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RESUMO: Atualmente existe um alto surgimento de bactérias e fungos resistentes a todas as classes
de antimicrobianos ja descobertos. Por isso, ¢ crucial que se descubra novos antibidticos e antifingicos
que combatam esses microorganismos. Portanto, a proposta deste trabalho, ¢ 0 sequenciamento de uma
linhagem de bactéria isolada e a montagem do genoma com a finalidade de identificacdo dos genes
responsaveis pela produgdo de antimicrobianos. Para obtengao de bactérias com capacidade de secretar
antibidticos e antifingicos, foi utilizado como fonte 5 méis diferentes. Foram selecionadas para
preparo de DNA gendmico, genotipagem e ensaios de halo de inibig@o as bactérias que cresceram em
diferentes meios de cultura. Obteve-se 20 isolados capazes de secretar antimicrobianos, sendo a
maioria, do género Bacillus. Pretende-se, na sequéncia, avaliar a eficacia destes microrganismos contra
fungos e bactérias prejudiciais. Para os microrganismos com maior eficacia na producdo de
antimicrobianos, sera extraido o DNA e sequenciado. Para a montagem do genoma e sua anotacao sera
utilizado ferramentas baseadas em Python, Linguagem de Marcacao de HiperTexto (HTML), Folha de
Estilo em Cascatas (CSS), Linguagem de Consulta Estruturada (SQL) e Pré-Processador de Hipertexto
(PHP). Ademais, utilizara a plataforma antiSMASH para buscar grupos de genes responsaveis pela
producao de antibioticos e antifingicos.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano; genotipagem; sequenciamento.

Characterisation of New Strains of Antibiotic and Antifungal Producing Bacteria.

ABSTRACT: Nowadays, there is a high emergence of bacteria and fungi resistant to all classes of
antimicrobials that have been discovered. Therefore, it is crucial to discover new antibiotics and
antifungals that combat these microorganisms. Thus, the current proposal of this work is the
sequencing of a strain of isolated bacteria and the assembly of the genome with the specific purpose of
identifying the genes responsible for the production of antimicrobials. To obtain bacteria with the
ability to secrete antibiotics and antifungals, 5 different honeys were used as a source. Bacteria that
grew in different culture media were selected for genomic DNA preparation, genotyping and halo
inhibition assays. 20 isolates capable of secreting antimicrobials were obtained, the majority of which
were from the Bacillus genus. In sequence, the effectiveness of these microorganisms against specific
problematic fungi and bacteria will be evaluated. Microorganisms with greater effectiveness in the
production of antimicrobials, will have DNA extracted and sequenced. To assemble the genome and its
annotation, tools based in Python, HyperText Markup Language (HTML), Cascading Style Sheet
(CSS), Structured Query Language (SQL) and Hypertext Preprocessor (PHP) will be used.
Furthermore, the platform antiSMASH will be utilized to search for groups of genes responsible for
the production of antibiotics and antifungals.
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INTRODUCAO

As doengas infecciosas s3o a segunda maior causa de morte mundial. Seu impacto deletério a
saude global é cada vez mais marcante devido a um aumento na incidéncia de resisténcia bacteriana, e
a reducdo dramatica na descoberta de novos antimicrobianos (Guimaraes; Momesso; Pupo, 2010).
Além da necessidade dos antibidticos, hd a grande importancia dos antifungicos. Diversos fungos de
importancia médica e especialmente de importancia agricola desenvolveram resisténcia contra os
fungicidas do mercado e passaram a atacar plantagdes e lavouras (Sumitomo Chemical, 2021).

H4 uma necessidade emergente em desenvolver novos antimicrobianos e disponibiliza-los no
mercado (Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2024). Desde 2023, nosso grupo de pesquisa tem
trabalhado na sele¢do de microrganismos de méis de diferentes regides do Brasil com a finalidade de
detectar possiveis microrganismos capazes de secretar antimicrobianos e antifingicos. As cepas que
apresentaram estas caracteristicas foram cultivadas para preparo de DNA gendmico, estocagem e
ensaios de halo de inibigdo. Os organismos que secretam mais antimicrobianos foram amplificados,
sequenciados e comparados no banco de dados online BLAST. Como resultado, descobriu-se que
quase todos os microrganismos encontrados no mel sdo de alguma espécie de Bacillus.

Assim, o presente projeto visa dar continuidade a validacdo fenotipica dos organismos
isolados para desenvolver antimicrobianos novos com maior capacidade de secrecdo de
antimicrobianos aos produtos comerciais, além de realizar o sequenciamento do genoma completo de
um dos Bacillus isolados. Para isso, sera criado um software, usando codificagdo em Python, HTML,
CSS, e PHP, que facilitara o processo de montagem e analise de genoma a partir dos dados brutos do
sequenciamento dos microrganismos (Cassol et al., 2022).

MATERIAL E METODOS

Para analisar a produgdo antibacteriana dos microrganismos, eles foram testados em ensaios
de halos de inibicdo (antibiogramas) contra a bactéria Xanthomonas citri, causadora do cancro citrico,
afetando todas as espécies e variedades de citros de importancia comercial (Fundecitrus, 2019).

Para o cultivo de microrganismos, foram preparadas placas de petri de 5 cm de diametro com
o meio Agar Triptico de Soja (TSA). E replicados 72 linhagens de microrganismos armazenados a
-80°C. Apos incubagdo a 30°C por 2 dias, cada microrganismo foi inoculado em 1 ml de meio Caldo
de Triptico de Soja (TSB) e incubado a 30°C por 4 horas. Em seguida, dilui¢des de X. citri foram
preparadas e 100 ul plaqueadas na superficie de placas Luria-Bertani (LB) com agar. 8 discos de 3 mm
de filtro de papel estéril foram posicionados em 8 posicdes equidistantes da placa. Pipetou-se 2 pl de
cultura de microrganismos do mel diluidos 1:100 nos filtros de papel. As placas com filmes de
Xanthomonas ¢ 8 microrganismos do mel foram incubados por 24 a 48h a 37°C. Fotografou-se as
placas e mediu-se os halos de inibicao para avaliar a secre¢do de compostos antibacterianos.

A fim de testar a atividade antiflingica dos organismos, foram realizados halos de inibigdo
utilizando fungos fitopatogénicos. Desta maneira, preparou-se placas de meio Agar Batata Dextrose
(BDA) e distribuiu-se sob elas, 8 papéis de filtro estéreis de modo equidistante na placa, nos quais
foram pipetados 2 pl de cultura (em meio TSB) de microrganismos do mel diluidos 1:100. No centro
de cada placa, foram posicionados discos contendo hifas de fungos patogénicos. As placas com
microrganismos do mel e fungos patogénicos foram incubados a 30°C por 72 dias e fotografadas para
monitoramento dos halos de inibi¢do. Em cada placa ha 6 organismos isolados do mel, o Bacillus
subtilis padrdo de laboratorio (B. subtilis 168) e o Bacillus sp. utilizado comercialmente para o
controle bioldgico na agricultura.

Para a extracdo de DNA gendmico de bactéria gram negativa, foi utilizado o kit Wizard®
Genomic DNA Purification Kit da Promega (A1125), seguindo o passo a passo indicado pelo
fabricante (Promega Corporation, 2018).

Para o preparo de biblioteca de DNA para sequenciamento por Nanoporo, foi utilizado o
Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109) da Oxford Nanopore Technologies, seguindo as
recomendagdes do fabricante (Oxford Nanopore Technologies, 2016).
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Para o preparo e carregamento da flow cell para sequenciamento por Nanoporo, foi utilizado o
protocolo Flow Cell Priming Kit (EXP-FLP002) da Oxford Nanopore Technologies, seguindo as
recomendagdes do fabricante. Apds o carregamento do DNA, foram seguidas as instrugcdes no
software para proceder com o sequenciamento.

Para a deteccdo de variantes, alinhamento e a analise dos dados brutos, ira se empregar o uso
do software EPI2ME, recomendado pela Oxford Nanopore Technologies. Sera usado o workflow
“epi2me-labs/wf-bacterial-genomes”. Além da utilizagdo dos guias contidos na plataforma GitHub:
https://github.com/baynec2/nanopore pipelines, que engloba codigos que irdo auxiliar na montagem e
anotagdo do novo genoma. Apos construir o coddigo em Python que realizard a montagem e anotagao
automatica, conta-se com a utilizagdo do HTML e CSS para a codificagao da interface do usuario e
SQL e PHP para a manipulagdo do banco de dados.

Apds a montagem do novo genoma e busca por genomas ja publicados de linhagens
semelhantes as isoladas do mel, os genomas serdo submetidos a plataforma antiSMASH
(https://antismash.secondarymetabolites.org). O antiSMASH proporciona a anotagdo, identificacdo e
analise eficiente de clusters de genes de biossintese de metabolitos secundarios em genomas
bacterianos e fungicos, sendo desenvolvido com diversas ferramentas de codigo aberto. O programa
ird buscar BGC, que podem ser responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios, os quais
podem ter agdo antibidtica ou antifingica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes de halo de inibi¢do para aproximadamente 70 isolados, sobre filtros
em placas LB com a bactéria fitopatogénica Xanthomonas citri. Nesses experimentos foi incluida a
linhagem de B. subtilis vendida para controle bioldgico sob o nome comercial Serenade. Observa-se
que diversos dos nossos isolados possuem atividade comparavel a produtos comerciais (FIGURA 1).

FIGURA 1. Imagem ilustrando halos de inibi¢do devido a secrecdo de antimicrobianos por microrganismos
isolados transferidos para discos de papel absorvente distribuidos na periferia das placas sobre uma camada da
bactéria fitopatogénica Xanthomonas citri. As placas foram incubadas a 30°C por 48 horas. As posi¢des das
placas marcadas com roétulos verdes indicam o controle positivo: cepa comercial de B. subtillis vendida para fins
agricolas sob o nome comercial Serenade para controle bioldgico de fungos e bactérias.

Fonte: Os autores

Também foram realizados testes de halo de inibicdo para os 70 isolados, sobre filtros em
placas BDA com discos contendo os fungos fitopatogénicos Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia
solanum. Como no experimento anterior, foram incluidos nesses experimentos a linhagem de B.
subtilis vendida para controle bioldgico sob o nome comercial Serenade. Observa-se que diversos dos
nossos isolados possuem atividade comparavel a produtos comerciais (FIGURA 2).

FIGURA 2. Imagem ilustrando halos de inibi¢do devido a secre¢do de antimicrobianos por microrganismos
isolados transferidos para discos de papel absorvente distribuidos na periferia das placas onde foram colocados
discos de 4gar com hifas de Sclerotinia sclerotiorum (imagens superiores) ou Rhizoctonia solanum (imagens
inferiores) no centro. As posicdes das placas marcadas com etiquetas azuis ou amarelas indicam o controle
positivo: cepa comercial de Bacillus subtillis vendida para fins agricolas sob o nome comercial Serenade para
controle biologico de fungos e bactérias. As placas foram incubadas a 300C por 48 horas.
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Fonte: Os autores

Foram realizadas diversas tentativas de extragdo de DNA gendmico da linhagem M3.18,
atingindo um rendimento de até 58,4 ng/ul.

Utilizando o DNA gendmico do Bacillus sp. m3.18, foi preparada a biblioteca de DNA para
sequenciamento por Nanoporo (FIGURA 3). Infelizmente todos os reagentes utilizados para o preparo
da biblioteca ultrapassaram o prazo de validade ja em 2020, portanto havia ciéncia de que a qualidade
do preparo seria ruim.

FIGURA 3. Imagem ilustrando a purificagdo de biblioteca de DNA para sequenciamento por Nanoporo com
formagao de um pellet pela acdo de beads magnéticos atraidos pelo suporte magnético.

Fonte: Os autores

Seguindo as recomendacdes do fabricante foi possivel obter DNA com adaptadores na
concentracdo de 2,17 ng/ul.

Foi avaliado a qualidade dos poros ativos nos Flocells Flongle para Minlon Nanoporo. Um
flowcell novo tem aproximadamente 800 poros ativos, porém o flowcell vencido que foi utilizado
tinha somente 17 poros.

Para a familiarizagdo com o equipamento, procedemos com o sequenciamento e obtivemos
107 mil pares de bases sequenciadas.

Espera-se montar um coédigo simples capaz de receber os dados brutos de sequenciamento e
montar e anotar o genoma de maneira rapida. Assim, contribuindo com o projeto para ajudar a
descobrir os genes responsaveis pela secrecdo antibidtica e antifungica. Além disso, busca-se que o
software possa facilitar o processo de montagem e anotagdo do genoma tornando-o mais
compreensivel, sendo uma nova ferramenta que possa ser disponibilizada para o uso gratuito a
terceiros, e podera auxiliar novas descobertas cientificas. A partir da anota¢do realizada pelo
antiSMASH, espera-se identificar os genes responsaveis pela producgdo dos antibidticos e antifingicos.
Assim, possibilitando futuramente o aumento

CONCLUSOES
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Durante 2023, isolou-se e realizou-se uma caracterizagdo preliminar de aproximadamente 70
linhagens de fungos e bactérias presente em amostras de méis comerciais. Encorajados pelo grande
numero de linhagens com atividade antifungica ou antibidtica contra a levedura Saccharomyces
cerevisiae BY4741 e a bactéria Escherichia coli DH5alpha, organismos padrdo em laboratorios, foi
decidido testar a atividade de nossos isolados contra fungos e bactérias de importancia agricola. Para
isso, experimentos foram realizados com os fungos S. sclerotiorum e R. solanum e a bactéria X. citri,
verificando que diversos de nossos isolados tém atividade tdo boa quanto a linhagem vendida para
agricultores como agente de controle biologico.

Foram identificadas as espécies de varias linhagens isoladas e as mesmas sdo diferentes da
linhagem comercial para controle bioldgico. Nossos estudos anteriores também haviam constatado que
as linhagens isoladas possuem diferentes padrdes de resisténcia a antibidticos, levando a concluir que
produzem antibioticos distintos. Sendo assim, a primeira vista nossas linhagens ndo parecem
superiores a comercial, mas o fato de aparentemente estarem produzindo antimicrobianos distintos, faz
com que as linhagens prospectadas do mel sejam uma alternativa atraente caso fungos e bactérias se
tornem resistentes a antimicrobianos produzidos pela linhagem comercial.

Com base na caracterizacdo fenotipica, foi selecionado a linhagem M3.18 para
sequenciamento gendmico e posterior identificacdo de grupos de genes responsaveis pela produgdo
dos antimicrobianos.

Para isso teve-se acesso a reagentes para sequenciamento por Nanoporo com data de validade
no ano de 2020. Apesar das claras limitagdes decorrentes do trabalho com reagentes vencidos, nossa
primeira tentativa de sequenciamento ja gerou 107 510 pares de bases. Este valor estd muito aquém
dos 20-25 milhdes de bases necessarias para o sequenciamento do genoma completo (5 vezes de
cobertura sobre o genoma de 4,2 milhdes de pares de bases), mas indica que com novas rodadas de
sequenciamento podera obter um maior volume de resultados para completar o genoma. Com o
genoma completo, serd possivel realizar as analises bioinformaticas para a identificagdo dos operons
responsaveis pela sintese dos antimicrobianos, e criar um programa para facilitar o processo de
montagem de genoma a partir dos dados brutos para futuros pesquisadores. Além de possibilitar o
aumento da sua capacidade de produgao antibidtica e antifingica.
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