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RESUMO

CHAGAS, Larissa de Medeiros. Brevibacillus brevis LABIM 17: potencial fonte de
novos antimicrobianos. 2022. 52 f. Tese (Doutorado em Microbiologia), Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

Com o surgimento das “superbactérias” e a descricdo de mecanismos de resisténcia
bacteriana contra diversos medicamentos disponiveis no mercado, se faz necessaria
a busca por novos bioativos antimicrobianos. Bactérias ambientais tém se mostrado
valiosas ferramentas nessa busca, uma vez que tém capacidade de produzir
compostos bioativos como produtos de seu metabolismo secundario. Diante deste
cenario o presente estudo teve por objetivo a prospeccao de bactérias produtoras de
antibioticos, bem como estudar alguns parametros de producdo e estabilidade.
Inicialmente, foi feita a caracterizacdo fenotipica de 33 isolados em solo de um
fragmento de floresta secundaria semidecidua em Londrina-PR, Brasil (23 ° 19'37,8
"S 51 ° 12'22,4" O). Dentre os isolados prospectados, 100% eram Gram positivas,
67% apresentavam a capacidade de produzir enddsporos e 94% apresentavam-se na
forma de bacilos. Deu-se prosseguimento, entdo aos testes de atividade antagonica
por cultura dupla contra os patégenos Acinetobacter baumannii (oxa23-positivo),
Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 8739 apenas com 0s
isolados que apresentavam morfologia de bacilos e capacidade de produzir
enddsporos. Dentre os 22 isolados submetidos ao teste de cultura-dupla, LABIM 17 o
anico isolado capaz de inibir todos os trés marcadores, mostrando assim uma
atividade de amplo espectro. A identificacdo molecular por rDNA 16S classificou
LABIM17 como Brevibacillus sp. LABIM 17. Por fermentacéo liquida submersa foi
avaliado a producédo de metabolitos extracelulares antibacterianos por LABIM 17. Os
resultados obtidos demostraram a producdo de metabdlitos extracelulares
antibacterianos em meio MAK a partir de 72 h. Afim de avaliar a estabilidade dos
metabolitos, sobrenadante livre de células foram submetidos a diferentes
temperaturas e comprimentos de onda de luz visivel e UV. Os resultados demostraram
que os metabdlitos foram estaveis a temperaturas abaixo de 70°C e sob todos os
comprimentos de onda testados. Em antecipacdo a futuras analises genémicas em
profundidade e suas aplicagbes potenciais, realizamos o sequenciamento completo
do genoma da LABIM 17 e foi identificada como Brevibacillus brevis. Em anélises
preliminares de agrupamentos génicos envolvidos na biossintese de metabdlitos
secundarios antibacterianos foram identificados agrupamentos para producdo de
Petrobactina, Octapeptina, Tirocidina, Gramicidina, Zwittermicin e Aurantinina. Todos
estes resultados sugerem que B. brevis LABIM 17 tem um bom potencial para uso
como agente produtor de antibacterianos, porém mais estudos sdo necessarios para
purificagcdo, caracterizagdo e aumento de produgédo dos compostos antibacterianos.

Palavras-chave: antibi6ticos naturais; metabolismo secundario; resisténcia
bacteriana.



ABSTRACT

CHAGAS, Larissa de Medeiros. Brevibacillus brevis LABIM 17: potential source of
new antimicrobials. 2022. 52 p. Thesis (Doctor's Degree in Microbiology),
Universidade Estadual de Londrina, 2022

The raise of “superbacteria” and discovery of bacterial antibiotic resistance
mechanisms against several clinical available drugs created the need to seek new
antibacterial drugs. Environment microorganisms are interesting sources for this
purpose, considering they harbor the ability to produce antibacterial molecules as
products of their secondary metabolism. Hence, this study aimed to prospect bacteria
from the environment which produces active molecules against other bacteria and
describe these molecules in terms of stability and means of producing them. Initially,
we characterized the phenotypes of 33 strains from a soil sample collected in
secondary semi-deciduous forest in Londrina-PR, Brazil (23 © 19'37,8 "S 51 © 12'22,4"
0O). Among those, 100% were Gram positive, 67% were endospore-forming and 94%
had bacilli morphology. Using only the bacilli observed to be endospore-forming,
antagonist activity tests were performed in double culture against the pathological
bacteria Acinetobacter baumannii (oxa23-positivo), Staphylococcus aureus ATCC
29213 and Escherichia coli ATCC 8739. From these tests, we selected LABIM17 as
the only strain capable of inhibit growing in all three markers, indicating ample
spectrum of antibacterial activity. Molecular identification using rDNA 16S allowed us
to classify LABIM17 as Brevibacillus sp. Submerged liquid fermentation was done to
assess the extracellular antibacterial metabolites production by LABIM17. Results
showed the production of such metabolites happen in MAK medium after 72h of
incubation. Supernatant free of cells were exposed to different temperatures and light
wavelengths ranging from UV to visible light in order to evaluate molecular stability.
Results from this test indicated the metabolites were stable at temperatures below
70°C and at all light wavelengths tested. To further identify LABIM17 we follow-up our
analysis with genome sequencing, allowing future deep genomic analysis in our lab
and identifying LABIM17 as Brevibacillus brevis. Preliminary analysis of genic groups
involved in the biosynthesis of molecules from secondary metabolism with antibacterial
activity, we identified groups associated with production of Petrobactin, Octapeptin,
Tirocidine, Gramicidin, Zwittermicin and Aurantinine. Taken together, our results
suggests that B. brevis (LABIM17) is a potential candidate to source for antibacterial
molecules, nevertheless more studies are needed to purify and characterize such
molecules, as well as optimize its production using LABIM17 cultures.

Keywords: Natural antibiotics; secondary metabolism; bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

O estudo de antimicrobianos naturais produzidos por microrganismos
(ANPM) iniciou-se no século XIX quando Louis Pasteur descreveu pela primeira vez
0 antagonismo entre dois microrganismos, porém a busca por novas moléculas
bioativas nunca foi tdo atual (de Oliveira et al., 2015).

Com o surgimento das “superbactérias” e a descricdo de mecanismos
de resisténcia bacteriano contra diversos medicamentos disponiveis no mercado, a
busca por novos bioativos antimicrobianos tomou maiores proporcdes recebendo
atencao das principais agéncias de saude, 6rgdos governamentais e instituices de
pesquisa e desenvolvimento do mundo todo (OMS, 2020).

Visando evitar uma crise provocada pela multirresisténcia a
antibioticos por bactérias com maior viruléncia a prospeccao e exploracdo de novas
formas de obtencdo de agentes potencialmente antimicrobianos se apresenta como
uma alternativa bastante promissora (JANKOSKI, 2018).

Um método que tem se mostrado bastante eficiente nesta busca € a
bioprospeccéo de bactérias ambientais presentes em diferentes microbiomas e que
sejam capazes de produzir moléculas com potencial antimicrobiano (MOURA et al.,
2021).

No quesito producéo de bioativos com potencial antibacteriano, o filo
Firmicutes, mais especificamente o género Brevibacillus se destaca, pois, espécies
desse género, como Brevibacillus brevis, produzem peptideos e outros metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana, o que os torna um forte candidato a agente
de biocontrole (PANDA, et al., 2014).

Neste sentido, essa espécie apresenta grande potencial devido a sua
diversidade genética e producdo de moléculas com atividade antimicrobiana e,

portanto, este estudo se dedicara a explorar esse potencial.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Prospeccdo e identificacdo molecular de bactéria produtora de

metabalitos extracelulares com atividade antibiotica contra patdégenos de humanos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Prospeccdo e caracterizacdo de bactérias produtoras de antibidticos
extracelulares;

e Classificacdo taxonbmica a nivel de género da bactéria produtora de
antibiéticos mais promissora;

e Estudo de parametros basicos de fermentacao liquida submersa para producao
dos antibioticos extracelulares;

e Estudo de termo e fotoestabilidade dos metabdlitos antibidticos;

e Analise do sequenciamento completo do genoma do melhor isolado bacteriano
produtor de antibiéticos extracelulares.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. IMPORTANCIA DO DESENVOLVIMENTO DE NOVOS ANTIBIOTICOS

A resisténcia aos antibidticos € uma ameaca urgente a saude publica
que tem recebido atengdo substancial das principais agéncias de salde do mundo e
de drgdos governamentais nacionais. Os antibiéticos — substancias naturais que
atuam inibindo o crescimento ou causando a morte de microrganismos-
revolucionaram a medicina moderna. I1sso resultou em maior expectativa de vida em
todo o mundo (SINHA & KESSELHEIM, 2016). No entanto, a eficacia de muitos
antibiéticos estd diminuindo a medida que as bactérias estdo se tornando cada vez
mais resistentes aos antibidticos comerciais, como resultado da evolucédo natural, e
em grande parte, também devido ao uso inadequado (BARAKA et al., 2019).

Recentemente, o fenbmeno de selecdo de bactérias resistentes
tomou maiores proporcdes, ao serem descobertas varidveis bacterianas que
apresentavam mecanismos de resisténcias contra diversos tipos de antimicrobianos
presentes no mercado farmacologico (LAU et al., 2017). Os individuos resistentes a
esses antimicrobianos passaram a ser chamados, popularmente, de “superbactérias’
(SILVA; AQUINO, 2018) e esta tematica se tornou objeto de discussdes na
Organizacdo Mundial de Saude — OMS (OMS, 2020).

Outra preocupacédo que contribui para agravar este cenario, € que 0s
antibioticos empregados hoje, em sua maioria, pertencem as mesmas classes
descobertas a mais de 40 anos, sao derivados semi ou sintéticos correspondendo a
novas geragcdes como no caso das Cefalosporinas (SALAMONI, 2009).

Por ser uma questéo de saude publica, a industria farmacéutica e os
institutos de pesquisa tém somado esfor¢cos para a investigacdo de novas moléculas
com potencial antimicrobiano (SILVA; AQUINO, 2018). E voltado suas atenc¢des para
a natureza e a busca por bioativos de origem natural (de OLIVEIRA, et al, 2015).

Porém, por mais que tenhamos esfor¢os concentrados, a busca por
moléculas antimicrobianas é uma longa estrada e envolve, por vezes, a
bioprospeccéo, que trata de investigar a biodiversidade de determinado local. Tem
sido comum pesquisas que envolvem a bioprospeccao para analisarem a microbiota
de diferentes solos, agua e de fontes biolégicas em busca de microrganismos capazes

de produzir moléculas com potencial antimicrobiano (MOURA et al., 2021).
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Nesta busca, contamos com uma natureza riquissima capaz de
produzir uma incrivel variedade de metabdlitos secundarios de peso molecular inferior
a 2.500 Da com atividade antimicrobiana (ROESSNER & SCOTT, 1996).
Considerando este incrivel reservatério, muitos pesquisadores tém se dedicado aos
estudos destes compostos naturais produzidos especificamente por bactérias.

Dentre os mais diferentes bioativos produzidos por bactérias, os
antibioticos possuem grande interesse para atender a demanda da sociedade por
novas terapias. Varias espécies de bactérias sdo produtoras de antibiéticos, no
entanto, alguns grupos estdo em destaques: actinobactérias (por exemplo,
Streptomyces e Actinomyces) Proteobacterias (por exemplo (Pseudomonas) e
Firmicutes (por exemplo Bacillus e Brevibacillus) (DEMAIN, 1999; KILLHAM &
PROSSER, 2007).

Um representante de destaque do filo Firmicutes é o género
Brevibacillus, pois além de sua grande capacidade adaptativa, ou seja, € encontrado
em diferentes habitats, as espécies desse género produzem peptideos e outros
metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana, o que os torna um forte
candidato a agente de biocontrole (PANDA, et al., 2014).

3.2. O GENERO BREVIBACILLUS

As espécies do género Brevibacillus possuem uma alta habilidade
adaptativa, sendo encontradas em diversos habitats, incluindo ambientes sob
condicdes extremas, como na Antartida (LOGAN et al., 2009; DE-VOS, 2009; BENDIA
et al., 2018). Devido a essa adaptacao a diferentes ambientes, espécies deste género
possuem aplicacBes biotecnoldgicas variadas, tais como: fonte de enzimas capazes
de biodegradar polietileno de baixa densidade, capacidade de atuar como candidato
a agente de biocontrole, producdo peptideos de baixo peso molecular e outros
metabdlitos secundarios de baixo peso molecular com atividades antimicrobianas
(PANDA et al., 2014).

A maioria das espécies de Brevibacillus pode crescer aerobiamente
em meio padréo e produzir colénias achatadas, secas, lisas ou rugosas, cinza-
amareladas ou ambar (Figura 1) e sao dificeis de identificar com base em ensaios
fenotipicos de rotina (HATAYAMA et al. 2014).
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Figura 1. Colbnia de Brevibacillus brevis LABIM17 inibindo crescimento de Fusarium

solani. Foto: Rosiana Berté, 2018.

Este género possui uma colecao fenotipicamente grande e diversa
com uma alta heterogeneidade filogenética e vem sofrendo intensa reclassificacao por
conta dos avancos na biologia molecular (JOHNSON & DUNLAP, 2019). Séo
bactérias Gram-positivas ou Gram-variaveis em forma de bastonete com dimensoées
inferiores a 10 micrébmetros e formadoras de endésporos (Figura 2). Sua mobilidade é
atraveés de flagelos peritricos e elipsoidais (NAZINA, 2001).

Figura 2. Fotomicrografia de Brevibacillus brevis LABIM 17. A) Colocardo de Gram,
1000x; B) Endésporos, 1000x. Foto Mirela Mosela, 2019



© 00 N O 0o~ W N P

W W W W W N N NN DN N DN DNDNDNDMDNDMNDNN P P PP PP PP PR
A W N P O O 0O N O O A WODN P O O 0N O OFh b O N, O

18

A etiologia da nomenclatura do género Brevibacillus remete a curto
bastdo ou pequena haste e foi originalmente proposto com base em sequéncias do
gene 16S rRNA de 11 espécies pertencentes aos grupos Bacillus brevis e Bacillus
aneurinolyticus (SHIDA et al. 1996).

Atualmente, o género inclui 28 espécies com nomes publicados de
forma valida: Brevibacillus agri, Brevibacillus aydinogluensis, Brevibacillus
borstelensis, Brevibacillus brevis; Brevibacillus centrosporus, Brevibacillus
choshinensis, Brevibacillus composti, Brevibacillus fluminis, Brevibacillus formosus,
Brevibacillus fortis, Brevibacillus fulvus, Brevibacillus gelatini, Brevibacillus
ginsengisoli, Brevibacillus halotolerans, Brevibacillus invocatus, Brevibacillus
laterosporus, Brevibacillus levickii, Brevibacillus limnophilus, Brevibacillus
massiliensis, Brevibacillus migulae, Brevibacillus nitrificans, Brevibacillus panacihumi,
Brevibacillus parabrevis, Brevibacillus porteri, Brevibacillus reuszeri, Brevibacillus

schisleri, Brevibacillus sediminis e Brevibacillus thermoruber (LPSN, 2021).

3.3. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DO GENERO BREVIBACILLUS

Existem vérias espécies do género Brevibacillus com importancia
biotecnoldgica. Podemos destacar B. choshinensis HPD31 como produtora eficiente
de fator de crescimento humano recombinante (MIYAUCHI et al. 1999); B.
laterosporus, frequentemente associada a atividade entomopatogénica (RUIU, et al,
2013) e, mais recentemente, B. halotolerans, também foi associado ao controle
bioldgico de insetos (KATAK, 2020).

Além destas espécies citadas anteriormente, B. brevis, possui
destaque dentro do género, uma vez que, sao amplamente estudadas e exploradas
industrialmente principalmente pela sua vasta capacidade metabdlica e pela
diversidade estrutural dos metabdlitos com potencial antimicrobianos (SONG et al.,
2012).

Dentre os diferentes metabdlitos produzidos por linhagens desta
espécie, destacam-se a Gramicidina (MOGI; KITA, 2009). A Gramicidina é um
peptideo ciclico antimicrobiano muito utilizado para fabricacdo de formulactes

farmacéuticas e foi descoberta na década de 40 na Uni&do Soviética produzido por um
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isolado de B. brevis (GAUSE & BRAZHNIKOVA, 1944). Em formulacbes
farmacéuticas, a gramicidina esta frequentemente associadas a nistatina, ao sulfato
de neomicina e ao acetonido de triancinolona. Tal associagcédo é comercializada sob a
forma de creme ou pomada.

Outro estudo com um isolado do solo do Monte Tai, na China, B.
brevis XDH, demonstrou acao inibitdria de agentes patogénicos tanto in vivo quanto
in vitro (SONG et al., 2012). Neste estudo os autores descobriram que B. brevis XDH
produz um novo antibacteriano peptidico identificado como Tostadin.

Outros registros demonstram que diferentes cepas de B. brevis sédo
capazes de produzir substancias com atividades antimicrobianas para controle de
diferentes patégenos de humanos ou de plantas (HAGGAG, 2008; SACHIN et al.,
2006; CHANDEL et al., 2010; JIANMEI et al., 2015; ZHENG et al., 2006; HAO et al.,
2007).

Essa habilidade de produzir diferentes tipos de metabdlitos bioativos
esta relacionada principalmente com a sua diversidade genética (LEE et al., 2014) e,
neste sentido, espécies do género Brevibacillus sdo 6timos agentes biolégicos para
estudo e exploragdo comercial para formulagbes farmacéuticas, produtos de
aplicacbes agricolas e / ou producdo de enzimas com importancia industrial
(SANJIVKUMAR et al., 2013).

3.4. BREVIBACILLUS BREVIS

Brevibacillus brevis € uma bactéria aerdbia, Gram positiva (Figura
2A), formadora de esporos (Figura 2B) e com formato de bastonete (Figura 3).
Comumente é encontrada no solo, na agua e em matéria em decomposicéo (SHIDA
et al., 1996). Embora seja incomum, hé& relatos de linhagens de B. brevis causando
doencas infecciosas (PARMAR, et al., 2020).

A primeira descricdo do Bacillus brevis, atualmente Brevibacillus
brevis, foi realizado por Migula (1900), esse bindmio identificava o que anteriormente
Flugge (1894) designou como “Bacillus lactic I”. Devido a perda das cepas
originalmente identificadas como B. brevis, a difusdo de cepas utilizadas atualmente
é oriunda de trés linhagens que foram isoladas por Ford em 1916, o qual as identificou
como B. brevis baseado nas caracteristicas morfologicas descritas anteriormente
(FORD, 1916).

De acordo com Nakamura (1991), o interesse em se estudar o B.
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brevis teve inicio com a descoberta de que algumas cepas que eram capazes de
produzir o antibidtico gramicidina (GAUSE; BRAZHNIKOVA, 1944). Além disso, foram
descritos em estudos posteriores o potencial de moluscicida de algumas cepas de B.
brevis (GORDON, et al 1973), bem como a atividade desses organismos na
hiperproducéo proteica (UDAKA, et al., 1989). Outro fator de interesse no estudo
dessa bactéria e a suscetibilidade deste organismo a manipulacdo genética que
objetiva a producédo de proteinas externas de interesse biotecnolégico, que se torna
possivel devido a baixa producéo de proteinases (UDAKA, et al., 1989).

Além dos compostos ja citados, nos chama a atengéo a sua habilidade
de produzir diferentes tipos de gramicidina e diferentes tipos de substancias
extracelulares que apresentaram potencial inibitério de outras bactérias (CHE et al.
2015; SONG et al. 2012; YANG; YOUSEF, 2018), de fungos (EDWARDS; SEDDON,
2001; JIANG et al., 2015; JOO et al., 2015), além da atividade patogénica contra
invertebrados (PESSANHA et al., 2015; RUIU, 2013), que podem contribuir com o
controle biologico de doencas tanto agricultura como em animais.

Com o crescente interesse no estudo de B. brevis, outras cepas foram
sendo isoladas, o que promoveu um amplo conhecimento deste grupo, como por
exemplo, fenétipos, tipos de nutrientes e temperatura ideal para o crescimento, que
esta associada a heterogeneidade fenotipica desta espécie (PRIEST; ALEXANDER,
1988).
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Figura 3. Eletromicrografia de varredura de Brevibacillus brevis LABIM 17 (40.000x).

3.5. PROSPECCAO DE ANTIMICROBIANOS PRODUZIDOS POR BACTERIAS

Muitos microrganismos produzem metabdlitos secundarios com
potencial aplicacdo em diversas areas. Esses metabdlitos secundarios constituem
uma fonte para o desenvolvimento de produtos bioldgicos para o controle de doencas
em plantas ou novos antibiéticos para o controle de doengas em humanos e / ou outras
aplicacoes industriais (PHAM et al., 2019).

A sintese de moléculas antimicrobianas geralmente esta associada
ao metabolismo secundario. Em bactérias, a producdo destes metabdlitos
secundarios se da por diferenciacdo de metabolismo que ocorre quando ha uma
mudanca nas atividades bacterianas daquelas associadas ao crescimento vegetativo

(metabolismo primério). Este fendbmeno esta particularmente associado a privagédo
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celular, durante a qual os componentes intracelulares sdo frequentemente
transportados e ressintetizados em novos compostos (podendo ser antibiéticos) por
meio do metabolismo secundario (isto €, ndo ligado ao crescimento vegetativo)
(SEYEDSAYAMDOST, 2019).

Desta forma, dado a riqueza molecular e funcional desses metabdlitos
secundarios, bem como o potencial antimicrobiano de moléculas sintetizadas nessas
condicbes (PURVES et al.,, 2016), justifica cada vez mais estudos focados em
descobrir novas moléculas antibiéticas.

Um dos principais estudos € a bioprospeccao de agentes bioldgicos
ou moléculas bioativas. A prospeccéao de bactérias e fungos de solo demanda grande
esforco e conhecimento, uma vez que, no solo ha grande diversidade de organismos
e pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais da amostra coletada, como a
porosidade do solo, a composicao, a disponibilidade 4gua e nutrientes, entre outros
(ARASU et al., 2009).

Essas bactérias do solo e fungos apresentam grande quantidade de
metabdlitos secundarios, bem como uma imensa diversidade dessas moléculas, que
podem possuir diferentes fungbes bioldégicas (BERVANAKIS, 2008). Dentre o0s
metabdlitos, podemos destacar os peptideos, carboidratos, terpenoides, alcaloides,
esteroides, lipideos e policetideos (O’'BRIEN; WRIGHT, 2011).

ApoOs o isolamento dos agentes biologicos produtores de antibioticos,
atualmente muitas pesquisas ainda sdo concentradas em métodos tradicionais de
isolamento e purificacdo, com inUmeras analises quimicas e biolégicas. No entanto,
0s avancos nas tecnologias de sequenciamento de proxima geracdo (NGS)
ofereceram uma plataforma para a andlise pan-gendmica de microrganismos da
comunidade e da linhagem ao nivel do gene (MAGHEMBE et al.,, 2020). Essa
estratégia em conjunto com os métodos classicos de isolamento de bactérias
produtoras de bioativos, pode acelerar o desenvolvimento de tecnologias
microbiolégicas e aumentar nossa compreensdo dos atributos moleculares e
bioquimicos dos microrganismos em estudo.

Em antecipacéo a futuras analises em profundidade de purificacdo de
metabolitos antibidticos, analises gendmica e suas aplicacbes potenciais,
apresentamos aqui um estudo de prospeccado de bactérias produtoras de antibioticos,
estudo de parametros de producéo e estabilidade dos metabdlitos antibidticos e dados

gendmicos de um isolado de Brevibacillus brevis LABIM17.
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5. ARTIGO 1: PROSPECCAO DE CEPAS ANTAGONICAS ISOLADAS EM SOLO DE
UM FRAGMENTO DE FLORESTA SECUNDARIA SEMIDECIDUA CONTRA
BACTERIAS PATOGENICAS

INTRODUCAO

A resisténcia aos antibiéticos é uma ameaca urgente a saude publica
gue tem recebido atencéo substancial das principais agéncias de saude do mundo e
de oOrgdos governamentais nacionais. Os antibidticos — substancias naturais que
atuam inibindo o crescimento ou causando a morte de microrganismos-
revolucionaram a medicina moderna (SINHA & KESSELHEIM, 2016). No entanto, a
eficacia de muitos antibiéticos esta diminuindo a medida que as bactérias estao se
tornando cada vez mais resistentes aos antibiéticos comerciais, como resultado da
evolucao natural, e em grande parte, também devido ao uso inadequado (BARAKA et
al., 2019).

Aliado a essa resisténcia adquirida por populacbes de
microrganismos, nas Ultimas duas décadas observou-se um decaimento do niumero
de pesquisas que se propunham a investigar novos antimicrobianos, sendo que
durante o periodo de 2007 a 2015 apenas um novo antimicrobiano natural produzido
por microrganismos (ANPM) foi aprovado, no caso, a Teixobactina (de Oliveira et al.,
2015).

Essa reducéo do fluxo de novos antibiéticos promoveu, recentemente,
um interesse das industrias farmacéuticas em microrganismos com producdo de
compostos antimicrobianos e com potencial aplicacdo farmacolégica (de Oliveira et
al., 2015). A procura por moléculas antimicrobianas se inicia pela bioprospeccéo, que
consiste em investigar a biodiversidade de determinado local como diferentes tipos de
solos, agua, vegetacdes e condicdes climaticas em busca de microrganismos com
potencial biotecnolégico capazes de produzir compostos bioativos envolvidos em
diferentes aplicacdes, especialmente os antimicrobianos (MOURA, et al, 2021).

Sendo assim, este estudo objetivou prospectar bactérias produtoras
de metabdlitos secundarios com potencial acéo antibacteriana, a partir de isolados de
bactérias coletadas do solo na regido sul do Brasil
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METODOLOGIA
Cepas microbianas
Bactérias patogénicas

Todos os ensaios antibacterianos foram realizados contra cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC), Staphylococcus aureus
ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 8739 e um isolado clinico de Acinetobacter
baumannii (isolado OXA-23-positivo) gentilmente cedida pela Profa. Dra. Floristher
Elaine Carrara Marrone da colecdo de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia do Ambulatério do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de
Londrina, Parana, Brasil. Todas as cepas bacterianas foram armazenadas a — 80°C
em meio caldo TS (Tryptic soy - Acumedia, Michigan) contendo 20% de glicerol no
Laboratério de Biotecnologia Microbiana (LABIM) da Universidade Estadual de

Londrina, Parand, Brasil.

Bactérias antagonistas

Para prospeccdo de atividade antagbnica foram selecionadas 33
bactérias da biblioteca do LABIM isoladas em solo de um fragmento de floresta
secundaria semidecidua em Londrina-PR, Brasil (23 ° 19'37,8 "S 51 ° 12'22,4" O).
Todas os isolados foram avaliados quanto ao tipo de parede por coloragcdo de Gram
(kit coloracdo de Gram, KASVI) e enddsporos por coloragdo de Wirtz —Conklin. O

cultivo se deu através da técnica de estrias continuas e foi realizado em triplicata.

Antagonismo direto por cultura-dupla

Os 22 isolados gram — positivos e capazes de produzir end0sporos
foram cultivados em meio Luria Bertani (LB) Agar (g/L: triptona: 10,0; extrato de
levedura: 5,0; cloreto de sédio: 5,0; agar 1,5%, pH: 7,0+ 0,2 a 25°C) em quatro pontos
equidistantes a 28°C por 24h.

A. baumannii, S. aureus e E. coli foram utilizados como indicadores a
fim de se observar a atividade antag6nica. Para preparo dos in6culos foram utilizados
de 3 a 5 col6nias de cada bactéria e suspensas em solucéo salina (0,85% NaCl) e
ajustadas em densidade celular equivalente ao tubo 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL). Para o ensaio, foram transferidos 50 pyL para 10 mL de meio LB soft a 45°
C (0,85% de agar bacterioldégico) separadamente, homogeneizado e vertido nas

placas de Petri contendo os isolados antagonistas cultivados. Téao logo solidificadas,
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as placas foram incubadas a 37 °C por 24h e entdo avaliado a sua atividade inibitoria.
Todos os testes foram realizados em triplicata. Para fins de classificacédo, as zonas de
inibicdo foram medidas e plotadas em milimetros (mm) e a atividade inibitéria foi
classificada em: inexistente (0 mm), baixa (<10 mm), moderada (11-20 mm) e alta
(>20 mm).

Identificagdo molecular

O isolado com maior atividade inibitéria pelo método de cultura dupla,
foi submetido a identificagdo molecular da espécie com uso do rDNA 16S. A sequéncia
foi obtida pela extracdo do DNA gendmico total utilizando kit de extragdo PureLinkTM
Microbiome DNA Purification kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Watham,
Massaschussetts, USA). Integridade do DNA foi verificada por gel de agarose 1% e
foi quantificado por espectrometria em NanoDrop 2000/2000c (ThermoFisher
Scientific, Wilmington, Delaware, USA). Para amplificacdo do gene ribossomal 16S
primers especificos com as seguintes sequenciais foram utilizados: Fd1
5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3 e Rd 5TACGGYTACCTTGTTACGACTTS,
descrito por Weisburg et al (1991). As condi¢Oes utilizadas para a reacdo de
sequenciamento seguiram as indicagdes do fabricante (Applied Biosystems,
California-USA) e metodologia descrita por Weisburg e colaboradores (1991). As
chamadas de bases foram feitas usando o programa Mesquite (Maddison & Maddison,
2007) com o pacote phred/phrap (Ewing et al., 1998). A sequéncia consenso foi obtida
e alinhada utilizando o algoritmo MUSCLE com outras 8 sequencias de rDNA de
Brevibacillus disponiveis publicamente no banco de dados GenBank/NCBI. Para
escolha do melhor modelo de substituicdo para o alinhamento, PAUP e MrModelTest2
(Nylander, 2008) foram utilizados. Duas corridas independentes foram realizadas com
0 Beast2 (Bouckaert et al., 2014) no portal CIPRES (Miller et al., 2010). Arquivos das
duas corridas foram combinados usando Tracer (Rambaut et al., 2018) para
checagem de convergéncia e dados, ambos os arquivos foram combinados com
LogCombiner v1.5.3 com um valor de burn-in de 10%. A melhor arvore foi selecionada
com Tree Annotator. Para visualizacdo da arvore foi utilizado o SplitsTree4 (Huson &
Bryant, 2005).

Producdo de metabdlitos antibacterianos em diferentes meios de cultura

Preparo do in6culo
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Para o preparo do pré-inéculo, de 3 a 5 col6nias foram suspensas em
solucdo salina e ajustadas em densidade celular equivalente a escala 0,5 de
McFarland (1.5 x 108 UFC/mL). Em seguida, 50 pl do pré-inéculo foram transferidos
para frascos Erlenmeyer (capacidade para 125 mL) contendo 50 mL de caldo ISP2 ou
caldo MAK (meio de cultivo proposto por Arumugam e Kumar, 2017). O meio inoculado
foi incubado a 35°C por 24h a 150 rpm (Incubadora orbital, Thoth 6430B) para

obtencéo dos indculos.

Producdo dos metabdlitos antibacterianos por fermentacao liquida submersa

Para a produgéo dos bioativos em incubadora com agitacao orbital
(Thoth 6430B), aliquotas de 4 mL dos inoculos foram transferidas para frascos
Erlenmeyer (capacidade para 1000 mL) contendo 400 mL dos dois diferentes meios
de cultivo, sendo: ISP2 (g/L: extrato de levedura 4.00, extrato de malte 10.00, dextrose
4.00, pH 7,0); MAK, (g/L: glicerol 15.00, extrato de levedura 15.00, CaCos 1.50; glicose
10.00, NaCl 1.00, pH 7).

Todos os frascos foram incubados a 35 °C por 168 h (7 dias) a 200
rpm. Aliquotas foram retiradas da producdo a cada 24 horas e avaliadas quanto a
atividade antibacteriana do sobrenadante livre de células (SLC) pelo método de poco
difuséo.

Para obtencao SLC, os fermentados foram centrifugados a 4°C por 15
min a 8860 x g e esterilizados em filtro com membrana de poliétersulfona (PES) de
0.22 um (Sarstedt, Alemanha).

Avaliacao da atividade antibacteriana pelo método de poco difuséo

Inicialmente foi preparado os indculos de cada bactéria. Para tanto,
de 3 a 5 colénias de A. baumanii, S. aureus e E. coli, separadamente, foram
suspensas em solucado salina e ajustadas em densidade celular equivalente ao tubo
0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Em seguida, 200 uL de cada in6culo foram
transferidos para 40 mL de meio MH (Mueller Hinton) (Difco) contendo 1,5% de agar
bacteriologico fundido (mantido a 45°C), homogeneizados e vertidos em placas de
Petri de 90 mm de diametro. Apos solidificados, pocos de 7 mm de diametros
equidistantes foram realizados e, 200 yL das amostras de SLC foram adicionados aos
pocos. As placas foram incubadas a 37°C por 24h. Apos o tempo de incubagéo, foi

medida a zona de inibicdo em milimetros com auxilio de um paquimetro.
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Ensaios de estabilidade
Termoestabilidade

O SLC foi submetido a diferentes temperaturas e em seguida
submetido ao teste de atividade antibacteriana pelo método de poco difusdo como
descrito anteriormente. Como controle negativo foi utilizado SLC mantido em geladeira
(aproximadamente 4°C) (Liu et al., 2007).

Tabela 1. Parametros para avaliacado da termoestabilidade do SLC

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Instrumento
121 15 Autoclave
100 30 Vapor de autoclave
70 30 Banho maria + termostato digital

SLC: Sobrenadante livre de células e esterilizado por filtracdo em membrana 0,22 pm.

Fotoestabilidade

O SLC foi submetido a diferentes comprimentos de onda de luz
(Tabela 2) em seguida submetido ao teste de atividade antibacteriana pelo método de
poco difusdo como descrito anteriormente. Como controle negativo foi utilizado SLC

mantido em geladeira ao abrigo da luz (Liu et al., 2007).

Tabela 2: Parametros para avaliagdo da fotoestabilidade SLC

Comprimento de onda (nm) Distancia (centimetros) Tempo (minutos)
254 16 30
365 16 30
700 16 30

SLC: Sobrenadante livre de células e esterilizado por filtragdo em membrana 0,22 pm.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Prospeccao e avaliagdo fenotipica

A busca por moléculas antimicrobianas envolve, por vezes, a
bioprospecc¢édo, que trata de investigar a biodiversidade de determinado local.
Ecossistemas como floresta secundaria semidecidua (Bioma Mata Atlantica),

apresentam altas concentracdes energéticas e produzem uma grande quantidade de
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biomassa devido a abundancia e diversidade de nutrientes o que os torna excelente
ambientes para comunidades microbianas diversas (JANKOSCKI, 2018). A
prospeccao de microrganismos presentes nesses ecossistemas, vai além de sua
identificacdo, uma vez que muitos desses exemplares sao potenciais produtores de
compostos envolvidos em diferentes processos bioativos (LI, et al., 2017).

Neste sentido, a fim de encontrar uma bactéria com potencial
biotecnoldgico para produzir um ou mais compostos com atividade antibacteriana, foi
prospectado, entre 33 isolados bacterianos provenientes de um fragmento de Mata
Atlantica e pertencentes ao acervo da biblioteca do Laboratério de Biotecnologia
Microbiana (LABIM), o potencial antagonista contra bactérias patogénicas Gram-
positiva e Gram-negativas.

Inicialmente foram avaliadas caracteristicas relacionadas ao tipo de
parede celular e capacidade de formagé&o de enddsporos. Entre os 33 isolados, notou-
se que 100% das bactérias prospectadas eram Gram-positivas, cerca de 67% (22
isolados) apresentavam a capacidade de produzir enddsporos e cerca de 94% (31

isolados) apresentavam-se na forma de bacilos (Gréafico 1).

m Bacilos ® Formadores de Endosporos

Figura 1. Resultado da Prospeccao de Bactérias pertencentes a Biblioteca LABIM

Bactérias aerobias, Gram-positivas, forma bacilar e formadoras de
endosporos sdo amplamente estudadas pela sua alta habilidade adaptativa, sendo
encontradas em diversos habitats (LOGAN et al., 2009; DE-VOS, 2009; BENDIA et
al., 2018). Devido a essa adaptacdo, espécies pertencentes a este grupo, com
destaque aos géneros Bacillus e Brevibacillus, possuem diversas aplicacoes
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farmacéuticas e industriais (MONDOL et al, 2013). E ainda, devido as suas taxas de
crescimento rapido, producdo de ciclos curtos de fermentacdo, além da sua
expressiva capacidade de secretar quantidade significativas de peptideos para o meio
extracelular, sdo consideradas 6timas para escalonamento industrial (SEWALT, et al.,
2016).

Jankoski (2021) também analisou o potencial antimicrobiano de
isolados bacterianos presentes em solo imido e 91% de seus isolados apresentaram
atividade proteolitica, porém somente um isolado apresentou atividade antagonista
contra o marcador escolhido (Cellulomas fimi). Por outro lado, Barbosa, et. al (2017)
descreveu 68% dos seus isolados de bactérias do género Bacillus apresentando
atividade antagonista contra patdgenos de humanos (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus).

Com base nos resultados obtidos, 22 isolados sdo formadores de
enddsporos, morfologia de bacillus e Gram-positivos (Tabela 3). Por apresentarem
caracteristicas que aproximam das caracteristicas dos géneros Bacillus e
Brevibacillus, optou-se por dar seguimento para analises de antagonismos com 0s 22

isolados.

Antagonismo direto por cultura dupla

Dentre os 22 isolados submetidos ao teste de antagonismo direto
contra 0os marcadores A. baumannii, S. aureus e E. coli, sete ndo apresentaram
atividade antagonica, quinze apresentaram atividade antagdnica moderada e/ou alta
a pelo menos um dos patégenos marcadores.

Considerando a distribuicdo das atividades antagonistas, dois
isolados apresentaram efeito contra A. baumannii, treze contra S. aureus e seis
isolados contra E. coli (Tabela 3) com zonas de inibicdo maior ou igual a 11 mm.
Dentre os 22 isolados, apenas LABIM 17 foi capaz de inibir todos os trés indicadores
com zona de inibicdo maior ou igual a 11 mm (Tabela 3). Com estes resultados o
isolado LABIM17 foi escolhido para dar prosseguimento nos estudos de identificacao,
producdo de metabolitos extracelulares com atividade antibacteriana e estudo de
estabilidade.

Desde a década de 70, tem havido uma desacelera¢édo na descoberta
de novas moléculas de origem natural com agéo antibacteriana (DEMAIN, 2009) em

contrapartida o surgimento de microrganismos resistentes a acao antimicrobiana vem
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aumentando acentuadamente na Ultima década (MOLONEY, 2016),
consequentemente se faz necesséria a busca de novos agentes produtores de

antibacterianos de amplo espectro para desenvolvimentos de novos antibidticos.

Tabela 3. Atividade antagonista de 22 isolados bacterianos Gram-positivos,
morfologia de bacilos e formadoras de endosporos

Zonas de inibicdo em milimetro (mm)

Isolados Acinetobacter
_ Escherichia coli Staphylococcus
antagonistas baumannii (OXA-23-
00sitivo) ATCC 8739 aureus ATCC 29213

LABIM 16 0 5 13
LABIM 17 11 13 18
LABIM 18 0 17
LABIM 20 0 12
LABIM 21 0 16
LABIM 23 0 11
LABIM 24 0 12 18
LABIM 25 0 12 23
LABIM 26 0 11 20
LABIM 29 0 25
LABIM 30 15 0
LABIM 33 0 22
LABIM 34 0 24
LABIM 35 0 13 0
LABIM 36 0 0 26

LABIM 04, LABIM 05, LABIM 06, LABIM 07, LABIM 27, LABIM 28 e LABIM 32 nao
apresentaram atividade antagonista contra A. baumannii, S. aureus e E. coli.
Atividade antagonica: inexistente (0 mm), baixa (<10 mm), moderada (11-20 mm) e
alta (>20 mm).

Identificacdo molecular
Com base na sequéncia do gene 16S, LABIM 17 foi identificada como
Brevibacillus sp. e a arvore filogenética esta apresentada na Figura 3. As

classificagcdes em nivel de espécie desse grupo com base apenas na analise de rDNA
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16S tém se mostrado inconsistentes, seus resultados devem ser interpretados com
cautela (JOHNSON (3 DUNLAP, 2019; RAY, et al., 2020). Neste sentido, classificamos
LABIM 17 apenas em nivel de género. Analises futuras com dados de
sequenciamento do genoma completo (WGS) da cepa Brevibacillus sp. LABIM17
serdo necessarios para classificar a nivel da espécie com mais confianca e ainda,
oferecer uma plataforma para a analise de agrupamentos génicos envolvidos na
biossintese de metabdlitos secundarios antibacterianos.

O género Brevibacillus foi descrito pela primeira vez em 1900, porém,
até a década de 90 era classificado como uma espécie do género Bacillus. Sua

reclassificacdo para Brevibacillus aconteceu no ano de 1996 (SHIDA et al., 1996).

NR_115592.1_Brevibacillus laterosporus strain JCM_2496 165 ribosomal RNA
NR_118952.1 Brevibacillus brevis strain NCIMB 9372 165 ribosomal RNA
NR_112204.1 Brevibacillus brevis strain DSM 30 165 ribosomal RNA

|' Brevibacillus sp strain LABIM 17

NZ_CP030117.1 Brevibacillus brevis strain DZQ7 165 ribossomal RNA

NR_115591.1 Brevibacillus formosus strain NRRL NRS-863 165 ribosomal RNA

D78460.1 Brevibacillus formosus DNA for 165 ribosomal RNA

EU375457.1 Brevibacillus fluminis strain CJ71 16S ribosomal RNA

Figura 2. Arvore filogenética reconstruida a partir da analise do gene do RNA
ribossémico 16S do isolado LABIM 17.

Os individuos pertencentes ao género Brevibacillus s&o notoriamente
conhecidos pela sua vasta capacidade metabdlica e pela producdo de metabdlitos
com uma diversidade estrutural e potencial antimicrobianos (SONG et al., 2012). O
que vai de encontro aos esforcos deste trabalho em encontrar uma bactéria que

produza moléculas com poder antibacteriano de amplo espectro.

Producdo em incubadora com agitacéo orbital
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Brevibacillus spp. sdo bastonetes Gram-positivos ou Gram variaveis
pertencentes ao filo Firmicutes, sdo formadores de enddsporos e, geralmente,
aerobios estritos (LOGAN & DE VOS, 2009; YANG B YOUSEF, 2018). Sua
temperatura e pH ideais para cultivo sédo, respectivamente, 35 °C e 7,0. (LOGAN
DE- VOS, 2009).

Sob a luz das informacgdes trazidas pela identificacdo molecular, as
condicbes de producdo foram determinadas de acordo com as caracteristicas
apresentadas pelos individuos pertencentes ao género Brevibacillus. A producéo de
metabolitos antibacterianos foi realizada por fermentacgéo liquida submersa utilizando
dois diferentes meios de cultura diferindo entre si quanto a fonte de carbono, teor
proteico e concentracdo de sal. A cada 24 horas, foram coletadas aliquotas do
fermentado e avaliado a atividade antibacteriana do SLC por meio do teste de poco

difusdo (Grafico 3 e Grafico 4).

LABIM 17 ISP2
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Figura 3. Atividade antibacteriana do Sobrenadante Livre de Células de Brevibacillus.
brevis LABIM 17 contra Acinetobacter baumannii, Staphilococcus aureus e
Escherichia coli por fermentacéo liquida submersa em meio ISP2.
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LABIM 17 MAK
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Figura 4. Atividade antibacteriana do Sobrenadante Livre de Células de Brevibacillus.
brevis LABIM 17 contra Acinetobacter baumannii, Staphilococcus aureus e

Escherichia coli por fermentacao liquida submersa em meio MAK.

Para uma efetiva producdo de moléculas com acado antimicrobiana,
faz-se necessério selecionar meios de cultura que potencializam a producdo dos
compostos de interesse (MILAGRE, 2017; RUIZ-RUIZ et al., 2012). Diante de tal
afirmacdo, notou-se que o meio MAK foi mais eficiente como base para producéo de
moléculas com potencial acdo antagonista contra os marcadores utilizados no
presente estudo.

Nota-se a presenca de metabdlitos com atividade antagonista ja nas
72 h de producdo no meio MAK. Ao longo do processo de fermentacdo nota-se a
intensificacdo da atividade antibacteriana de amplo espectro.

Como a inibicdo dos diferentes marcadores acontece em diferentes
tempos, pode-se supor que se trata de diferentes moléculas.

O estudo de Arumugam, et al (2017) mostrou que ao se utilizar meio
de cultura base composto por extrato de levedura, cloreto de sodio e glicose
acrescidos de glicerol e carbonato de calcio em concentragdes especificas e em pH
7.0 teve um efeito significativo na producéo de antimicrobianos em 1,5 vezes.

Em um outro trabalho, Arumugam, et al (2016) obteve sucesso ao

demonstrar a atividade antagonista da cepa Brevibacillus brevis EGS9 contra
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patégenos isolados a partir de amostras de urina de pacientes de UTI. Estes
resultados demonstram um grande potencial de producdo de metabdlitos com

atividade antagonista.

Ensaio de estabilidade

Com a determinagao das melhores condi¢cbes de cultivo para que a
cepa LABIM 17 produzisse compostos com potencial agcdo antagonista, o SLC foi
submetido a ensaios de estabilidade afim de se investigar caracteristicas quimicas
da(s) molécula(s) produzidas. O SLC foi resistente aos diferentes comprimentos de
onda de luz visivel e UV, porém perde sua atividade em temperaturas superiores a
70°C (Tabela 4). Mosela (2020) também notou que a(s) molécula(s) bioativas contra
Candida spp. perdiam atividade em temperaturas superiores a 70°C.

Curiosamente, a radiacdo UV-A parece afetar sua atividade contra A.
baumannii, S. aureus mais do que a atividade contra E. coli. No geral, esses resultados
indicam que B. brevis LABIM 17 pode produzir mais do que apenas uma molécula
com acao antibacteriana que sdo moderadamente estaveis a luz e susceptiveis a

temperaturas elevadas.

Tabela 4: Ensaios de foto e termoestabilidade

Zonas de inibicdo em milimetro (mm)

Tratamentos
E. coli A. baumannii S. aureus

121°C/15min 0 0 0
100°C/30min 0 0 0
70°C/30min 7 2 1,4
4°C/30min 6,5 3 2,8
Controle 6,7 3,1 3,1
Luz visivel 5,4 6 2
254nm (UV-B) 6 3 7
365nm (UV-A) 7 2,2 3,65
Controle 6,7 3,1 3,1

Uma das caracteristicas do género Brevibacillus é a sua capacidade
de produzir enzimas extracelulares antimicrobianas (BAINDARA et al., 2016). O fato

da(s) molécula(s) estudadas no presente artigo se apresentarem susceptiveis a altas
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temperaturas, pode ser um indicativo de sua natureza peptidica.

CONCLUSAO

A selecao de bactéria foi bem-sucedida, pois a cepa B. brevis LABIM
17 produziu metabdlitos que apresentaram atividade contra patbgenos de humanos
quando produzidos em meio liquido, porém mais estudos sdo necessarios para

purificacdo e caracterizacdo do(s) composto(s).
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Abstract

Brevibacillus brevis LABIM17 is a bacterial isolate with potential for application
in several areas. Its draft genome sequence contains achromosome of 5,950,202
bp with 5,477 coding sequences and exhibits 12 clusters involved in the
production of secondary metabolites, which are likely responsible for the

antimicrobial activity of LABIM17 against several human and plant pathogens.
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Many microorganisms produce secondary metabolites which comprise
a source for the development of biological products for plant disease control or new
antibiotics for human disease control and/or other industrial applications. Throughout
history, bioprospecting for biological agents has focused on traditional methods based
on isolation and ‘blind’-culture optimization. However, advances in next-generation
sequencing technologies have offered a platform for the pan-genomic analysis of
microorganisms down to the gene level (Maghembe et al., 2020). This strategy, in
addition to classical methods, can accelerate the development of microbiological
technologies. In anticipation of future in-depth genomic analyses and their potential
applications, here we present genomic data on Brevibacillus brevis LABIM17, an
antagonist of human and plant pathogens (Chagas et al., 2020; Ferreira, 2020),
isolated in nutrient agar at 28°C for 48h from the soil of a semideciduous secondary
forest fragment in Londrina-PR, Brazil (23°19'37.8"S 51°12'22.4"W).

The Quick-DNA Miniprep Kit (Zymo Research) was used for genomic
DNA extraction, and the library was assembled using the Nextera XT DNA library
preparation kit. LABIM17 was sequenced using the MiSeq platform (BPI -
Biotechnology Research and Innovation, Brazil) with the Miseq Reagent V2 Micro (300
cycles, lllumina). The total number of paired-end reads from the sequencing process
was 3,111,712, and the size of the fragments varied from 35 to 151 bp. Reads were
subjected to quality analysis with FastQC v0.11.9 (Andrews, 2010). Phred quality
scores less than 30 and with one or more ambiguities were removed, and the used
trimming parameters were defined and implemented according to the Trimmomatic
v0.39 tool (Bolger, Lohse, and Usadel, 2014). The reads were filtered to generate
contigs using de novo assembly methods with IDBA v1.1.3 (Peng et al., 2010).
Assemblies with different k-mer sizes were compared using QUAST v5.0.2 (Gurevich
et al., 2013), and the best one (with 362 contigs and an N50 value of 54,841 bp) was
selected for scaffolding. The average sequencing coverage was estimated at 78-fold.
The scaffolding phase was carried out using the CONTIGuator script, v2.7 (Galardini
et al., 2011), with B. brevis NBRC 100599 as a reference genome. The annotation was
created using the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP). The
genome was estimated at 5,950,202 bp, with G+C content of 47.5%, 5,477 coding
seguences, and the average nucleotide identity (Lee et al., 2016) with its closest strain
Brevibacillus brevis ATCC 35690T was 97.79%. We propose that the Brevibacillus
brevis LABIM17 strain should follow the proposed classification for ATCC Strain
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35690T in the future, given a recent study suggesting that B. brevis ATCC 35690T be
reclassified as Brevibacillus schisleri sp. nov. ATCC 35690T (Johnson and Dunlap,
2019). Twelve putative gene clusters responsible for secondary metabolite
biosynthesis were identified using the antiSMASH 6.0 tool (Blin et al., 2021), seven of
which were related to known clusters from the MIBIG database (Medema et al., 2015).
It was possible to highlight clusters linked to the synthesis of Petrobactin, Octapeptin,

Tyrocidine, Gramicidin, Zwittermicin, Aurantinin, and Pacidamycin.

Accession number(s). The whole genome project is deposited in the GenBank.
Sequence Read Archive and BioProject (PRJNA780906), BioSample
(SAMN23203606), Accession No. (CP087980).
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7. CONCLUSAO

Bactérias sdo valiosas ferramentas na busca de novos compostos
bioativos, especialmente aqueles com atividade antimicrobiana. Neste sentido, a
prospeccao de uma bactéria produtora de compostos com potencial antibacteriano,
foi bem-sucedida, pois a cepa B. brevis LABIM 17 produziu metabdlitos que
apresentaram atividade contra patdgenos de humanos quando produzidos em meio
liquido. Em andlises preliminares de agrupamentos génicos envolvidos na biossintese
de metabdlitos secundarios antibacterianos foram identificados agrupamentos para
producdo de Petrobactina, Octapeptina, Tirocidina, Gramicidina, Zwittermicin e
Aurantinina. Todos estes resultados sugerem que B. brevis LABIM 17 tem um bom
potencial para uso como agente produtor de antibacterianos, porém mais estudos sao
necessarios para purificacdo, caracterizagdo e aumento da produtividade do(s)

composto(s) antibacteriano(s) a fim de torna-lo(s) uma apresentacdo comercial.



