um gradiente de agua e
isopropanol (contendo 0,1% TFA) em 24 fragbes de 1 ml. Foi detectada atividade
antimicrobiana nas fracdes 13 a 19, com um total de pelo menos 98.720 UB, ou seja, houve
pelo menos 38,4% de recuperagdo. Dentre elas, as fragcbes 14 e 17 apresentaram maior
atividade antimicrobiana (> 20.280 UB cada uma).
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FIGURA 25: Cinética de produgdo de bacteriocina(s) pela estirpe 4185. Barras pretas,
atividade de bacteriocina produzida em meio BHI, contra M. Juteus ATCC 4698; barras
cinzas, atividade de bacteriocina produzida em meio GM17, contra M. luteus ATCC 4698.

Os resultados apresentados representam a média de dois experimentos independentes.
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As fragoes 13 e 14 (> 52.000 UB), obtidas na primeira HPLC, foram submetidas a
duas corridas de HPLC, empregando-se a coluna “Sephasil Peptide Cs”. A eluicao foi
realizada em um gradiente de agua e isopropanol (contendo 0,1% TFA), em fracées de 500
ul. Apos a primeira corrida na coluna “Sephasil Peptide Cg”, foram recuperadas 70.820 UB,
nas fracdes 16, 17 e 18, eluidas com cerca de 40% de isopropanol. Estas fragdes foram,
entdo, submetidas a uma segunda corrida e 23.360 UB foram recuperadas nas fragdes 9,
10 e 11, também eluidas com cerca de 40% de isopropanol (FIGURA 26).

Ja as fragdes 15 a 19 (> 60.000 UB), obtidas na primeira HPLC - realizada com a
coluna “Resource RPC 1-ml”, também foram submetidas a duas corridas de HPLC,
empregando-se a coluna “Sephasil Peptide Cg” € a eluicdo foi realizada em um gradiente de
agua e isopropanol (contendo 0,1% TFA), em fragbées de 500 ul. Apds a primeira corrida na
coluna “Sephasil Peptide Cg”, foram recuperadas 61.440 UB, nas fracbes 31, 32 e 33,
eluidas com cerca de 80% de isopropanol. Estas fragbes foram, entdo, submetidas a uma
segunda corrida na mesma coluna. Foram recuperadas 16.680 UB nas fragbes 13 e 14,
também eluidas com cerca de 80% de isopropanol (FIGURA 27).

Estes resultados sugerem que a atividade encontrada no sobrenadante da estirpe
4185 estaria relacionada com a presenca de pelo menos dois peptideos distintos.

As fracoes finais 9, 10 e 11 (nas quais os peptideos foram eluidos com cerca de 40%
de isopropanol) e as fragdes finais 13 e 14 (nas quais os peptideos foram eluidos com cerca
de 80% de isopropanol) foram empregadas para a determina¢do da massa molecular e para

0 sequenciamento dos acidos aminados.

6. Caracterizacao molecular da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185

A massa molecular dos peptideos contidos nas fragdes finais 9, 10 e 11 (nas quais
os peptideos foram eluidos com cerca de 40% de isopropanol) foi estimada em: 2.305,3 +
1,5 Da (peptideo A), 2.327,3 + 1,5 Da (peptideo B) e 3.005,5 + 1,5 Da (peptideo C) -
FIGURA 28 (I). Ja a massa molecular dos peptideos contidos nas fragdes finais 13 e 14 (nas
quais os peptideos foram eluidos com cerca de 80% de isopropanol) foi estimada em:
6.413,5 £ 1,5 Da (peptideo D) e 12.834,5 + 1,5 Da (peptideo E) - FIGURA 28 (ll).

Apenas a sequéncia de alguns fragmentos dos peptideos foi determinada:
SLLEQFTGK, a partir do sequenciameneto dos peptideos contidos nas fracdes 9, 10 e 11
(nas quais o0s peptideos foram eluidos com cerca de 40% de isopropanol);
NNTSHNLPLGWFNVK, NNLAQGTFNATK e ALLYDER, a partir do sequenciamento dos
peptideos contidos nas fragoes 13 e 14 (nas quais os peptideos foram eluidos com cerca de
80% de isopropanol).

Os resultados obtidos estdo resumidos na TABELA 11.

117



% isopropanol

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Fragido de Elui¢io

FIGURA 26: Eluicdo da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185 com 40% de
isopropanol. A eluicdo foi realizada em um gradiente de agua e isopropanol (0 a 100%),
contendo 0,1% de TFA, ap6s HPLC na coluna “Sephasil Peptide Cg”, registrada a 214 nm.
As setas indicam as fragcdes que apresentaram maior atividade antimicrobiana e foram
empregadas para a determinagcdo da massa molecular e para o sequenciamento dos &cidos
aminados da bacteriocina. Linha cinza, concentragéo de isopropanol.

118



100

90 +

ad
70
60
ad
40

% isopropanol

20
10

- 10,0
9,0

30 +

AN

4,0
7.0
6,0

+ 3.0
+ 2,0

"

12 13

Fragio de Eluigio

14

15

0,0

DO214nm

FIGURA 27: Eluicdo da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185 com 80% de
isopropanol. A eluicéo foi realizada em um gradiente de agua e isopropanol (0 a 100%),
contendo 0,1% de TFA, apds HPLC na coluna “Sephasil Peptide Cy”, registrada a 214 nm. A

seta indica as fragcdes que apresentaram maior atividade antimicrobiana e que foram

empregadas para a determinagcdo da massa molecular e para o sequenciamento dos &cidos

aminados da bacteriocina. Linha cinza, concentragao de isopropanol.
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FIGURA 28: Analise da massa molecular das bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185. |,
espectrometria de massa MALDI-TOF dos peptideos presentes nas fragdes finais 9, 10 e 11
(nas quais os peptideos foram eluidos com cerca de 40% de isopropanol). |, espectrometria
de massa MALDI-TOF dos peptideos presentes nas fracoes finais 13 e 14 (nas quais os

peptideos foram eluidos com cerca de 80% de isopropanol).
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TABELA 11: Caracterizacdo molecular das bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185.

Eluicao dos Massa Sequéncia Parcial Peptideos ou Proteinas com Similaridade Estirpe Produtora
Peptideos Molecular (Da) Obtida (numero de acesso)
40% de 2.305, 3 SLLEQFTGK Proteina Hipotética S. aureus USA300 (YP_001574361)
isopropanol 2.327,3 (MGIIAGIIKVIKSLIEQFTGK)
3.005,5
80% de 6.413,5 NNTSHNLPLGWFNVK Autolisina (1.245 &cidos aminados) S. aureus, estirpe Newman
isopropanol 12.834,5 (YP_001331956)
NNLAQGTFNATK Autolisina (1.245 acidos aminados) S. aureus, estirpe Newman
(YP_001331956)
ALLYDER Proteina Hipotética S. aureus RF122 (YP_416334)

(144 acidos aminados)




A andlise da sequéncia SLLEQFTGK, presente em um peptideo eluido com cerca
de 40% de isopropanol, revelou identidade com o terminal carboxi de uma proteina
hipotética de S. aureus USA300 (numero de acesso: YP_001574361), de 21 &cidos
aminados: MGIIAGIIKVIKSLIEQFTGK. Esta proteina ndo apresentou similaridade com
nenhuma proteina depositada no banco de dados do NCBI, segundo andlises através do
programa “Blast Conserved Domains”.

Ja a analise das sequéncias dos peptideos que foram eluidos com cerca de 80% de
isopropanol revelou que as sequéncias NNTSHNLPLGWFNVK e NNLAQGTFNATK
apresentam similaridade com um fragmento de um precursor de uma autolisina de S.
aureus, estiroe Newman (numero de acesso: YP_001331956), de 1.245 acidos aminados. A
sequéncia ALLYDER apresentou similaridade com um fragmento de uma proteina hipotética
de S. aureus RF122 (nimero de acesso: YP_416334), de 144 acidos aminados. Analises
desta proteina hipotética, através do programa “Blast Conserved Domains”, revelou que ela
apresenta dominio conservado com as proteinas MAP, enzimas envolvidas na sinalizacao
intracelular (GOTOH & NISHIDA, 1998).

7. Cinética de atividade da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185

A cinética de atividade da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185 (1.024
UB), contra a estirpe M. luteus ATCC 4698, foi determinada em um aparelho “Bioscreen C”,
durante 4 h a 37°C.

Pbde-se observar uma reducdo da DOggo, de 1,5 para aproximadamente 0,5, em
apenas 1 h, pela acao da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185, sugerindo que a

estirpe indicadora, sofreu lise acentuada (FIGURA 29).
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FIGURA 29: Cinética de atividade da(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe 4185
contra M. luteus ATCC 4698. A acao da(s) bacteriocina(s) sobre a estirpe indicadora foi
acompanhada durante 4 h e quantificada pela leitura da DO (600 nm) da cultura. € GM17
(branco), m, M. luteus ATCC 4698 (controle), &, M. luteus ATCC 4698 + bacteriocina(s)
(1.024 UB). A figura mostra a média dos resultados obtidos em dois experimentos

independentes.
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DISCUSSAO

Em um trabalho anterior, foram identificadas 46 estirpes de S. aureus, isoladas de
mastite bovina na regido Sudeste do Brasil, produtoras de bacteriocinas. Dentre essas 46
estirpes, 34 produziam bacteriocinas semelhantes a aureocina A70 (CEOTTO, 2005).

As bacteriocinas produzidas pelas 12 estirpes restantes, que se mostraram
diferentes da aureocina A70, também se mostraram diferentes das demais estafilococcinas
produzidas por S. aureus descritas na literatura, j4 caracterizadas: aureocina A53 e
estafilococcina C55 (CEOTTO, 2005).

Dando continuidade a este trabalho, a presenca dos genes estruturais das
estafilococcinas Pep5, epidermina, epicidina 280, epilancina K7 e simulancina 3299 nas 12
estirpes de S. aureus Bac™ foi investigada por PCR e por hibridagdo DNA/DNA. Os genes
em questao, pepA (gene estrutural da Pep5), ecilA (gene estrutural da epicidina 280), elkA
(gene estrutural da epilancina K7), epiA (gene estrutural da epidermina) e simA (gene
estrutural da simulancina 3299) nao foram detectados em nenhuma das 12 estirpes de S.
aureus Bac® envolvidas em mastite bovina. Estes resultados mostram que as bacteriocinas
produzidas pelas referidas estirpes de fato sdo bacteriocinas inéditas.

Embora a aureocina A70 esteja disseminada entre as estirpes de estafilococos, a
aureocina A53 foi isolada, pelo nosso grupo, somente uma vez (GIAMBIAGI-DEMARVAL et
al., 1990). A estafilococcina C55/BacR1 ja foi isolada duas vezes (CRUPPER, GIES &
IANDOLO, 1997; NAVARATNA, SAHL & TAGG,1998). A epidermina parece ser 0
lantibiético mais frequentemente produzido pelo grupo dos SCN, tendo sido isolado de
diferentes estirpes de S. epidermidis, além de outras espécies de estafilococos (BIERBAUM
et al., 1996). A epicidina 280, produzida pela estirpe S. epidermidis BN 280, é considerada
uma variante da Pep5 (HEIDRICH et al.,, 1998), um lantibiético produzido pela estirpe S.
epidermidis 5 (KALETTA et al., 1989). A epilancina K7 foi inicialmente isolada a partir da
estirpe S. epidermidis K7 (VAN DE KAMP et al., 1995b). Em 2005, a epilancina 15X, uma
variante da epilancina K7, produzida pela estirpe S. epidermidis 15X154, foi descrita
(EKKELENKAMP et al., 2005). Duas diferentes variantes da nukacina ISK-1 também ja
foram descritas: warnericina RB4 (MINAMIKAWA et al., 2005) e nukacina KQU-131
(WILAIPUN et al., 2008).

Quando cultivadas em meio GM17, por 18 h a 37°C, as estirpes 4100, 4183 e 4230
apresentaram maior producao de bacteriocina (2.560 UB/mI), enquanto a estirpe 4185
apresentou a menor producao (160 UB/ml), dentre as estirpes testadas. Adicionalmente,
todos os sobrenadantes testados apresentaram reducédo de pelo menos 94% da atividade
antimicrobiana apo6s o tratamento a 80°C, por 15 min, sugerindo que essas bacteriocinas
sdo sensiveis a acdo da temperatura. Provavelmente, essas substancias ndo sao

lantibiéticos, uma vez que a conformacdo desses peptideos parece conferir rigidez e
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resisténcia a acao do calor (MCAULIFFE, ROSS & HILL, 2001; BASTOS et al., 2009;
BIERBAUM & SAHL, 2009).

Dentre as bacteriocinas produzidas pelas 12 estirpes de S aureus envolvidas em
mastite bovina, os produtos da estirpe 4185 se destacaram pela sua acao antagonistica
contra estirpes MRSA e SCN isolados de infecgdes nosocomiais, Listeria, inclusive L.
monocytogenes, e também B. cereus - importantes patégenos alimentares. Uma vez que as
bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185 apresentam um potencial de aplicacao
biotecnoldgica, elas foram escolhidas para serem purificadas e caracterizadas.

As bactérias do género Staphylococcus sao as principais colonizadoras da epiderme
humana. Os estafilococos sao responsaveis por diferentes quadros de infecgdes, sendo os
principais causadores de infecgdes nosocomiais (BANNERMAN & PEACOCK, 2007). Além
dos diversos fatores de viruléncia descritos em estirpes de S. aureus, um outro atributo
dessas bactérias tem complicado o tratamento das infeccbes estafilocécicas: a sua
resisténcia a multiplos antibioticos, principalmente aos B-lactamicos (DANCER, 2008).

A L. monocytogenes é um importante patégeno associado a alimentos. Esta bactéria
pode ser transmitida através do contato com maos, utensilios ou alimentos contaminados,
especialmente em alimentos que sdo consumidos crus, como saladas (CARRASCO et al.,
2009; CORDANO & JACQUET, 2009).

O B. cereus é uma bactéria Gram-positiva, mesofila, aerébio-facultativa e formadora
de esporos. Pode ser encontrada com frequéncia no solo, em alimentos crus, secos ou
processados. Também estd apta a crescer no trato intestinal de insetos e de mamiferos e é
reconhecida por causar intoxicagdes alimentares (STENFORS-ARNESEN, FAGERLUND &
GRANUM, 2008). A intoxicagado por esta bactéria pode levar a diarreia ou a sindrome
emética.

A diarreia causada por B. cereus é uma infeccdo causada pela produgdo de
enterotoxina no intestino. A ingestao tanto de células viaveis como de esporos - que
retomam a sua forma vegetativa no intestino — pode levar a diarreia. Trés citotoxinas
parecem estar associadas a diarreia: hemolisina BL (Hbl), enterotoxina nao-hemolitica
(Nhe) e citotoxina K. J& a sindrome emética esta relacionada com a produgdo da toxina
emética (ETE), sendo causada por intoxicacdo por alimentos que ja possuem a toxina
produzida pela bactéria (STENFORS ARNESEN, FAGERLUND & GRANUM, 2008).

Embora o B. cereus nao seja patogénico, ele pode ser considerado um patégeno
oportunista em individuos imunocomprometidos e neonatos, causando diferentes quadros
de infeccdo, como pneumonia, endocardite, bacteriemia, septicemia ou ainda doencas
periodontais. Alguns casos de pneumonia causada por B. cereus também ja foram relatados
(HOFFMASTER et al., 2006).

Geralmente, casos de meningoencefalite neonatal estdo associados a infecgao do
sistema nervoso central pelo virus herpes simplex ou por bactérias, tais como L.
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monocytogenes, E. coli e S. agalactiae. Porém, casos de meningoencefalite neonatal
causados por B. cereus também tém sido relatados nos ultimos anos (MANICKAM, KNORR
& MULDREW, 2008).

As condicdes otimas de produgdo das bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185
foram determinadas. Assim como outras estirpes de S. aureus Bac™ (NASCIMENTO et al.,
2004) e a estirpe S. simulans 3299, a estirpe 4185 apresentou o0 maximo da producéo de
bacteriocina entre o final da fase log e o inicio da fase estacionaria do seu crescimento.

A sua purificagao foi realizada a partir de 1 litro de sobrenadante da cultura da estirpe
de S. aureus 4185 crescida em meio GM17, através de precipitagdo com sulfato de aménio,
cromatografia de troca catibnica e HPLC. A estratégia empregada para a purificacdo das
bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185 foi a comumente empregada para este fim
(NETZ et al., 2001; NETZ et al., 2002; BREDE et al., 2004) e mostrou-se eficiente devido as
propriedades dos peptideos purificados. Assim como a maioria das bacteriocinas (BASTOS
et al., 2009), incluindo a simulancina 3299, eles se mostraram hidrof6bicos e catiénicos.

Apés a purificacao através de HPLC, foi observada a presenga de atividade
antimicrobiana em diferentes fragdes, eluidas com 40% e 80% de isopropanol, sugerindo
que a atividade encontrada no sobrenadante da estirpe 4185 estaria relacionada com a
presenca de pelo menos dois peptideos distintos. Adicionalmente, péde-se inferir que os
peptideos eluidos com 80% de isopropanol devem ser altamente hidrofébicos.

Embora a maioria das estirpes Bac® caracterizadas produzam uma Unica
bacteriocina como, por exemplo, as estirpes S. aureus A70 (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al.,
1990), S. aureus A53 (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al, 1990), S. simulans 3299 (este
trabalho) e S. aureus 5 (KALETTA et al., 1989), entre outras, uma Unica estirpe bacteriana
pode produzir mais de uma bacteriocina (QUADRI et al., 1997).

A determinagdo da massa molecular dos peptideos purificados revelou a presencga
de cinco componentes com massa molecular distintas: 2.305,3 + 1,5 Da (peptideo A),
2.327,3 £ 1,5 Da (peptideo B), 3.005,5 + 1,5 Da (peptideo C), 6.413,5 £ 1,5 Da (peptideo D)
e 12.834,5 £ 1,5 Da (peptideo E).

Apenas uma sequéncia, SLLEQFTGK, foi obtida a partir das fragdes eluidas com
cerca de 40% de isopropanol, revelando identidade com o terminal carboxi de uma proteina
hipotética de 21 acidos aminados, com fungdo desconhecida e uma massa molecular em
torno de 2.300 Da, similar as massas dos peptideos A (2.305,3 + 1,5 Da) e B (2.327,3 + 1,5
Da).

O peptideo C (3.005,5 = 1,5 Da) deve possuir uma sequéncia de cerca de 28
acidos aminados; entretanto, esta sequéncia ndo pdde ser determinada.

E possivel ainda que uma das bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185 seja
composta por mais de um componente, como a aureocina A70 (NETZ et al., 2001), a

126



estafilococcina C55 (NAVARATNA, SAHL & TAGG, 1998) e a lactococcina G (NISSEN-
MEYER et al., 1992).

A partir das fracbes eluidas com cerca de 80% de isopropanol, foram obtidas trés
sequéncias parciais de acidos aminados. A primeira sequéncia, ALLYDER, apresentou
similaridade com um fragmento de uma proteina hipotética de 144 &cidos aminados, de
funcéo desconhecida, mas com um dominio conservado com as proteinas MAP, enzimas
envolvidas na sinalizagéo intracelular (GOTOH & NISHIDA, 1998). A massa desta proteina
foi estimada em 15.854,24 Da, através do programa “Peptide Mass” (“ExPASy Proteomics
Server”, http://ca.expasy.org). Empregando-se este mesmo programa, também pdde-se
analisar os fragmentos que seriam gerados pela sua digestao com tripsina. Nenhum dos
fragmentos hipotéticos apresentaria massa molecular de 6,4 ou de 12,8 KDa (como os
peptideos D e E). Logo, é improvavel que um destes peptideos seja relacionado a referida
proteina hipotética.

Duas outras sequéncias, NNTSHNLPLGWFNVK e NNLAQGTFNATK,
apresentaram similaridade com um fragmento de um precursor de uma autolisina de S.
aureus, de 1.245 acidos aminados. As autolisinas descritas na literatura sado proteinas
grandes (50-100 kDa), que atuam sobre a parede celular das bactérias Gram-positivas
(VOLLMER et al., 2008). Porém, apenas dois componentes, peptideo D (6.413,5 + 1,5 Da)
e peptideo E (12.834,5 + 1,5 Da), foram encontrados nessas fragdes. Portanto, é pouco
provavel que a substancia antimicrobiana purificada seja uma autolisina. Curiosamente, o
peptideo E apresenta massa correspondente ao dobro da massa do peptideo D. O peptideo
E poderia ser um dimero de peptideos D, ou ainda, o peptideo D poderia ser um produto da
clivagem do peptideo E.

A determinacdo da cinética de atividade das bacteriocinas produzidas pela estirpe
4185 foi determinada, contra a estirpe M. luteus ATCC 4698, empregando-se a bacteriocina
dez vezes concentrada com sulfato de aménio. Pdde-se observar que a estirpe M. luteus
ATCC 4698 sofreu lise acentuada pela acdo dos peptideos antimicrobianos. Estes
resultados sugerem que, em conjunto, as bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185
apresentam atividade bacteriolitica. Embora o0 modo de acdo de cada um dos peptideos,
individualmente, ndo tenha sido determinado, é possivel que pelo menos um deles seja
bacteriolitico.

A nisina e outros lantibidticos tém atividade bacteriolitica. Esta bacteriocina se liga
especificamente ao lipideo Il, levando a formacao de poros na membrana celular e a inibicao
da biossintese da parede celular das células sensiveis (COTTER, HILL & ROSS, 2005).

Em geral, as bacteriocinas de classe Il agem permeabilizando a membrana das
células sensiveis. O seu terminal amino se liga a membrana das células-alvo através de
interacdes eletrostaticas com estruturas negativamente carregadas. As bacteriocinas do tipo
pediocina, como a pediocina PA1 (protétipo do grupo), por exemplo, se ligam ao receptor de
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manose. Em seguida, o terminal carboxi, mais hidrofébico, penetra na bicamada lipidica.
Consequentemente, ocorre o efluxo de pequenas moléculas, como ATP, e a dissipagdo do
potencial de membrana, resultando na morte celular (NISSEN-MEYER et al., 2009).

A aureocina A53 é um exemplo de bacteriocina que parece se ligar
inespecificamente @ membrana das células sensives, permeabilizando esta estrutura e
levando a lise e a morte celular (NETZ, BASTOS & SAHL, 2002).

Uma variante da aureocina A53, a lacticina Q - produzida pela estirpe Lactococcus
lactis QU5 -, também apresenta acgédo bacteriolitica contra bactérias Gram-positivas, agindo
em concentragdes nanomolares e se ligando inespecificamente a membrana das células-
-alvo. O modelo proposto por Yoneyama et al. (2009a) inclui etapas principais da atividade
desta bacteriocina: i, a sua ligacdo (em uma conformagdo helicoidal) a membrana
bacteriana negativamente carregada; ii, penetragdo nesta membrana, sem o auxilio de uma
molécula especifica de ligacdo; e iii, morte celular pela perda dos componetes do
citoplasma. A lacticina Q parece ser capaz de gerar grandes danos a membrana das celulas
sensiveis, além de se translocar por esta estrutura em associagdo ao movimento de “flip-
flop” da bicamada lipidica (YONEYAMA et al., 2009b).

Dentre as bacteriocinas da classe lll, as bacteriolisinas (subclasse llla) também
apresentam atividade bacteriolitica, caracteristica que d4 nome ao grupo. A lisostafina € um
exemplo de bacteriolisina, que age através da hidrolise do peptideoglicana das bactérias
Gram-positivas (BASTOS et al., 2009).

Geralmente, os determinantes genéticos das bacteriocinas sdo encontrados em
plasmideos (ex.: simulancina 3299) embora possam estar codificados no cromossomo da
célula bacteriana (ex.: epilancina K7) (VAN DE KAMP et al., 1995b; MCAULIFFE, ROSS &
HILL, 2001).

A estirpe 4185 apresenta um Unico plasmideo, de 11,5 kb (CEOTTO et al., 2009). Os
grupamentos genéticos envolvidos na biossintese das aureocinas 4185 podem estar
localizados no referido plasmideo, ou ainda no cromossomo da estirpe produtora.

Assim como outras bacteriocinas, os peptideos antimicrobianos produzidos pela
estirpe S. aureus 4185 poderiam ser utilizados, na sua forma purificada, na prevengao e no
combate as infeccoes estafilococicas, uma vez que foram capazes de inibir estirpes de
Staphylococcus spp. envolvidos em infecgcbes nosocomiais. Essas bacteriocinas poderiam
ainda ser empregadas como biopreservativos de alimentos devido a sua ag¢do contra
bactérias do género Listeria (incluindo L. monocytogenes) e B. cereus. Embora as
bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185 tenham se mostrado sensiveis a tratamentos a
80°C, essas bacteriocinas poderiam ser utilizadas na conservagdo de alimentos que sdo
consumidos crus ou minimamente processados, como saladas. Alternativamente, a
bacteriocina poderia ser adicionada aos alimentos ap6s o0 seu processamento. No caso do
leite, por exemplo, as bacteriocinas poderiam ser adicionadas apos a sua pasteurizagao.
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CONCLUSOES

v

v

As 12 estirpes Bac* produzem estafilococcinas distintas das ja descritas na literatura.

As estirpes 3853, 3913, 3959, 4045, 4046, 4093, 4100, 4150, 4180, 4183 e 4230
foram capazes de inibir somente M. luteus ATCC 4698.

As bacteriocinas produzidas pela estirpe S. aureus 4185 foram capazes de inibir

importantes patdégenos alimentares e estirpes envolvidas em infec¢gdes nosocomiais.

As bacteriocinas produzidas pelas 12 estirpes de S. aureus apresentaram reducao
significativa da atividade antimicrobiana apds o tratamento a 80°C, por 15 min,
sugerindo que essas bacteriocinas nao devem ser lantibibticos.

A producao das aureocinas 4185 é maior quando a estirpe 4185 é cultivada em meio
GM17, do que quando a estirpe 4185 é cultivada em BHI.

Ap6s 8 h, no final da fase log de crescimento bacteriano, p6de-se detectar a

produgdo maxima destas bacteriocinas em ambos os meios.

A atividade antimicrobiana encontrada no sobrenadante da estirpe 4185 parece estar
relacionada com a presenca de pelo menos dois peptideos distintos.

A determinacdo da massa molecular dos peptideos purificados revelou a presenca
de cinco componentes com massa molecular distintas: 2.305,3 + 1,5 Da (peptideo A),
2.327,3 + 1,5 Da (peptideo B), 3.005,5 = 1,5 Da (peptideo C), 6.413,5 + 1,5 Da
(peptideo D) e 12.834,5 £ 1,5 Da (peptideo E).

Apenas uma sequéncia de acidos aminados, SLLEQFTGK, foi obtida a partir das
fragdes eluidas com cerca de 40% de isopropanol.

A partir das fragbes eluidas com cerca de 80% de isopropanol, foram obtidas trés
sequéncias parciais de acidos aminados: ALLYDER, NNTSHNLPLGWFNVK e

NNLAQGTFNATK.

Em conjunto, as bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185 apresentam atividade
bacteriolitica.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Duas diferentes estratégias de genética reversa serdo empregadas a fim de se

identificar os determinantes genéticos possivelmente envolvidos com as funcoes

antimicrobianas detectadas na estirpe 4185:

v

v

a primeira estratégia consiste na deteccao, no DNA cromossdmico, dos genes
envolvidos na producao das bacteriocinas e

a segunda estratégia consiste na pesquisa desses genes no DNA plasmidial isolado
da estirpe de S. aureus 4185.

Adicionalmente seréo realizadas:

Clonagem do grupamento genético relativo a cada bacteriocina, separadamente, em
vetores para expressdo em S. aureus;

a analise de expressdo dos genes envolvidos na biossintese das bacteriocinas
(através de “northern blot”) e

a determinacdo do espectro de acdo dessas bacteriocinas sobre outras estirpes
bacterianas isoladas de alimentos.
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CAPITULO lII: Purificacdo e caracterizacio da aureocina 4181
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL

A andlise de imunidade cruzada contra a estirpe S. aureus A70, produtora da
aureocina A70, a amplificagdo do operon aurABCD (que codifica a referida aureocina) e a
sua deteccéo por hibridagcdo DNA/DNA revelaram que a bacteriocina produzida pela estirpe
S. aureus 4181 (isolada de mastite bovina) parece ser uma variante da aureocina A70
(CEOTTO, 2005). Os genes que codificam esta bacteriocina, designada aureocina 4181,
estao localizados em um plasmideo de aproximadamente 8,5 kb (CEOTTO et al., 2009),
designado pRJ80.

O espectro de agédo da aureocina 4181 sugere que esta bacteriocina apresenta um
potencial de aplicacdo biotecnolégica na prevengcdo e no controle de infecgdes
estafilococicas, uma vez que esta estafilococcina apresentou atividade contra estirpes
clinicas de MRSA e de SCN, contra as quais a aureocina A70 nao demonstrou atividade
(CEQOTTO, 2005). Devido a este potencial de aplicacao, a aureocina 4181 foi escolhida para
ser estudada. Portanto, o objetivo principal desta parte trabalho foi purificar e caracterizar a
aureocina 4181.

OBJETIVOS ESPECIFICOS E ABORDAGENS EXPERIMENTAIS

1. Comparar as aureocinas 4181 e A70.
Abordagens experimentais: determinacdo do espectro de acdo e da cinética de
atividade das aureocinas 4181 e A70.

2. Determinar as melhores condicoes de producao da aureocina 4181.
Abordagem experimental: cinética de produgéo da aureocina 4181.

3. Purificar a aureocina 4181.

Abordagens experimentais: obtencdo da bacteriocina a partir do sobrenadante da
cultura da estirpe 4181, precipitacdo com sulfato de amoénio, cromatografia de troca
catiénica e HPLC.

4. Caracterizar a aureocina 4181.

Abordagens experimentais: determinagdo da massa molecular, através de
espectrometria de massa MALDI-TOF, e da sequéncia dos acidos aminados da aureocina
4181, através de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF, e identificacdo de regides de
similaridade entre as sequéncias de acidos aminados obtidas e as sequéncias disponiveis
no banco de dados do NCBI.
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5. Andlisar a sequéncia do operon aurABCD, presente no pRJ80.

Abordagens experimentais: amplificacdo do operon aurABCD presente no
plasmideo, por PCR, clonagem, sequenciamento do amplicon obtido e alinhamento da
sequéncia obtida com a do operon aurABCD, codificado pelo plasmideo pRJ6, através do
programa "Clustalw2™".

6. Comparar os plasmideos pRJ80 e pRJ6.
Abordagens experimentais: analise dos plasmideos pRJ6 e pRJ80 digeridos com as
endonucleases de restricao Bglll, Clal, EcoRl, EcoRV, Hindlll e Pstl, e hibridagdo DNA/DNA

dos fragmentos obtidos, empregando-se o pRJ6 purificado, como sonda.
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MATERIAIS E METODOS

1. Estirpes e condicdes de crescimento

A estirpe S. aureus 4181, isolada de mastite bovina na regiao Sudeste do Brasil, foi
gentilmente cedida pela Dra. Maria Aparecida Vasconcelos de Paiva Brito, da Embrapa
Gado do Leite, em Juiz de Fora, Minas Gerais.

A estirpe S. aureus A70, produtora da aureocina A70, isolada de leite comercial
(GIAMBIAGI-DEMARVAL et al., 1990), foi utilizada para a producdo desta bacteriocina.
Outras estirpes foram utilizadas como indicadoras: M. luteus ATCC 4698, S. aureus A70
Bac [estirpe A70 curada do plasmideo pRJ6 (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al., 1990)], S.
aureus A53 [produtora da aureocina A53 (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al., 1990)], S. aureus
4, S. epidermidis 102Hp, S. epidermidis 118 e S. haemolyticus 69Hp (TABELA 9).

As estirpes foram crescidas em meio TSB, BHI ou GM17, a 37°C. Os meios de

cultura foram utilizados nas formas liquida, semissélida e soélida.

2. Determinacao do espectro de acao das aureocinas 4181 e A70

A fim de se confirmar a diferenca do espectro de agédo entre as aureocinas 4181 e
A70, a atividade destas substancias foi testada contra as estirpes: M. luteus ATCC 4698,
sabidamente sensivel as estafilococcinas (controle de produgéo de bacteriocinas), S. aureus
A70 Bac (sensivel a aureocina A70), S. aureus 4 e S. epidermidis 118, estirpes clinicas
sensiveis a agdo da aureocina 4181, mas resistentes a agao da aureocina A70 (CEOTTO,
2005; NASCIMENTO et al., 2006), além de S. epidermidis 102Hp e S. haemolyticus 69Hp,
estirpes clinicas produtoras de biofilme (POTTER et al., 2009).

A atividade antimicrobiana destas substancias foi testada por difusdo em agar e pelo

teste de atividade em placa de microdiluigcdo.

2.1. Determinacao do espectro de acao das aureocinas 4181 e A70 em meio solido

O espectro de acdo das aureocinas 4181 e A70 foi determinado conforme descrito
por Giambiagi-deMarval et al. (1990), em placas contendo meio GM17. Cinco microlitros de
cultura das estirpes 4181 e A70, na fase log de crescimento, crescidas em 5 ml de meio
GM17 a 37°C, foram inoculados sob forma de pontos na superficie de placas contendo
meio GM17 sélido. Apds 18 h de incubacéo a 37°C, as bactérias foram mortas através da
exposi¢cao aos vapores de cloroférmio por 30 min e, em seguida, foram vertidos sobre a
placa 3 ml de meio GM17 semissolido contendo 0,3 ml das estirpes indicadoras (cultivadas
em 5 ml de meio GM17, a 37°C por 18 h, e diluidas dez vezes em solugéo salina estéril). As
placas foram incubadas por 18 h a 37°C e verificou-se a produgdo das bacteriocinas através

da formagé&o de halos de inibigdo ao redor do crescimento.
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2.2. Determinacao do espectro de acdao das aureocinas 4181 e A70 em placa de
microdulicao

O teste em placa de microdiluicdo foi realizado empregando-se 1.024 UB das
aureocinas 4181 e A70 (item 2.2, CAPITULO I). Quatro estirpes foram empregadas como
indicadoras: M. luteus ATCC 4698, S. aureus A70 Bac’, S. aureus 4 e S. epidermidis 118.

As estirpes S. epidermidis 102Hp e S. haemolyticus 69Hp sao fortemente produtoras
de biofilme e, portanto, se aderem a placa de poliestireno (POTTER et al, 2009). A
producao de biofilme dificultaria a interpretacdo dos resultados obtidos por microdiluicao.
Por isso, estas estirpes ndo foram empregadas na determinacdo do espectro de acao das

aureocinas 4181 e A70 por este método.

3. Cinética de producao da aureocina 4181

A fim de se definir as melhores condicbes de producdo da aureocina 4181, a estirpe
S. aureus 4181 foi cultivada em dois meios distintos: GM17 e BHI, a 37°C por 24 h. A
producdo da aureocina 4181 foi determinada através do teste de atividade em placa de
microdiluicdo, conforme descrito no item 2.2 (CAPITULO 1), apés 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12
h e 24 h de crescimento da estirpe 4181, tanto em meio GM17 como em meio BHI.

4. Cinética de atividade das aureocinas 4181 e A70
A cinética de atividade das aureocinas 4181 e A70 foi determinada conforme descrito
no item 6 (CAPITULO I).

5. Purificacao da aureocina 4181

A purificagdo da aureocina 4181 foi realizada através de: obtengédo da bacteriocina
no sobrenadante da cultura da estirpe 4181 (item 4.1, do CAPITULO 1), precipitacdo com
sulfato de aménio (item 5.2, CAPITULO II), cromatografia de troca catiénica (item 4.3,
CAPITULO 1) e HPLC (item 4.4, CAPITULO I).

6. Caracterizacao molecular da aureocina 4181

A caracterizagdo molecular da aureocina 4181 foi realizada através da determinacgao
da sua massa molecular e do sequenciamento dos seus acidos aminados, conforme
descrito no CAPITULO Il (item 6).

O programa “Blastn” foi utilizado a fim de se procurar regides de similaridade entre as
sequéncias de acidos aminados obtidas e as sequéncias de peptideos depositadas no
banco de dados do NCBI.
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7. Comparacao da sequéncia do operon aurABCD, presente nos plasmideos pRJ80 e
pRJ6

O operon aurABCD presente no plasmideo pRJ80 foi amplificado por PCR, clonado e
sequenciado. A sequéncia obtida foi comparada com a sequéncia do operon aurABCD
codificado pelo plasmideo pRJ6, através do programa "ClustalWw2™".

7.1. Amplificacao do operon aurABCD presente no plasmideo pRJ80

As reacdes de PCR foram realizadas conforme descrito no item 11 (CAPITULO I).
Foram empregados 0s oligonucleotideos iniciadores “forward” orfBF
(CGTTAATTAGGTCTTTTGGC?®) e “reverse” aurTR (*GCTCTCCACTTTCATTTGAATC?),
garantindo que todo o operon aurABCD fosse amplificado. O anelamento ocorreu a 45°C e o
plasmideo pRJ80, purificado (item 9.1, CAPITULO 1), foi empregado como molde. O
plasmideo pRJ6, purificado, foi utilizado como controle positivo. O plasmideo pRJ9
(codificador da aureocina A53), purificado, foi utilizado como controle negativo de reacao.

7.2. Clonagem do operon aurABCD
O amplicon obtido no item 7.1 foi purificado, dosado e clonado, € no vetor pGEM T-

Easy e transferido para E.coli DH5-a, conforme descrito nos itens 12 e 13 (CAPITULO I).

7.3. Andlise dos transformantes obtidos

O DNA plasmidial de seis transformantes obtidos foi isolado (item 9.1, CAPITULO I)
e empregado como molde para a amplificagdo do fragmento clonado, por PCR (como
descrito no item 7.1), visando-se a detecgéo da presenca do inserto. Foram empregados os
oligonucleotideos iniciadores orfBF e aurTR.

7.4. Sequenciamento do operon aurABCD

O sequenciamento dos fragmentos obtidos foi realizado conforme descrito no item 14
(CAPITULO I).

A reagao de sequenciamento continha 150 ng do DNA plasmidial (dosado conforme
descrito no item 12 do CAPITULO 1) dos transformantes obtidos, 0,35 ul do oligonucleotideo
iniciador empregado (3,2 pmol; orfBF ou aurTR),15 pl de agua Milli-Q e 2,5 ul do sistema
comercial “ABI PRISM BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing”.

7.5. Analises, in silico, da sequéncia do operon aurABCD

As sequéncias do operon aurABCD (item 7.4) foram alinhadas pelo programa
"ClustalW2™" e, a partir deste alinhamento, foi obtida uma sequéncia-consenso. A
sequéncia-consenso obtida, correspondente ao operon aurABCD (codificado pelo plasmideo
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pRJ80), foi alinhada e comparada com a sequéncia do operon aurABCD, codificada pelo
plasmideo pRJ6, também através do programa "Clustalw2™".

8. Comparacao dos plasmideos pRJ80 e pRJ6

8.1. Analises, in silico, do plasmideo pRJ6

Foram realizadas andlises in silico, com o programa “NEBcutter V2.0”, a fim de se
identificar os sitios de restricdo presentes no pRJ6 para as endonucleases comercializadas,
bem como o tamanho esperado dos fragmentos de DNA, apés a sua digestdo com as
referidas enzimas. As analises foram feitas com a sequéncia do plasmideo pRJ6, de 7.904
pb, depositada no “GenBank” (nUmero de acesso: AF241888).

8.2. Digestao do DNA plasmidial

Os plasmideos pRJ80 e pRJ6 foram purificados (item 9.1, CAPITULO I) e digeridos
com as endonucleases de restricao: Bglll (New England Biolabs), Clal (Takara), EcoRI (New
England Biolabs), EcoRV (Promega), Hindlll (New England Biolabs) e Pstl (New England
Biolabs), de acordo com as instrugdes do fabricante.

As digestdes foram realizadas a 37°C, por 4 h, empregando-se 500 ng de DNA
plasmidial (dosado conforme descrito no item 12 do CAPITULO 1), 20 unidades de cada uma

das enzimas, no seu respectivo tampao, em um volume total de 30 pl.

8.3. Eletroforese em gel de agarose dos plasmideos pRJ6 e pRJ80 digeridos

Os produtos das digestdes dos plasmideos pRJ6 e pRJ80 (item 8.2) foram
separados por eletroforese em gel de agarose 0,7% (p/v), preparado em tampao TAE,
visualizados e registrados. A corrida eletroforética foi realizada a 90 V durante uma hora.

Foram utilizados 30 pl do produto da digestao e 5 pl de corante para eletroforese.

8.4. Hibridagao DNA/DNA

Os géis de agarose contendo os produtos das digestdes dos plasmideos pRJ6 e
pRJ8O (item 8.3) foram tratados, conforme descrito no item 10 (CAPITULO Il), e o DNA foi
transferido, por capilaridade, para uma membrana de nailon. Esta membrana foi lavada em
uma solugédo SSC (seis vezes concentrada), secada (80°C, por 2 h, em forno pré-aquecido)
e armazenada a temperatura ambiente, até o momento do uso. O restante do gel foi corado
em solugdo de EtBr e visualizado, para se verificar se a transferéncia de DNA havia sido
completa.
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O plasmideo pRJ6, purificado (item 9.1, CAPITULO ) e marcado com o-**P-dCTP,
foi empregado como sonda. Os produtos das digestdes deste mesmo plasmideo foram
empregados como controle positivo.

Tanto a marcacdo da sonda com a as hibridagcbes de DNA/DNA foram realizadas
empregando-se também o sistema comercial “Redprime |l Random Prime Labelling
System”. Os nucleotideos nado incorporados foram removidos antes da hibridagdo, com o
sistema “ProbeQuant™ G-50 Micro Columns”. A hibridacéo foi revelada por exposicdo ao
filme de raio-X “Hyperfilm”, durante 1 h (item 8, CAPITULO ).
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RESULTADOS

1. Comparacao do espectro de acao das aureocinas 4181 e A70

A fim de se confirmar a diferenca do espectro de agédo entre as aureocinas 4181 e
A70, a atividade destas bacteriocinas (concentradas por precipitacdo com sulfato de
amoénio) foi testada contra as estirpes M. luteus ATCC 4698, S. aureus A70 Bac’, S. aureus
4, S. epidermidis 118, S. epidermidis 102Hp e S. haemolyticus 69Hp.

Nos testes realizados em meio solido, a aureocina A70 sé foi capaz de inibir as
estirpes S. aureus A70 Bac™ (estirpe A70 curada do plasmideo pRJ6) e M. luteus ATCC
4698, empregada como controle positivo da producéo de bacteriocinas. Ja a aureocina 4181
foi capaz de inibir o crescimento de todas as estirpes testadas, com halos de inibicdo que
variaram entre 20 e 32 mm (FIGURA 30), confirmando os resultados obtidos anteriormente
por Ceotto (2005) e Nascimento et al. (2006).

Ja nos testes realizados em placas de microdiluicdo, apenas quatro estirpes foram
empregadas como indicadoras: M. luteus ATCC 4698, S. aureus A70 Bac', S. aureus 4 e S.
epidermidis 118. Ambas as bacteriocinas testadas, aureocina A70 e aureocina 4181, foram
capazes de inibir as estirpes S. aureus 4 e S. epidermidis 118 (TABELA 12), sugerindo que
estes testes foram mais sensiveis do que os testes realizados em meio solido. Além disso,
estes resultados sugerem que os Staphylococcus spp. mostraram-se menos sensiveis do
que o M. luteus, ja que a atividade contra as bactérias deste género mostrou-se menor.

Apesar da aureocina A70 também ter inibido as estirpes clinicas, nos testes
realizados em placas de microdiluicdo, a aureocina 4181 mostrou-se mais eficaz. A estirpe
S. aureus 4 mostrou-se quatro vezes mais sensivel e a estirpe S. epidermidis 118 mostrou-

se duas vezes mais sensivel a aureocina 4181, do que a acao da aureocina A70.

2. Cinética de producao da aureocina 4181

A cinética da producao da aureocina 4181 foi determinada nos meios BHI e GM17,
por 24 h (FIGURA 31). Entre 6 e 8 h de crescimento, pdde-se detectar a produgao maxima
desta bacteriocina: em meio BHI, a estirpe 4181 produziu 160 UB/ml. J& com 6 h de
crescimento e em meio GM17, foram produzidas 640 UB/ml, com 8 h. Uma vez que a
producdo de aureocina 4181 foi quatro vezes maior em meio GM17, apés 8 h de
crescimento, este meio foi selecionado para as etapas seguintes deste trabalho.

Apoés 24 h de crescimento, houve uma redugao de 50% da atividade de bacteriocina
(80 UB/mI), quando comparada com a atividade quantificada apds 12 h de crescimento, em
meio BHI (160 UB/ml). Em meio GM17, pbéde-se observar uma redugdo de 87,5% da
atividade de bacteriocina (80 UB/ml), quando comparada com a atividade quantificada apos
12 h de crescimento (640 UB/ml) - FIGURA 31.
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FIGURA 30: Inibicao de S. aureus 69Hp pelas estirpes S. aureus A70 e S. aureus 4181.

TABELA 12: Comparacdo do espectro de agdao das aureocinas A70 e 4181, através de

testes realizados em placas de microdiluig&o.

Estirpe Indicadora

Atividade da Aureocina A70

Atividade da Aureocina 4181

(UB/ml) (UB/ml)
M. luteus ATCC 4698 1.024 1.024
S. aureus A70 Bac’ 320 640
S. aureus 4 160 640
S. epidermidis 118 320 640

* A tabela mostra os resultados obtidos em trés experimentos independentes. N&ao houve desvio-

-padrao.
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FIGURA 31: Cinética de produgao da aureocina 4181 nos meios BHI e GM17. Barras pretas,
atividade da aureocina 4181 produzida em meio BHI; barras cinzas, atividade da aureocina
4181 produzida em meio GM17. Em ambos os casos, a estirpe M. luteus ATCC 4698 foi

empregada como indicadora. A figura mostra a média dos resultados obtidos em dois
experimentos independentes.
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3. Comparacao da cinética de atividade das aureocinas 4181 e A70

A cinética de atividade das aureocinas 4181 e A70, contra a estirpe M. luteus ATCC
4698, foi determinada em um aparelho “Bioscreen C”, durante 4 h a 37°C.

Pbéde-se observar uma reducdo da DOgyg, de 1,3 para aproximadamente 0,4, em
apenas 1 h, pela agdo da aureocina 4181, sugerindo que a estirpe indicadora sofreu lise
acentuada. Também poOde-se observar uma redugcdo da DOgyp, de 1,4 para
aproximadamente 1,0, em 4 h, pela agdo da aureocina A70, sugerindo que a cultura da
estirpe indicadora sofreu lise parcial pela agao desta bacteriocina (FIGURA 32).

4. Purificacao da aureocina 4181

A purificacdo da aureocina 4181 foi realizada através de: obtengéo da bacteriocina
no sobrenadante da cultura da estirpe 4181, crescida em meio GM17, por 12 h, precipitacao
com sulfato de aménio, cromatografia de troca catidnica e duas corridas de HPLC.

Um litro do sobrenadante da estirpe 4181 foi precipitado com 40% (p/v) de sulfato de
amonio e dissolvido em 100 ml de agua Milli-Q estéril. Esta solugéao, contendo 512.000 UB,
foi submetida a cromatografia de troca catinica. O eluato desta cromatografia foi recolhido
em fracoes de 10 ml. A bacteriocina foi eluida, predominantemente, em duas fragdes de
NaCl 0,5 M em um total de 128.800 UB (25% da aureocina 4181 foram recuperados). Estas
duas fracdes (20 ml) foram submetidas a HPLC.

A primeira corrida de HPLC foi realizada, empregando-se a coluna “Resource RPC
1-ml”. A bacteriocina foi eluida em um gradiente de agua e isopropanol (contendo 0,1% de
TFA), em 24 fragbes de 1 ml. As fragdes 13, 14 e 15 apresentaram atividade antimicrobiana,
em um total de 55.600 UB (43,2% de recuperagao), que foram submetidas a uma segunda
HPLC.

Apés a segunda corrida de HPLC, na coluna “Sephasil Peptide Cg”, a aureocina 4181
foi eluida em um gradiente de agua e isopropanol (contendo 0,1% de TFA), em 30 fragoes
de 500 pl. Dois picos de eluicdo puderam ser observados em 65% de isopropanol, nas
fragdes 14 e 15 (FIGURA 33). Nestas fracoes, 28,8% da aureocina 4181 aplicada na coluna
foram recuperados (16.000 UB).
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FIGURA 32: Cinética de atividade das aureocinas 4181 e A70 contra M. luteus ATCC 4698.
A acdo das bacteriocinas sobre a estirpe indicadora foi acompanhada durante 4 h e
quantificada pela leitura da DO (600 nm) da cultura. €GM17 (branco), B, M. luteus ATCC

4698 (controle), A, M. luteus ATCC 4698 + aureocina 4181 (1.024 UB), ® M. Juteus ATCC

4698 + aureocina A70 (1.024 UB). A figura mostra a média dos resultados obtidos em dois

experimentos independentes.
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FIGURA 33: Purificag@o da aureocina 4181 através de HPLC. Elui¢éo da aureocina 4181 em
um gradiente de agua e isopropanol (0 a 100%), contendo 0,1% TFA, ap6s HPLC na coluna
“Sephasil Peptide Cg”, registrada a 214 nm. As setas indicam as fracdes que apresentaram

maior atividade antimicrobiana. Linha cinza, concentragao de isopropanol.
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5. Caracterizacao molecular da aureocina 4181

As fracoes 14 e 15 obtidas a partir da segunda corrida de HPLC foram empregadas
para a determinacdo da massa molecular e para o sequenciamento dos acidos aminados da
aureocina 4181, por espectrometria de massa MALDI-TOF e MALDI-TOF/TOF,
respectivamente.

A analise da espectrometria de massa das duas fragées (14 e 15) revelou a
presenca de uma mistura de componentes (FIGURA 34). Trés destes componentes (com
massa molecular de 2.981,7 = 1,5 Da, 3.108,6 £ 1,5 Da e 3.147,8 =+ 1,5 Da) estavam
presentes em ambas as fracées. Adicionalmente, um componente de 2.951,7 £ 1,5 Da foi
detectado na fracao 15 e outros dois componentes, de 2.824,4 + 1,5 Dae 3.179, 8 + 1,5 Da,
foram detectados na fracao 14. Nenhum deles apresentou massa molecular correspondente
aos peptideos da aureocina A70, produzida pela estirpe isolada de leite S. aureus A70:
AurA, AurB, AurC e AurD, de 2.927,3 + 1,5 Da, 2.795,7 £ 1,5 Da, 2.954,8 + 1,5 Da e 3.087,7
*+ 1,5 Da, respectivamente (NETZ et al., 2001). Os peptideos encontrados apresentaram um
aumento na massa molecular entre 21 e 28 Da, em relagdo aos peptideos AurA, AurB, AurC
e AurD.

O sequenciamento dos &cidos aminados dos componentes encontrados, por
espectrometria de massa, revelou quatro sequéncias parciais (TABELA 13). A analise
destas sequéncias, através do programa “Blastn”, revelou que elas apresentaram identidade
com os peptideos AurA, AurB, AurC e AurD (TABELA 13), e, portanto, foram designadas
4181A, 4181B, 4181C e 4181D.

Embora os quatro peptideos que compdem a aureocina A70 ndo sejam formilados
(NETZ et al., 2001), a presenga de um grupamento formil (28 Da), em cada um dos
peptideos, 4181A, 4181B, 4181C e 4181D, explicaria o aumento de massa molecular
encontrado.

A analise do terminal amino dos peptideos 4181C e 4181D, também por
espectrometria de massa, confirmou a presenca do grupamento formil nestes peptideos.
Entretanto, ndo foi possivel se confirmar, experimentalmente, a presenca deste grupo no
terminal amino dos peptideos 4181A e 4181B.

Os resultados obtidos sugerem que os peptideos de massa 2.951,7 £ 1,5 Da, 2.824 +
1,5 Da, 2.981,7 £ 1,5 Da e 3.108,6 + 1,5, designados 4181A, 4181B, 4181C e 4181D,
correspondem aos peptideos AurA, AurB, AurC e AurD, acrescidos de um grupamento formil
(TABELA 13).

A presenca de outros componentes, de 3.147,8 = 1,5 Da (peptideo E) e 3.179, 8 £
1,5 Da (peptideo F), nas fragdes purificadas, sugerem que a estirpe 4181 possa estar
produzindo outra(s) bacteriocina(s), além da aureocina 4181. Mas nenhuma outra sequéncia

de acidos aminados foi determinada, inviabilizando a caracterizagdo desses componentes.
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FIGURA 34: Analise da massa molecular da aureocina 4181. |, espectrometria de massa
MALDI-TOF dos peptideos presentes na fragdo 15; Il, espectrometria de massa MALDI-TOF
dos peptideos presentes na fracao 14, da HPLC na coluna “Sephasil Peptide Cs”.
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TABELA 13: Peptideos componentes das aureocinas 4181 e A70.

Bacteriocina (Referéncia) Peptideo Massa Molecular (Da) Sequéncia de,Acidos Aminados
(Numero de Acidos Aminados)
Aureocina 4181 4181A 2.951,7+1,5 IGGGIASALGWAAGEK (17)*
(Este Trabalho)
4181B 2.8245+1,5 AALGGAAGGATYAGLKK (17)**
4181C 2.981,7+1,5 IIGSGAAGGLGTYIGHK (17)**
4181D 3.108,6 £ 1,5 VIGWGAASGAGLYGLEK (17)**
Aureocina A70 AurA 2.927,3+1,5 MGKLAIKAGKIGGGIASALGWAAGEKAVGK (31)
(NETZ et al., 2001)
AurB 2.7957+1,5 MGAVAKFLGKAALGGAAGGATYAGLKKIFG (30)
AurC 2.9548+1,5 MGALIKTGAKIIGSGAAGGLGTYIGHKILGK (31)
AurD 3.087,7+1,5 MGAVIKVGAKVIGWGAASGAGLYGLEKILKK (31)

* Sequéncia parcial dos peptideos eluidos na fragao 15 da HPLC na coluna “Sephasil Peptide Cg”.
** Sequéncia parcial dos peptideos eluidos na fragcdo 14 da HPLC na coluna “Sephasil Peptide Cg”.

Sublinhado, regido idéntica a aureocina 4181.



6. Sequenciamento do operon aurABCD

O operon aurABCD presente na estirpe S. aureus 4181 foi amplificado, por PCR,
clonado no vetor pGEM-T Easy e transferido para E. coli DH5-a. Apenas um transformante,
contendo o inserto desejado, foi obtido. O DNA plasmidial deste transformante foi isolado e
o seu inserto foi sequenciado. Foram realizadas seis reacoes de sequenciamento com cada
uma das fitas.

As sequéncias obtidas foram alinhadas pelo programa "ClustalW2™" e a sequéncia-
-consenso gerada foi comparada com a sequéncia do operon aurABCD (codificado pelo
plasmideo pRJ6), também pelo programa "ClustalW2™". O alinhamento das sequéncias
revelou que o operon aurABCD presente em ambos os plasmideos, pRJ6 e pRJ80, é
idéntico (FIGURA 35).

7. Comparacao dos plasmideos pRJ80 e pRJ6

A analise da sequéncia do pRJ6 com o programa “NEBcutter V2.0” revelou que este
plasmideo apresenta um Unico sitio para as enzimas de restricao Bglll e EcoRl, dois sitios
para as enzimas EcoRV e Pstl, quatro sitios para as enzimas Clal e Hindlll (TABELA 14),
dentre outros. Os produtos da digestao dos plasmideos pRJ6 e pRJ80 com estas enzimas
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose. O resumo dos resultados obtidos esta
apresentado na TABELA 14.

Embora o plasmideo pRJ6 apresente quatro fragmentos gerados pela digestdo com
a enzima Clal, de 230 pb, 1.136 pb, 2.718 pb e 3.820 pb, apenas trés fragmentos (1.136 pb,
2.718 pb e 3.820 pb) foram visualizados apés eletroforese em gel de agarose. O quarto, e
menor, fragmento ndo pdde ser visualizado (FIGURA 36). Todos os demais fragmentos
esperados puderam ser observados (TABELA 14).

Foi possivel se observar que, assim como o pRJ6, o plasmideo pRJ80 apresentou
um Unico fragmento apds a digestdo com a enzima EcoRl. Um Unico fragmento foi
visualizado apo6s a digestdo do pRJ80 com a enzima Hindlll, dois fragmentos foram
visualizados apés a sua digestdao com Bglll e trés fragmentos foram visualizados apds a sua
digestao com EcoRV, Clal e Pstl (TABELA 14).

As digestdes dos plasmideos pRJ80 e pRJ6, com a enzima Clal, geraram dois
fragmentos de tamanho similar (Clal-A, de aproximadamente 4 kb, e Clal-B, com
aproximadamente 3 kb), além de um terceiro fragmento, Clal-C, de tamanhos distintos em
cada um dos plasmideos: aproximadamente 1,2 kb e 1,5 kb, no pRJ6 e no pRJ80,
respectivamente (FIGURA 36).

Os produtos das digestdes do plasmideo pRJ80 foram transferidos para membranas
de nailon, utilizadas para hibridacoes de DNA/DNA. Todos os fragmentos obtidos a partir da
digestdo do plasmideo pRJ80 hibridizaram com o plasmideo pRJ6 marcado com a**P-dCTP
(FIGURA 37).
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PRJBO TACTCGAATGCTTAGTTATTTTTTTAAAATTTTTTCTAAACCATATAAACCTGCGCCACT

PRJ6 TACTCGAATGCTTAGTTATTTTTTTAAAATTTTTTCTAAACCATATAAACCTGCGCCACT
hkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkrkhkhkhhhkrhrhkhkhhhkhrhkhhhhkhrhrhkhhhkrrhkhkhhkhkrrhhhkhkhkrhxkxkk
PRJ8O AGCGGCTCCCCAACCAATGACCTTAGCACCTACTTTAATTACTGCGCCCATAGTTTTICTC
PRJ6 AGCGGCTCCCCAACCAATGACCTTAGCACCTACTTTAATTACTGCGCCCATAGTTTTICTC
hkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhkhhkhAhkhhhrrhkhkhhhkrhrhkhhhkhkhrrhkhhhkrrrkhkhhkhkrrhkhkhkhkhkrhxkxkk
¢« aurD
PRJBO TCCTTTGCTTTTTAAGTAAACGCTATTTACCTAGAATTTTATGACCAATATATGTACCTA
PRJ6 TCCTTTGCTTTTTAAGTAAACGCTATTTACCTAGAATTTTATGACCAATATATGTACCTA
Ak Ak Ak hkhhhkhkhkhkhhkkhhhkhkhkhk bk hkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkddhhkhkkhkhhhkhhhkhhhhhhhkhxxx
PRJBO AACCACCAGCAGCACCACTACCAATGATTTTAGCACCAGTTTTAATTAATGCACCCATGT
PRJ6 AACCACCAGCAGCACCACTACCAATGATTTTAGCACCAGTTTTAATTAATGCACCCATGT
Ak hkhkhkhhkhhkhkkhkhkhkhkkhhkhkhkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkdhhhkhkhkhkhhkhhhkhhhhhhhkhxxx
«— aurC
PRJ8O AAATAACTCCTTAAATTTTTTAAATATTAACCAAAAATCTTTTTTAACCCTGCGTAAGTT
PRJ6 AAATAACTCCTTAAATTTTTTAAATATTAACCAAAAATCTTTTTTAACCCTGCGTAAGTT
hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkrkhkhkhhhrhhkhkhhhkhrhkhhhhkrhkhkhhhkrrhkhkhhkhkrhrhkhkhkhkhkrhxkxkxk
PRJBO GCGCCACCAGCAGCACCACCTAAAGCTGCTTTACCAAGAAATTTTGCTACAGCACCCATG
PRJ6 GCGCCACCAGCAGCACCACCTAAAGCTGCTTTACCAAGAAATTTTGCTACAGCACCCATG
Ak kA hkhhhhkhkkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkddhhkhkhhhhhhhkhhhhdhhkxkxx
< aurB
PRJBO AAAACACCTCCTCGAAAATTATTTATAGAATTATTTACCTACAGCTTTCTCTCCAGCAGC
PRJ6 AAAACACCTCCTCGAAAATTATTTATAGAATTATTTACCTACAGCTTTCTCTCCAGCAGC
Ak hk Ak hkhhhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhk bk hkhk bk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkdhdhhkhkhkhhkhhhhkhhhhhhhkhxxx
PRJBO CCAACCAAGAGCGCTAGCGATACCACCGCCAATGATTTTTCCAGCTTTGATAGCTAATTT
PRJ6 CCAACCAAGAGCGCTAGCGATACCACCGCCAATGATTTTTCCAGCTTTGATAGCTAATTT
hkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhhhhkhkhkhhhrhrhhhhhkhrrhkhhhrkrhkhkhhhkrrhkhhhkhkrrhkhkhkhkhrrhxkxkk
PRJ8O CCCCATTGTAACACCTCCCTTTTTTCTCTITGTTAATATTTTATTATTAGTTTGTTTTAAT
PRJ6 CCCCATTGTAACACCTCCCTTTTTTCTCTITGTTAATATTTTATTATTAGTTTGTTTTAAT
hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkrkhAhkhhhrhrhkhkhhhkrrhkhhhkhkrhrhkhhhkrrrkhkhhkhkrrhkhkhkhkhkrhxkkxk
¢« aurA

FIGURA 35: Alinhamento das sequéncias da fita anticodificadora do operon aurABCD
(sublinhado), presente nos plasmideos pRJ80 e pRJ6, pelo programa "Clustalw2™".
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TABELA 14: Comparacao de sitios de restricdo encontrados nos plasmideos pRJ80 e pRJ6.
Numero de Sitios Tamanho (kb) dos Numero de Fragmentos Numero de Fragmentos Tamanho (kb) Aproximado dos
Enzima de de Restricao Fragmentos Esperados Observados apos a Observados ap6s a Digestao Fragmentos Observados apds a
Restricao Identificados no apos a Digestao do Digestao do pRJ6 do pRJ80 Digestao do pRJ80
pRJ6 pRJ6
Bghi 1 7,9 1 2 41e43
Clal 4 0,2;1,2;2,7¢ 3,8 3* 3 1,5;3,0e4,0
EcoRl 1 7,9 1 1 8,0
EcoRV 2 24e54 2 3 2,0;2,1e43
Hindlll 4 0,4;1,1;1,3e5,0 4 1 8,0
Psti 2 1,7 e 6,1 2 3 2,3;2,4e3,7

0S1

* Nao foi possivel se visualizar o quarto fragmento (230 pb) apds eletroforese em gel de agarose.
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FIGURA 36: Digestao dos plasmideos pRJ80 e pRJ6 com a enzima Clal. Gel de agarose a
0,7% (p/v) mostrando os plasmideos pRJ80 e pRJ6 digeridos com a enzima Clal,
submetidos a uma corrida eletroforética por 1 h a 90 V. A, padrao “1-kb DNA ladder”; B,
pRJ80 digerido com a enzima Clal; e C, pRJ6 digerido com a enzima Clal. Os nimeros a

esquerda do gel representam padrdes de tamanho molecular.
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FIGURA 37: Comparagao dos plasmideos pRJ80 e pRJ6. |. Gel de agarose 0,7% (p/v)
mostrando os plasmideos pRJ6 e pRJ80 digeridos com as enzimas EcoRV, Hindlll e Pst,
submetidos a uma corrida eletroforética por 2 h a 60 V. Il. Autorradiografia dos fragmentos
de DNA hibridizados com o plasmideo pRJ6 marcado com o**P-dCTP. C, “1-kb DNA
ladder”; A, D, F e H mostram o plasmideo pRJ6; B, E, G e | mostram o plasmideo pRJ80. Os

numeros a esquerda do gel representam padrées de tamanho molecular.

152



DISCUSSAO

A aureocina A70 é uma bacteriocina de classe Il produzida pela estirpe S. aureus
A70, isolada de leite comercial. Esta estafilococcina é sensivel a acdo de enzimas
proteoliticas, como tripsina e proteinase K, mas mantém sua atividade antimicrobiana, ap6s
tratamento a 75°C, por 1 h (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al., 1990).

A anadlise genética, a purificacdo da aureocina A70 e experimentos com peptideos
sintéticos demonstraram que a atividade antimicrobiana da aureocina A70 resulta da
atividade sinérgica de quatro peptideos catidnicos, ndo modificados, ndo processados e
codificados pelo operon aurABCD. Embora esses peptideos sejam individualmente ativos
contra M. luteus, a acao inibitéria aumenta drasticamente quando eles estdo combinados.
Contra Staphylococcus spp. e Listeria spp., a aureocina A70 sé apresenta atividade
antimicrobiana na presenca dos quatro peptideos (NETZ et al., 2001; BASTOS et al., 2009).

Os determinantes genéticos para a producao da aureocina A70 estao localizados em
um plasmideo de 7,9 kb, o pRJ6 (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al., 1990; NETZ et al., 2001),
que possui a habilidade de ser mobilizado por plasmideos conjugativos de Staphylococcus
spp. (OLIVEIRA et al., 1998b; COELHO et al., 2009).

A aureocina A70 e suas variantes tém sido frequentemente isoladas entre estirpes de
Staphylococus spp. Bac* de diferentes origens (BASTOS et al., 2009), como leite comercial,
pacientes e gado bovino, com mastite ou saudavel (OLIVEIRA et al., 1998c; GAMON et al.,
1999; NASCIMENTO et al, 2002; NASCIMENTO et al., 2005; CEOTTO et al, 2009).
Provavelmente, a prevaléncia da aureocina A70 entre as estirpes de Staphylococus spp.
Bac* se deve a transferéncia do pRJ6 para essas bactérias, através de mobilizacdo
(OLIVEIRA et al., 1998b; COELHO et al., 2009).

Dentre 257 estirpes de Staphylococcus spp., isoladas de diferentes casos de mastite
em 56 rebanhos bovinos da regido Sudeste do Brasil, 46 (17,9%) apresentaram producao
de bacteriocinas sensiveis a acao de enzimas proteoliticas (CEOTTO et al., 2009).

A analise de imunidade cruzada dessas bacteriocinas contra a estirpe S. aureus A70,
a amplificacdo do operon aurABCD e a detecgao deste mesmo operon por experimentos de
hibridacdo DNA/DNA revelaram que 34 estirpes, dentre elas a estirpe 4181, produzem
bacteriocinas semelhantes a aureocina A70 (CEOTTO et al., 2009).

A acao da aureocina 4181 foi testada contra 40 estirpes de bactérias Gram-positivas,
inibindo 13 indicadoras diferentes, dentre elas estirpes de S. aureus resistentes a multiplas
drogas e de SCN, envolvidas em infecgcbes humanas, sugerindo que esta bacteriocina
apresenta um potencial de aplicagdo biotecnoldégica na prevengdo e no controle de
infeccoes estafilococicas (CEOTTO, 2005).
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Esta bacteriocina também foi capaz de inibir L. monocytogenes, um importante
patdgeno associado a alimentos e mastite bovina (CARRASCO et al., 2009; CORDANO &
JACQUET, 2009; PINTADO et al., 2009).

A acdo de diferentes estafilococcinas (aureocinas A70 e A53, 215FN, Pepb5,
epilancina K7, epicidina 280 e epidermina) foi testada contra estirpes clinicas de
Staphylococcus spp. multirresistentes a drogas. A aureocina A53 e a epidermina se
destacaram por apresentar acao contra estirpes de MRSA, enquanto a Pep5 se destacou
por apresentar atividade antagonistica tanto contra MRSA como contra SCN. As demais
bacteriocinas nao inibiram a maioria das estirpes de Staphylococcus spp. testadas,
sugerindo que estas estafilococcinas ndo apresentam potencial de aplicacado no combate a
infecgdes estafilococicas, inclusive a aureocina A70, que inibiu menos de 10% das estirpes
testadas (NASCIMENTO et al., 2006).

Dentre as estirpes sensiveis a agdo da aureocina 4181, estavam as estirpes S.
aureus 4 e S. epidermidis 118, isoladas de infecgbes nosocomiais, que se mostraram
resistentes a acado da aureocina A70 (CEOTTO, 2005; NASCIMENTO et al., 2006). Esta
diferenca no espectro de acao das aureocinas 4181 e A70 sugeria que estas bacteriocinas
poderiam apresentar diferencas importantes nas suas atividades antimicrobianas.

A fim de se confirmar a diferenca de espectro de acdo entre as aureocinas 4181 e
A70, novos testes contra estirpes clinicas de Staphylococcus spp. foram realizados. Os
testes feitos em placas de microdiluicio mostraram-se mais sensiveis do que os testes
realizados em meio sélido, uma vez que foi possivel se detectar atividade antagonistica da
aureocina A70 contra as estirpes S. aureus 4 e S. epidermidis 118.

Apesar da aureocina A70 ter inibido as estirpes clinicas de Staphylococcus spp. nos
testes realizados em placas de microdiluicdo, a aureocina 4181 apresentou atividade mais
eficaz contra as estirpes indicadoras. A estirpe S. aureus 4 mostrou-se quatro vezes mais
sensivel e a estirpe S. epidermidis 118 mostrou-se duas vezes mais sensivel a aureocina
4181 do que a acdo da aureocina A70. A maior sensibilidade das estirpes de
Staphylococcus spp. a aureocina 4181 sugere que talvez haja uma diferenca no modo de
acao destes peptideos, uma vez que as mesmas quantidades de bacteriocina (1.024 UB)
foram empregadas em ambos os testes.

A cinética da produgao da aureocina 4181 foi determinada nos meios BHI e GM17
visando-se otimizar a sua purificagdo. Apds 8 h, no final da fase log de crescimento
bacteriano, pbde-se detectar a producdo maxima desta bacteriocina em ambos os meios,
embora esta fosse maior em GM17.

Outras estirpes de Staphylococcus spp. Bac’, também apresentam maxima
producao de estafilococinas no final da fase log do seu crescimento (NASCIMENTO et al.,
2004), inclusive as estirpes S. simulans 3299 e S. aureus 4185, isoladas de mastite bovina.
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Ap6s 24 h de crescimento, houve uma reducao da atividade de bacteriocina presente
no sobrenadante da estirpe 4181 em ambos os meios de cultura. A aureocina 4181, assim
como a aureocina A70, é sensivel a agdo de proteases (GIAMBIAGI-DEMARVAL et al.,
1990; CEOTTO, 2005). Provavelmente, a reducdo observada na quantidade desta
bacteriocina esta relacionada com a degradacdo da aureocina 4181 por proteases
secretadas no sobrenadante da cultura. Este comportamento também é observado em
relacdo a aureocina A70 (NASCIMENTO et al., 2004).

A determinagao da cinética de atividade das aureocinas 4181 e A70 contra a estirpe
M. luteus ATCC 4698 foi realizada. Pode-se inferir que as aureocinas 4181 e A70
apresentam mecanismos de acao diferentes, uma vez que a aureocina 4181 foi capaz de
lisar completamente a bactéria indicadora, mas a aureocina A70 causou apenas lise parcial
da estirpe. A aureocina 4181 apresentou atividade bacteriolitica, a se julgar pela drastica
reducao da DOgy da cultura da estirpe indicadora. A lise parcial das células de M. luteus,
pela aureocina A70, sugere que esta bacteriocina apresenta atividade bactericida, mas nao
acentuadamente bacteriolitica.

Em conjunto, as bacteriocinas produzidas pela estirpe 4185 apresentam atividade
bacteriolitica semelhante a acdo da aureocina 4181. Alguns lantibidticos, como a nisina,
podem apresentar modo de acao bacteriolitico, relacionado a inibicdo da biossintese da
parede celular e a formacgao de poros na membrana celular (BIERBAUM & SAHL, 2009).

A aureocina A53 também apresenta atividade bacteriolitica. Este peptideo é capaz
de permeabilizar a membrana das células sensiveis e a sua atividade antibacteriana péde
ser observada em poucos minutos (NETZ, BASTOS & SAHL, 2002).

A acdo da simulancina 3299 também ocasionou apenas lise parcial de M. luteus,
sugerindo que este lantibiético apresenta atividade bactericida, mas nao extremamente
bacteriolitica, assim como a aureocina A70.

Bacteriocinas bactericidas, mas ndo bacterioliticas, tém sido descritas na literatura.
Em geral, as bacteriocinas da subclasse Illb promovem a dissipacéo da forga préton-motora,
levando ao extravasamento de ATP e morte celular, sem causar lise da célula-alvo (HENG
et al., 2007).

A maior atividade bacteriolitica da aureocina 4181 poderia explicar a maior
sensibilidade dos estafilococos a esta bacteriocina, quando comparada a sensibilidade a
aureocina A70.

A aureocina 4181 mostrou-se hidrofobica e catibnica como a maioria das
bacteriocinas (BASTOS et al, 2009), tendo sido purificada através da precipitagdo do
sobrenadante da cultura da estripe 4181 com sulfato de aménio, cromatografia de troca
catibnica e duas corridas de HPLC. As fracbes 14 e 15, eluidas com cerca de 65% de

isopropanol na segunda corrida de HPLC, apresentaram maior atividade antimicrobiana e
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foram utilizadas para a determinacao da sua massa molecular e para o sequenciamento dos
seus 4cidos aminados.

Nenhum dos componentes detectados por espectrometria de massa MALDI-TOF
apresentou massa molecular idéntica aos peptideos AurA, AurB, AurC e AurD, que
compdem a aureocina A70, produzida pela estirpe S. aureus A70 (NETZ et al., 2001).
Entretanto, o sequenciamento dos acidos aminados desses componentes revelou quatro
sequéncias parciais que sao idénticas aos peptideos AurA, AurB, AurC e AurD (TABELA 11)
e que, portanto, foram designadas 4181A, 4181B, 4181C e 4181D.

Adicionalmente, o sequenciamento de DNA revelou que o operon aurABCD,
encontrado no plasmideo pRJ80, é idéntico ao encontrado no pRJ6. Logo, p6de-se concluir
que a estrutura primaria dos peptideos 4181A, 4181B, 4181C e 4181D, sintetizados pela
estirpe 4181, é idéntica a estrutura primaria dos peptideos AurA, AurB, AurC e AurD,
sintetizados pela estirpe A70.

Os peptideos encontrados apresentaram um aumento na massa molecular entre 21
e 28 Da, em relagdo aos peptideos AurA, AurB, AurC e AurD. A presenca de um
grupamento formil (28 Da), em cada um dos peptideos, 4181A, 4181B, 4181C e 4181D,
explicaria a diferenga de massa molecular encontrada.

A andlise do terminal amino dos peptideos 4181C e 4181D, também por
espectrometria de massa, confirmou a presenca do grupamento formil nestes peptideos, ou
seja, a diferenca de massa encontrada entre os peptideos 4181C e AurC, e 4181D e AurD,
se deve realmente a presenga de um radical formil no terminal amino dos peptideos
produzidos pela estirpe 4181.

A estrutura primaria dos peptideos 4181A e 4181B é idéntica a estrutura primaria dos
peptideos AurA e AurB. A diferenca de massa molecular encontrada (24 a 28 Da)
corresponde a massa de um grupamento formil. Adicionalmente, este radical esté presente
no terminal amino de 4181C e de 4181D. Estes dados sugerem que os peptideos 4181A e
4181B também apresentam um grupamento formil no seu terminal amino, embora nao tenha
sido possivel se confirmar isto, experimentalmente.

Sendo assim, pdde-se concluir que os peptideos de massa 2.951,7 £ 1,5 Da, 2.824 +
1,5 Da, 2.983,7 £ 1,5 Da e 3.108,6 + 1,5, designados 4181A, 4181B, 4181C e 4181D,
correspondem aos peptideos AurA, AurB, AurC e AurD, acrescidos de um grupamento formil
(TABELA 13). A presenca deste grupamento formil no terminal amino dos quatro peptideos
que compdem a aureocina 4181 foi a Unica diferenca encontrada entre as aureocinas 4181
e A70. Assim como a aureocina A70, a aureocina 4181, pertence a subclasse lle proposta
neste trabalho.

A presenca de dois peptideos, de 3.147,8 £ 1,5 Da e 3.179, 8 £ 1,5 Da, nas fracbes
purificadas sugere que a estirpe 4181 talvez possa estar produzindo outras bacteriocinas, ou
uma outra bactericina de dois componentes, além da aureocina 4181. Mas como nenhuma

156



sequéncia de acidos aminados foi determinada para estes peptideos, nao foi possivel
caracteriza-los. Portanto, a diferenca de espectro e do modo de agdo entre as aureocinas
4181 e A70 pode estar relacionada a dois fatores distintos: a producdo de outra(s)
bacteriocina(s) pela estirpe 4181, ou a presenca do radical formil na aureocina 4181.

Nenhuma correlagédo entre a presenca de um radical formil no terminal amino de um
peptideo e a sua atividade antimicrobiana foi descrita até o momento. Entretanto, as
bacteriocinas de classe Il se ligam a membrana das células-alvo através de interacdes
eletrostaticas com o seu terminal amino (NISSEN-MEYER et al., 2009). Modificagdes neste
terminal poderiam, portanto, implicar na alteragdo entre as interagdes peptideo-membrana e,
consequentemente, no seu mecanismo de atividade.

A aureocina A53 é um exemplo de bacteriocina (subclasse lic) que age
permeabilizando a membrana das células sensiveis. Este peptideo, de 6.012,5 + 0,5 Da, é
composto por 51 acidos aminados e também apresenta um grupamento formil no seu
terminal amino. A aureocina A53 possui um amplo espectro de acdo contra bactérias do
género Staphylococcus, marcantemente mais expressivo do que o das demais
estafilococcinas descritas na literatura, até o presente momento (NETZ , BASTOS & SAHL,
2002; NETZ et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2006; COELHO et al., 2007).

Como ja mencionado anteriormente, a lacticina Q, uma variante da aureocina A53,
também apresenta acao bacteriolitica contra bactérias Gram-positivas, age em
concentracbes nanomolares e se liga inespecificamente a membrana das células-alvo.
Assim como a aureocina A53, a lacticina Q apresenta um grupamento formil no seu terminal
amino (YONEYAMA et al., 2009a).

Sera necessaria a realizacado de experimentos complementares para se identificar se
a diferenca de espectro e do modo de acdo entre a aureocina A70 e a aureocina 4181 se
deve a presencga do radical formil, ou se a estirpe 4181 produz alguma outra bacteriocina
responsavel pela inibicao das estirpes de Staphylococcus spp. e pela acentuada lise de M.
luteus ATCC 4698. Em havendo a producdo de pelo menos mais uma bacteriocina, os
resultados obtidos sugerem a ocorréncia de sinergismo entre elas.

Enquanto o plasmideo pRJ6, que codifica a aureocina A70, possui 7,9 kb (COELHO
et al., 2009), o plasmideo pRJ80, que codifica a aureocina 4181, possui aproximadamente
8,5 kb (CEOTTO, 2005). Estes dois plasmideos apresentam diferentes perfis quando
digeridos com as enzimas Bglll, Clal, EcoRV, Hindlll e Pstfl, sugerindo, portanto, que seus
mapas de restricdo sao distintos. Contudo, todos os fragmentos obtidos a partir da digestao
do plasmideo pRJ80 hibridizaram com o plasmideo pRJ6 marcado com o**P-dCTP. Sendo
assim, pdde-se concluir que o pRJ80 é um plasmideo relacionado, mas nao idéntico, ao
pRJ6.
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CONCLUSOES

v' Através dos testes realizados em placas de microdiluigdo, foi possivel se detectar a
atividade antagonistica da aureocina A70 contra Staphylococcus spp. isolados de

infeccbes nosocomiais.

v' Os testes de atividade de bacteriocina realizados em placas de microdiluigdo foram

mais sensiveis do que os testes realizados em meio soélido.

v' As estirpes S. aureus 4 e S. epidermidis 118, isoladas de infecgdes nosocomiais,
mostraram-se mais sensiveis a agdo da(s) aureocina(s) 4181, do que a agcédo da
aureocina A70.

v As aureocinas 4181 e A70 apresentam mecanismos de agao distintos: M. luteus ATCC
4698 sofreu lise total pela acéo da(s) aureocina(s) 4181, mas sofreu apenas lise parcial
pela acdo da aureocina A70.

v A producéo da(s) aureocina(s) 4181 é maior quando a estirpe 4181 é cultivada em
meio GM17, do que quando a estirpe 4181 ¢é cultivada em BHI e, no final da fase log de
crescimento, pdde-se detectar a maxima producao da(s) aureocina(s) 4181.

v" A(s) aureocina(s) 4181 pode (puderam) ser purificada(s) a partir do sobrenadante da
cultura da estirpe S. aureus 4181, através de precipitacdo com sulfato de aménio,
cromatografia de troca catiénica e duas corridas de HPLC.

v' Os peptideos de massa 2.951,7 + 1,5 Da, 2.824 + 1,5 Da, 2.983,7 + 1,5 Da e 3.108,6
1,5 Da (4181A, 4181B, 4181C e 4181D) parecem corresponder aos peptideos AurA,
AurB, AurC e AurD, acrescidos de um grupamento formil.

v" Dois componentes, de 3.147,8 + 1,5 Da e 3.179, 8 + 1,5 Da, purificados juntos com a
aureocina 4181 podem ser outra(s) bacteriocina(s) produzida(s) pela estirpe S. aureus
4181.

v Diferengas encontradas no espectro e no mecanismo de acdo das aureocinas A70 e
4181 podem estar relacionadas a dois fatores diferentes: a presenca do grupamento
formil na aureocina 4181 ou a producéo de outra(s) bacteriocina(s) pela estirpe 4181.

v O plasmideo pRJ80 é relacionado, mas nao idéntico, ao pRJ6.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A fim de se determinar se a diferenca de espectro e do modo de agdo encontrados
se deve a presenca de radical formil na aureocina 4181, ou a produgcdo de outra(s)
bacteriocina(s) pela estirpe 4181, serdo realizados o0s seguintes experimentos:

v cura do plasmideo pRJ80 da estirpe 4181 e teste de produgao de bacteriocina.

Caso haja perda completa da atividade antimicrobiana pela estirpe S. aureus 4181
(curada do plasmideo pRJ80), serao realizadas as seguintes etapas:

v transferéncia do plasmideo pRJ6 (marcado com o elemento Tn977-lac) para a
estirpe 4181 Bac™ (curada do pRJ80);
v' comparacdo do espectro de agcdo da bacteriocina produzida pelo transformante

contendo o pRJ6::Tn9717-lac e

v' purificacdo e determinacdo da massa molecular da aureocina A70 produzida pela
estirpe transformada.

Se a estirpe 4181 curada do pRJ80 continuar produzindo bacteriocina(s), serao
realizadas as seguinte etapas:

v' determinacio da cinética de produgéo e de atividade ;

v' determinacio do espectro de agio;

v purificacdo e

v’ caracterizagdo molecular desta(s) nova(s) bacteriocina(s).

A bacteriocina responsavel pela atividade antagonistica contra Staphylococcus spp.
produtores de biofilme sera testada contra o biofilme formado por estas bactérias.
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