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RESUMO

CARDOSO, Leandro Cardoso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2023. Analise
genomica de Serratia liquefaciens isolada de amostra de leite e inibicio da protedlise e
lipdlise por nisina. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Coorientadora: Denise Mara
Soares Bazzolli.

Serratia ¢ um género de bactérias Gram-negativas que pode ser encontrado em diversos
ambientes como solo, dgua, plantas, animais € humanos. Algumas espécies sao relatadas como
contaminantes de alimentos, sendo associadas a deterioragdo de produtos alimenticios,
resultando em prejuizos econdmicos e ambientais devido ao desperdicio. A espécie S.
liquefaciens ¢ frequentemente mencionada como deterioradora de alimentos refrigerados, como
frutos do mar, queijos e leite cru. E considerada um problema para a industria de alimentos
devido a sintese de enzimas extracelulares termorresistentes, como proteases e lipases, que
permanecem ativas mesmo apos o processamento térmico. Estudos prévios mostraram o efeito
inibidor da bacteriocina nisina sobre a atividade de proteases e lipases de S. liguefaciens. Nisina
¢ um peptideo catidonico com amplo espectro de agao contra bactérias Gram-positivas, € seu uso
como conservante de alimentos ¢ permitido desde 1950. Este trabalho objetivou investigar as
caracteristicas moleculares de S. liquefaciens 1211 isolada de leite, por meio de analises
gendmicas utilizando ferramentas de bioinformatica e avaliar o efeito da nisina nas atividades
proteolitica e lipolitica da bactéria em questdo. Para isso, foi realizado o sequenciamento do
genoma de S. liquefaciens 1211 utilizando a plataforma MinlON. Em seguida a montagem e
anotacdo do genoma foram realizadas, destacando as caracteristicas funcionais dos genes da
bactéria. Foram realizadas andlises comparativas do genoma do isolado L211 com outros
genomas S. liquefaciens, completos e anotados, disponiveis no banco de dados do NCBI.
Andlises fenotipicas evidenciaram que o S. liquefaciens L1211 possui a capacidade de se
locomover, utilizando os motilidades do tipo swarming, swimming e twitching. Além disso, foi
constatada a capacidade de sintese de siderd6foros, proteases e poliuretanase com atividade de
lipase no isolado. As atividades proteolitica e lipolitica de S. liqguefaciens 1.211 foram avaliadas
e quantificadas em leite desnatado reconstituido a 10% (p/v) com e sem a adi¢do de nisina (400
UA/mL) para verificar o efeito inibitorio de nisina sobre a atividade enzimatica. Posteriormente,
foi avaliado se a inibi¢do da atividade enzimatica por nisina ¢ decorrente da diminuicdo da
expressao dos genes serl, ser2 e lipA relacionados com a sintese das proteases e lipase de S.
liquefaciens. As andlises do genoma de S. liquefaciens L211 revelaram que a espécie apresenta

caracteristicas genéticas preservadas, ao passo que as variagdes entre os individuos da espécie



S. liquefaciens possibilitam sua adaptagdo a diferentes ambientes. Além disso, também foi
observado que S. liguefaciens possui genes que codificam enzimas associadas a deterioragao
de alimentos. Foi demonstrado que, apesar de ndo ter atividade bactericida contra S.
liquefaciens, a concentragao 400 UA/mL de nisina inibe a atividade proteolitica e lipolitica.
Nao foram encontradas referéncias na literatura que relatem a inibicdo das atividades
enzimaticas por nisina em S. /iquefaciens. Nisina inibiu a transcricdo de genes de proteases e
lipase de S. liguefaciens 1211 e o mecanismo de regulacdo envolvido ainda precisa ser
elucidado. Este trabalho destaca a versatilidade do repertorio genético de S. liqguefaciens, a
relevancia da bactéria como deterioradora de alimentos e revela o potencial inibitdrio de nisina

sobre a atividade enzimatica.

Palavras-chave: Tese. Pos-graduacao. Leite. Microbiologia. Serratia liquefaciens. Bactérias

Gram-negativas. Nisina. Proteolise. Lipolise. Gendmica.



ABSTRACT

CARDOSO, Leandro Cardoso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2023. Genomic
analysis of Serratia liquefaciens isolated from milk sample and inhibition of proteolysis
and lipolysis by nisin. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-adviser: Denise Mara
Soares Bazzolli.

Serratia 1s a genus of Gram-negative bacteria that can be found in various environments such
as soil, water, plants, animals, and humans. Some species are reported as food contaminants,
being associated with the deterioration of food products, resulting in economic and
environmental damage due to waste. The species S. liquefaciens is often mentioned as a food
spoilage organism for refrigerated foods such as seafood, cheese, and raw milk. It is considered
a problem for the food industry due to the synthesis of extracellular thermostable enzymes, such
as proteases and lipases, which remain active even after thermal processing. Previous studies
have shown the inhibitory effect of the bacteriocin nisin on the proteolytic and lipolytic
activities of S. liqguefaciens. Nisin is a cationic peptide with a broad spectrum of action against
Gram-positive bacteria, and its use as a food preservative has been allowed since 1950. This
work aimed to investigate the molecular characteristics of S. liqguefaciens 1211 isolated from
milk, through genomic analyzes using bioinformatics tools and to evaluate the effect of nisin
on the proteolytic and lipolytic activities of the bacterium in question. For this purpose, the
genome of S. liguefaciens L211 was sequenced using the MinlON platform. Then, genome
assembly and annotation were performed, highlighting the functional characteristics of the
bacterium's genes. Comparative genome analyses of the L211 isolate with other complete and
annotated S. liquefaciens genomes available in the NCBI database were performed. Phenotypic
analyzes showed that S. /iquefaciens 1211 has the ability to move, using swarming, swimming
and twitching motilities. In addition, the ability to synthesize siderophores, proteases and
polyuretanase with lipase activity in the isolate was verified. The proteolytic and lipolytic
activities of S. liquefaciens L.211 were evaluated and quantified in 10% (w/v) reconstituted skim
milk with and without the addition of nisin (400 UA/mL) to verify the inhibitory effect of nisin
on the enzymatic activity. Then, it was evaluated whether the inhibition of S. liguefaciens
enzymatic activity by nisin is due to the decreased expression of the ser/, ser2, and lipA genes
related to the synthesis of these enzymes. Genomic analyses of S. liquefaciens L211 showed
that the species had conserved genetic characteristics, and differences among the members
allow them to be found in different habitats. Additionally, it was also observed that S.

liquefaciens has genes encoding enzymes associated with food spoilage. It was demonstrated



that, although it does not have bactericidal activity against S. liquefaciens, 400 UA/mL of nisin
inhibits proteolytic and lipolytic activity. There were no reports in the literature about this
effect. Nisin inhibited the transcription of protease and lipase genes of S. liquefaciens 1L.211,
and the regulatory mechanism involved still needs to be elucidated. This work highlights the
versatility of the genetic repertoire of S. liquefaciens, the relevance of the bacterium as a food

spoilage organism, and reveals the inhibitory potential of nisin on enzymatic activity.

Keywords: Thesis. Milk. Microbiology. Serratia liqguefaciens. Gram-negative bacteria. Nisin.

Proteolysis. Lipolysis. Genomics
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1. Introducio geral

A deterioracdo microbiana de alimentos ¢ um processo que leva a alteracdes
indesejaveis nas caracteristicas dos produtos, tornando-os improprios para o consumo €
resultando em significativas perdas econdmicas para produtores, empresas € consumidores
(ODEYEMI et al., 2020; SNYDER; WOROBO, 2018). Por isso, sdo necessarias estratégias de
controle dos microrganismos para garantir a conservagao e qualidade dos alimentos. O uso de
conservantes, variagoes de pH, emprego de calor e baixas temperaturas sao alguns dos fatores
usados em processos de conservagdo para inibir ou eliminar os microrganismos nos alimentos
(BEALES, 2004).

A refrigeracdo ¢ um dos métodos de conservacdo de alimentos mais utilizados para
prolongar a vida de prateleira (MARCOS et al., 2023). A pratica de refrigerar os alimentos inibe
ou retarda o crescimento microbiano e, consequentemente, a deterioracao de alimentos.
Entretanto, alguns microrganismos tém a capacidade de se desenvolver e multiplicar em baixas
temperaturas e estdo classificados como psicrofilos e psicrotroficos. Psicrotroficos sdo
microrganismos que, embora apresentem temperaturas 6timas de crescimento mais elevadas,
crescem em temperaturas de refrigeragao e podem ser encontrados em alimentos refrigerados
como carne bovina (WICKRAMASINGHE et al., 2021), carne de frango (SAMAPUNDO et
al., 2019), frutos do mar (HE et al., 2022; STERNISA et al., 2020) e produtos lacteos (HAHNE
etal., 2019; YANG et al., 2020).

Serratia ¢ um género de bactérias Gram-negativas, anaerobias facultativas, ndo
formadoras de esporos, em forma de bastonete, que pertence a classe Gammaproteobacteria e
a ordem Enterobacteriales (ADEOLU et al., 2016). Algumas espécies de Serratia sdo capazes
de crescer em temperaturas de refrigeracdo e comumente sdo associadas a deterioragdo de
alimentos refrigerados, levando a perda de produtos alimenticios e prejuizos econdmicos €
ambientais (BEGREM et al., 2021a). As espécies Serratia proteamaculans, Serratia fonticola,
Serratia grimesii, Serratia quinivorans e Serratia liquefaciens foram isoladas de carnes
bovinas, suinas e aves comercializadas em embalagens com atmosfera modificada (SADE;
MURROS; BJORKROTH, 2013). Dib et al. (2018) detectaram Serratia marcescens e Serratia
odorifera em sardinhas e camardes comercializados em diferentes peixarias no nordeste da
Argélia. S. liquefaciens foi detectada como deterioradora em diferentes tipos de alimentos como
produtos lacteos (MACHADO et al., 2015; MARTELLI et al., 2020), embutidos (HOSPITAL
etal., 2017), frutos do mar (BEGREM et al., 2021a), vegetais (STEIN et al., 2020), entre outros.
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Devido a sua versatilidade metabodlica, S. liquefaciens é capaz de crescer tanto na
presenga quanto na auséncia de oxigénio e em ambientes hipobaricos (BEGREM et al., 2021a).
Juntamente com Proteus vulgaris, S. liquefaciens foi relatada como principal responséavel pela
deterioragdo de presunto curado, ocasionando em estufamento do produto devido a produgdo
de gas e mal cheiro devido a atividade proteolitica (HOSPITAL et al., 2017; LOSANTOS et
al., 2000). Analises de carnes bovina, suina, de frango e de peru, refrigeradas e embaladas em
atmosfera modificada enriquecida com CO, identificaram S. liguefaciens como uma das
principais bactérias contaminantes que podem levar a deterioragio dos produtos (SADE;
MURROS; BJORKROTH, 2013). Machado et al. (2015) detectaram S. liquefaciens e
Pseudomonas spp. como as principais espécies bacterianas proteoliticas deterioradoras de leite
cru refrigerado. Yuan et al. (2017) também detectaram S. liqguefaciens como um dos principais
psicrotroficos contaminantes de leite cru. Martelli et al. (2020) isolaram 10 estirpes de S.
liquefaciens de areas com o defeito de descolorag¢do rosa em queijo pecorino. Begrem et al.
(2021) demonstraram a predominancia de S. liquefaciens e S. proteamaculans como
contaminantes de salmao, atum e camarao. Estes estudos mostram o potencial de S. liguefaciens
de colonizar diferentes tipos de alimentos e reforgam a importancia de conhecer a espécie,
buscando entender seu papel como deterioradora de produtos alimenticios.

A deteriora¢do de alimentos por bactérias psicrotroficas, como S. liquefaciens, esta
associada, principalmente, a capacidade de secretar enzimas hidroliticas. Proteases e lipases sao
exemplos de enzimas hidroliticas que clivam, respectivamente, as proteinas e triglicerideos
presentes nos alimentos, resultando em alteracdes indesejaveis nas propriedades sensoriais,
como sabor amargo, odor desagradavel, rancidez, entre outros. Por serem termorresistentes,
estas enzimas sdo um grande problema, principalmente para a industria de laticinios. Bactérias
psicrotroficas sintetizam proteases e lipases durante o transporte € armazenamento do leite sob
temperatura de refrigeracdo, ¢ a atividade hidrolitica persiste apds o tratamento térmico
aplicado durante a fabricagdo de diversos produtos lacteos (MACHADO et al., 2017).

S. liquefaciens ¢ capaz de produzir duas metaloproteases, codificadas pelos genes serl
e ser2, com massa molecular de, aproximadamente, 50 kDa (KAIBARA et al., 2012;
MACHADO et al., 2016). Entretanto, foi demonstrado que apenas a protease Ser2 apresenta
termorresisténcia (MACHADO et al. 2016). Salgado et al. (2021) purificaram e identificaram
a lipase termorresistente sintetizada por S. liquefaciens isolada de amostras de leite cru e os
resultados demonstraram que a enzima ¢ uma poliuretanase com atividade de lipase, tendo
afinidade por diferentes 4cidos graxos e uretano, e possui massa molecular de,

aproximadamente, 65 kDa.
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Filogeneticamente, S. liquefaciens é agrupada em um complexo de espécies junto com
S. grimesii e S. proteamaculans, conhecido como S. liquefaciens-like ou complexo S.
liquefaciens-S. grimesii-S. proteamaculans, por apresentar caracteristicas genéticas e
bioquimicas muito semelhantes, sendo dificil diferenciar as espécies por métodos de
identificacdo de microrganismos comumente utilizados, como o sequenciamento do gene de
RNA ribossomal 16S (BEGREM et al., 2021; GRIMONT; GRIMONT; IRINO, 1982;
GRIMONT; GRIMONT; STARRY, 1981). Williams et al. (2022) utilizaram ferramentas de
bioinformatica baseada em alinhamento de genoma central e sugeriram a inclusdao de S.
quinivorans, anteriormente S. proteamaculans subsp. quinovora, ao complexo S. liquefaciens-
like, que passaria a ser composto por quatro espécies.

Begrem et al. (2021) demonstraram que o pangenoma de S. /iquefaciens apresenta um
total de 8.535 sequéncias de DNA codificadoras (CDS) sendo que, 4.187 CDS constituem o
genoma central da espécie. Além disso, os autores também demonstraram que as demais CDS
representavam o genoma variavel, que ¢ constituido por CDS presentes em um Unico genoma
ou compartilhado de alguns genomas da espécie. Foi estimado que a propor¢cdo de CDS
variaveis que compoe o genoma acessorio em S. liquefaciens € de 20 + 5%, contudo, o nimero
de CDS e a propor¢ao de cada categoria varia de acordo com cada isolado (BEGREM et al.,
2021). Entretanto, apesar da relevancia de S. liguefaciens em alimentos, sdo poucas as
informagdes disponiveis sobre a estrutura do genoma da espécie. Portanto, sdo necessarios mais
estudos sobre o repertorio genético de S. liguefaciens buscando entender as relagdes genotipicas
e fenotipicas da espécie com o ambiente, além de possibilitar explorar o potencial
biotecnoldgico e contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias de controle do
microrganismo em alimentos.

A demanda dos consumidores por alimentos mais sauddveis, mais naturais € seguros
téem fortalecido a busca por novos processos € antimicrobianos naturais que garantam a
seguranca ¢ a qualidade dos alimentos, sem comprometer suas caracteristicas originais
(GARCiA et al., 2010; WORAPRAYOTE et al., 2015; YI et al., 2022). A adicdo de
conservantes naturais, obtidos de plantas, animais e microrganismos em alimentos ¢ alternativa
que pode ser utilizada para salvaguardar a seguranga dos mesmos (LEI et al., 2022).
Considerada o peptideo antimicrobiano mais utilizado pela industria de alimentos e mais
estudado, nisina é uma bacteriocina da Classe I, também chamada de lantibiético. E carregada
positivamente e possui, em sua estrutura, aminodcidos incomuns como lantionina,
dehidroburitina, dehidroalanina e B-metil lantionina, que sdo inseridos na cadeia polipeptidica

por modificagdes pds-traducao (BREUKINK; DE KRUIJFF, 2006; KLAENHAMMER, 1993;
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ROLLEMA et al., 1995; WU et al., 2023). Nisina tem estabilidade e solubilidade aumentadas
em baixo pH e suporta ser autoclavada a 121°C sem perda de suas propriedades (MAURICIO
et al., 2017; ROLLEMA et al., 1995). Identificada em 1928 em culturas de leite fermentado,
nisina tem seu uso permitido como conservante de alimentos desde 1950, podendo ser utilizada
em queijos, saladas, sopas enlatadas, milkshakes, entre outros (KHAN; OH, 2016; SHIN et al.,
2016). Nisina teve status GRAS (Geralmente Reconhecida como Seguro) concedido em 1988,
pela Food and Drug Administration (FDA) por apresentar acdo antimicrobiana em baixas
concentragdes, nao apresentar toxicidade contra células eucaridticas, ser hidrolisada por
enzimas digestivas e ndo alterar as propriedades sensoriais dos produtos (BALCIUNAS et al.,
2013; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005; KRIVOROTOVA et al., 2016)

Nisina € um bioconservante sintetizado principalmente por bactérias do acido latico,
como Lactococcus lactis subsp. lactis, ¢ composta por 34 residuos de aminoacidos e possui um
amplo espectro de agdo contra bactérias Gram-positivas (MALACZEWSKA; KACZOREK-
LUKOWSKA, 2021; YELURI JONNALA et al., 2021). A membrana externa de bactérias
Gram-negativas as torna resistentes a a¢ao de nisina, sendo necessaria a presenca de agentes
capazes de desestabilizar a membrana para que a bacteriocina consiga afetar estes
microrganismos (MAURICIO et al., 2017; PRUDENCIO; VANETTI; PRIETO, 2015).
Prudéncio et al. (2015) observaram que a associa¢do de nisina com EDTA foi eficaz na inibi¢ao
do crescimento de Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Além disso, Galvao et al. (2015)
realizaram experimentos em diferentes temperaturas, 55°C e -26°C, combinadas com a
aplicacdo de nisina (500 UA/mL) e observaram a reducao da populacdo de Salmonella
Typhimurium em 4 e 3,5 ciclos logaritmicos, respectivamente. A a¢do conjunta de nisina e
ultrassom, conforme avaliado por Freitas et al. (2019), causou a reducdo de cinco ciclos
logaritmicos na populagao de Shigella flexneri. Alguns autores t€ém demonstrado que, embora
nisina, nao tenha consideravel atividade bactericida contra bactérias Gram-negativas, pode
causar outros efeitos sobre as células bacterianas. Prince et al. (2016) observaram que a
concentra¢do de 12 pM de nisina induziu a formacao de protusdes na membrana de Escherichia
coli. Felipe (2016) demonstrou que 200 UA/mL de nisina ndo afetou o crescimento de S.
liquefaciens em meio de cultivo suplementado com leite desnatado, mas foi capaz de reduzir a
atividade proteolitica nas temperaturas 7 °C e 30 °C. Ribeiro (2018) observou que nisina nao
tem acdo bactericida contra isolados de bactérias Gram-negativas, previamente identificadas
como P. fluorescens, inoculadas em leite mantido a 25 °C, mas inibiu, significativamente, as

atividades proteolitica e lipolitica destes isolados.
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Considerando o potencial deteriorador de S. liguefaciens em produtos alimenticios e da
importancia de se conhecer o genoma e buscar alternativas que visem controlar a atividade
bacteriana sobre os constituintes do leite, o objetivo deste trabalho foi contribuir com os
conhecimentos acerca das caracteristicas genéticas de S. liquefaciens, isolado de amostra de
leite cru refrigerado, utilizando ferramentas de bioinformatica para analisar o genoma
sequenciado. Além disso, objetivou-se acrescentar informagdes para a compreensdo do

mecanismo de inibicao da atividade enzimatica de S. liquefaciens em leite por nisina.
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CAPITULO 1 - Sequenciamento e anlise do genoma de Serratia liguefaciens

isolada de leite
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1. Introducao

Serratia ¢ um género de bactérias Gram-negativas que pertence a classe
Gammaproteobacteria, ordem Enterobacterales e familia Yersiniaceae (ADEOLU et al., 2016).
Representado por mais de dez espécies identificadas e caracterizadas por diferentes
metodologias como hibridizagdo DNA-DNA, testes bioquimicos e fisioldgicos, Serratia ¢ um
género diversificado que pode ser encontrado em diferentes ambientes como solo, agua, plantas,
animais € 0 homem (GRIMONT; GRIMONT, 2006; WILLIAMS et al., 2022). Além disso, sao
contaminantes de alimentos ricos em proteinas como carnes, frutos do mar e produtos lacteos
(FOUGY etal., 2017; MACHADO et al., 2015). Diversas espécies de Serratia sdo associadas
a deterioracao de alimentos levando a perdas e desperdicios que acarretam em prejuizos
economicos ¢ ambientais (GUSTAVSSON et al., 2011).

Organismos membros do género Serratia sdo capazes de secretar diversas enzimas
hidroliticas como quitinase, protease, nuclease, lipase, hemolisina e gelatinase (CHEN; BLOM;
WALKER, 2017; FEKRIRAD; KASHEF; AREFIAN, 2019; JUPATANAKUL et al., 2020;
LUO et al., 2021). A secrecao de enzimas hidroliticas ¢ fundamental para as bactérias uma vez
que estas enzimas desempenham um importante papel em varios processos microbianos como
a patogénese e absor¢do de nutrientes (CEZAIRLIYAN; AUSUBEL, 2017). Estas enzimas
auxiliam as bactérias a sobreviver em ambientes com nutrientes limitados, quebrando
macromoléculas complexas em moléculas menores que podem ser utilizadas como nutrientes
para o crescimento microbiano (CEZAIRLIYAN; AUSUBEL, 2017; RENNEBERG, 2023).

Entre os organismos pertencentes ao género Serratia, a espécie Serratia marcescens,
patdgeno oportunista nosocomial e também reportada como deterioradora de alimentos, ¢ a
mais estudada (CANESCHI et al., 2019; CASALTA et al., 2009; PRADO et al., 2022). A
ingestdo de alimentos contaminados com S. marcescens pode levar a infecgdes em diversos
locais do corpo, como trato urinario, sistema respiratorio, epitélio, musculos e intestino
(OCHIENG et al., 2015). Além de S. marcescens, outras espécies do género estdo relacionadas
com a deterioracao de alimentos, como as pertencentes ao complexo de espécies geneticamente
relacionadas, incluindo S. proteamaculans, S. liquefaciens, S. quinivorans e S. grimesii
(GRIMONT; GRIMONT; IRINO, 1982).

S. liquefaciens ¢ frequentemente reportada como um deteriorador de alimentos
refrigerados, incluindo frutos do mar (BEGREM et al. 2021), queijos (MARTELLI et al., 2020;
MORALES et al., 2003), leite cru (MACHADO et al., 2015) e presunto cozido (ZAGDOUN
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et al., 2020). Esta bactéria ¢ capaz de sintetizar enzimas termorresistentes, como proteases €
lipases, que mantém atividade residual apos os tratamentos térmicos utilizados pela industria
de alimentos (MACHADO et al., 2016; SALGADO; BAGLINIERE; VANETTI, 2020). Garcia
et al. (2000) isolaram S. liguefaciens a partir de amostras de presuntos ibéricos apresentando
mau cheiro, identificando a espécie como um dos contaminantes presentes responsavel pela
deterioragdo do produto. Machado et al. (2015) verificaram que S. liguefaciens (73,9%) e
Pseudomonas spp. (26,1%) foram os psicrotroficos dominantes com alto potencial de
deterioragdo em amostras de leite cru provenientes de fazendas produtoras na regidao de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. O potencial proteolitico e lipolitico dos isolados de S. liguefaciens obtidos
por Machado et al. (2015) foi explorado por Baglinicre et al. (2017) e Salgado et al. (2020).
Foi observado que diferentes isolados de S. liguefaciens apresentam capacidade de hidrolisar
os constituintes do leite devido a atividade enzimadtica, revelando o potencial deteriorador da
espécie (BAGLINIERE et al., 2017). Wang et al. (2017) isolaram S. liguefaciens de carne de
frango refrigerada e demonstraram que a bactéria possui potencial de deterioragdo proteolitica
da fragdo proteica miofibrilar da carne. Em estudo de Yazgan et al. (2019), S. liqguefaciens foi
isolada e identificada como parte da microbiota contaminante de amostras de peixes
deteriorados. S. liquefaciens foi isolada de macas, sendo apontada como responsavel pela
podridao da fruta, caracterizada por lesdes marrons (KHALIFA, 2022).

Apesar da importancia de S. liquefaciens como deteriorador de alimentos, poucos
estudos descrevem o repertdrio genético dessa espécie. Até julho de 2022, apenas oito isolados
de S. liqguefaciens possuiam os genomas completamente sequenciados depositados no National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Este trabalho visa aumentar os conhecimentos
cientificos sobre as caracteristicas moleculares de S. /iquefaciens por meio da realizacdo de

analises genotipicas detalhadas.
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2. Materiais e métodos

2.1. Bactéria usada e condic¢oes de cultivo

A estirpe S. liquefaciens 1211 foi isolada de amostra de leite cru proveniente de fazenda
localizada em Minas Gerais, Brasil e identificada por Machado (2015). A cultura foi
armazenada a -80 °C em caldo Infusdo de Cérebro e Cora¢do (BHI, Himedia, Thane,
Mabharastra, India) com glicerol 20% v/v. Antes de cada experimento, S. liquefaciens L211 foi
cultivada a 30 °C por 24 horas, transferindo-se uma aliquota de 20 pL das células armazenadas
a -80 °C para tubos contendo 5 mL de caldo Luria Bertani (LB - Neogen, Lansing, Michigan,
Estados Unidos).

2.2. Extracao do DNA

A cultura de S. liguefaciens 1211 foi cultivada em caldo LB a 30 °C por 18 horas e o
DNA genomico foi extraido utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, Wisconsin, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. A qualidade do DNA foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) e a quantidade de DNA e a razdo
Aogo/Azo foram determinadas por espectrofotometria utilizando Nanodrop™ 2000c
Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, Wilmington, Delaware, EUA). A amostra de

DNA foi armazenada a -20°C antes de ser encaminhada para sequenciamento.

2.3. Sequenciamento, montagem e anotacio do genoma

A sequéncia de DNA de S. liquefaciens L211 foi gerada utilizando o dispositivo de
sequenciamento Oxford Nanopore MinlON MK 1B. O pipeline Guppy v.2.3.1 foi utilizado para
extrair o arquivo FASTQ do arquivo FASTS, originado ao final do sequenciamento. O controle
de qualidade dos dados do sequenciamento foi realizado utilizando a ferramenta FastQC
Alternative Code (Falco) (DE SENA BRANDINE; SMITH, 2019). As reads brutas foram
trimadas com Nanofilt utilizando headcrop de 250, 100 e scores de qualidade Q10 (DE
COSTER et al.,, 2018). A montagem do genoma foi realizada com o algoritmo Flye
(KOLMOGOROV et al., 2019). A anotag¢ao do genoma foi feita com Prokka 1.14.5 e o servidor
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web The Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) foi utilizado para verificar a
anotacdo funcional das sequéncias codificantes (CDS) (OVERBEEK et al., 2014; SEEMANN,
2014). Apos a anotacdo, a ferramenta DNAPIotter foi empregada para desenhar o mapa circular

do genoma de S. liqguefaciens L211.

2.4. Analise da insercio de profagos

A inser¢ao de profagos no genoma de S. liqguefaciens L211 foi avaliada utilizando o

software Phage Search Tool Enhanced Release (PHASTER), disponivel em https://phaster.ca/

(ARNDT et al., 2016). Primeiramente, o software busca genes que sdo semelhantes a genes de
fagos. Em seguida, ¢ verificado se essas sequéncias sdo abundantes o suficiente para serem
consideradas derivadas de fagos e ¢ atribuida uma pontuagdo baseada no numero dessas
sequéncias que sao correspondentes a genes de fagos conhecidos (RAHIMI et al., 2018). As
regides sdo entdo, classificadas como intactas (pontuagdo > 90), questiondveis (pontuacio 70-
90) e incompletas (pontuagdo < 70). A pontuacgdo ¢ baseada no tamanho da regido e no nimero
de genes. A pontuacao maxima ¢ de 150 indicando que a regido contém apenas genes de fagos

(RAHIMI et al., 2018).

2.5. Identificacio de ilhas genomicas

O IslandViewer 4.0 (https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/) foi utilizado

para identificar a inser¢ao de ilhas gendmicas no genoma de S. liquefaciens 1.211 (BERTELLI
et al., 2017). IslandViewer 4 utiliza trés algoritmos para identificacao das ilhas gendmicas. O
algoritmo IslandPath-DIMOB auxilia na identificacdo de genes de mobilidade e ilhas
gendmicas de bactérias. SIGI-HMM ¢ o algoritmo utilizado para identificar as ilhas gendomicas
e medir o uso de codons. IslandPick, por usa vez, € o método de gendomica comparativa utilizado

para prever ilhas gendmicas e montar conjunto de dados que formam ou nao ilhas gendmicas.
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2.6. Predicao de cluster de genes biossintéticos (BGCs)

A plataforma online AntiSMASH 6.1.1 (https://antismash.secondarymetabolites.org) foi

utilizada para prever clusters génicos biossintéticos (BLIN et al.,, 2021). O genoma foi
carregado em um arquivo de extensdo .gbk e a anotacao dos clusters biossintéticos foi realizada
utilizando os recursos padrdoes KnowClusterblast, MIBiG cluster comparison, Cluster Pfam
analysis, ClusterBlast, ActiveSiteFinder, Pfam-based GO term annotation, SubClusterBlast,
RREFinder e TIGRFam analysis.

2.7. Alinhamento e analise comparativa do genoma

A ferramenta BLAST Ring Image Generator (BRIG) foi utilizada para realizar
alinhamento multiplo e analisar as regides conservadas do genoma de S. liguefaciens 1L211
comparadas com o genoma de outros oito isolados da mesma espécie com genoma completo
sequenciado e anotado depositados no banco de dados NCBI, conforme tabela 1 (ALIKHAN
etal., 2011).

Tabela 1. Isolados de S. liquefaciens utilizados para analises de gendmica comparativa

Estirpe Numero de acesso NCBI Fonte de isolamento Referéncia
L211 Ainda ndo depositado Leite Este trabalho
ATCC 27592 CP006252.1 Isolado ambiental Nicholson et al. (2013)
FDAARGOS 125 CP014017.2 Homem Naio publicado
HUMV-21 CP011303.1 Homem Lazaro-Diez et al. (2015)
S1 CP048784.1 Salada de verduras Stein et al. (2020)
MT49 CP061082.1 Agua subterrdnea de pogo Nao publicado
JLO2 CP048043.1 Leite Naio publicado
FG3 CP033893.1 Flor de Stachytarpheta glabra Caneschi et al. (2019)
FDAARGOS 1081 CP068148.1 Naio informado Naio publicado

A previsdao de possiveis rearranjos no genoma, incluindo insergdes, inversoes e
translocagdes foi realizada com o sofiware Mauve, utilizando o algoritmo de alinhamento
progressivo (DARLING et al., 2004). O alinhamento foi realizado utilizando os parametros
padrdes do programa. Mauve utiliza sistema de alinhamentos multiplos de genomas completos

identificando Blocos Localmente Colineares (LCBs) prevendo, desta forma, eventos evolutivos
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como rearranjos € inversdes, e ainda regides livres de rearranjos gendémicos (DARLING et al.,

2008).

2.8. Calculo da Identidade Média de Nucleotideos (ANI — Average Nucleotide

Identity) e analise filogenética

Andlise filogenética in silico entre os isolados de S. liquefaciens, citados na tabela 1,
foi realizada utilizando as plataformas JSpecies (RICHTER et al., 2016) disponivel em
https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/, € Type (Strain) Genome Server (TYGS), disponivel
em https://tygs.dsmz.de (Meier-Kolthoff et al., 2022).

JSpecies foi utilizado para calcular a Identidade Média de Nucleotideos baseado no
alinhamento do BLAST (ANIb) entre o genoma de S. liqguefaciens L211 e demais genomas de
isolados de S. liquefaciens, utilizando os parametros padroes da plataforma. Foi adotado valor
de corte de >95% para delinear o limite de espécie (CHUN et al., 2018).

Na plataforma TYGS, utilizando as condi¢des padrdes, os genomas foram comparados,
par-a-par, com o algoritmo Filogenia de Distancia do Genoma Blast (GBDP - Genome BLAST
Distance Phylogeny), e as distancias intergendmicas foram medidas pelo algoritmo triming e
formula de distancia d5. A Calculadora de Distancia Genoma a Genoma 3.0 (GGDC — Genome-
to-Genome Distance Calculator) foi utilizada para determinar os valores de Hibridizagao
Digital DNA-DNA (dDDH - Digital DNA-DNA Hibridization) entre os isolados de S.
liquefaciens listados na tabela 1. Foram adotados valores de dDDH >70% como limites para
definir se os microrganismos pertencem a mesma espécie (CHUN et al., 2018).

As distancias intergendmicas encontradas foram utilizadas para construir a arvore
filogenética, baseada nos genomas completos, utilizando o algoritmo FASTME 2.1.6.1 com
100 réplicas pseudo-bootstrap para suporte a ramificacdes, conforme definido pelo do TYGS

(LEFORT; DESPER; GASCUEL, 2015). A arvore foi enraizada no ponto médio.
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2.9. Avaliacio de caracteristicas fenotipicas de S. liquefaciens 1211

2.9.1. Motilidade

A motilidade de S. liquefaciens 1211 foi verificada em placas de Petri contendo
diferentes concentragdes de agar LB. As motilidades do tipo swimming e swarming, foram
avaliadas agar nas concentragoes de 0,3% e 0,7%, respectivamente, de acordo com Nievas et
al. (2012). A motilidade do tipo twitching foi verificada em meio LB contendo 1,5% de agar,
conforme protocolo descrito por Haley et al. (2014).

S. liquefaciens 1211 foi previamente inoculada em caldo LB e incubada a 30° C por 24
horas. Em seguida, uma aliquota de 1 mL foi transferida para microtubos de 1,5 mL e
centrifugada a 10.000 g, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado
duas vezes com solucdo salina 0,85% e centrifugado a 10.000 g por 10 minutos. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de solucdo de salina 0,85% e 1 gota de 5 uL da amostra foi inoculada
no centro de cada uma das placas contendo agar LB. As placas foram incubadas a 30 °C por 5
dias. Ao final do periodo de incubacao, as placas foram avaliadas para verificar a ocorréncia de
motilidade e fotografadas. As colonias formadas no meio de cultura com 1,5% de agar, utilizado
para determinar a motilidade tipo twitching, foram observadas em microscopio invertido, para

visualizacdo das proje¢des das bordas da coldnia.

2.9.2. Producao de sideroforos

A producdo de sideroforos foi avaliada conforme Caballero-Mellado et al. (2007), com
modificacdes. S. liguefaciens L211 foi cultivada em 10 mL de caldo LB a 30 °C por 24 horas.
Em seguida, 10 pL da cultura foram coletados e depositados em placa contendo agar
casaminoacidos (CAA) com restricdo de ferro e adicionado de 25% de solugdo de Cromo
Azurol S (CAS). As placas foram incubadas a 30 °C por 7 dias. A conversao da cor azul para

amarelo do meio de cultura contendo CAS indicou a producao de sider6foro.



33

2.9.3. Atividades enzimaticas

O potencial proteolitico de S. liqguefaciens 1.211 foi avaliado utilizando agar leite,
preparado adicionando-se 1% de leite em pé desnatado reconstituido ao Agar Padrdo (Neogen,
Lansing, Michigan, Estados Unidos). S. liquefaciens foi cultivada em caldo LB por 24 horas a
30 °C. Uma aliquota de 1 mL foi coletada e centrifugada a 10.000 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado duas vezes e ressuspendido em 1 mL de
solugdo salina 0,85%. Uma aliquota de 20 pL da suspensao foi adicionada na superficie do agar
leite e incubada por 24 horas a 30 °C. Apds esse periodo, a atividade proteolitica foi avaliada
pela formagao de halo claro ao redor da colonia.

Para verificar se S. liquefaciens secreta enzimas com atividade lipolitica e de
poliuretanase foram utilizados agar LB adicionado de 0,5% (v/v) de tributirina ou 1% de
Impranil ", respectivamente. O isolado foi cultivado conforme descrito no item 2.9. O volume
de 20 puL da suspensdo de células foi adicionado na superficie do meio tributirina para
determinagdo da atividade lipolitica. A placa foi incubada por 24 horas a 30 °C. A atividade de
poliuretanase foi identificada fazendo estrias em placa contendo agar adicionado do substrato
Impranil ", seguindo-se de incubagdo por até 8 dias a 30 °C. As atividades lipolitica e de
poliuretanase foram identificadas pela formacdo de halo claro ao redor das colonias apds o

periodo de incubagao.
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3. Resultados

3.1 Caracteristicas gerais do genoma de S. liquefaciens 1.211

A montagem do genoma de S. liquefaciens 1211 resultou em apenas um contig de
tamanho aproximado de 5.452.746 pb, compreendendo um total de 6.041 sequéncias
codificadoras (CDS), sendo 5.932 de genes putativos, 22 genes de rRNAs, 86 genes codificantes
de tRNA, 1 sequéncia codificante de tmRNA, e contetdo G+C de 55,3% (Figura 1). Nao foram

detectados plasmideos.

5400000

4320000

Serratia b
liquefaciens L211 ~
5.452.746 pb

2700000

B CDSfita + CDs fita— B Conteldo GC B GC Skew + GC Skew -

Figura 1. Mapa circular do cromossomo de S. liquefaciens L211. Circulo com barras em azul escuro
representa as sequéncias codificadoras (CDS) dos genes anotados na fita positiva, enquanto o circulo
com barras em azul claro representa as CDS da fita negativa do DNA. Circulo cinza representa contetido

GC. Circulos rosa e vinho representam GC Skew.
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O servidor RAST atribuiu fungdes a 3.439 CDS (58%) distribuidas em 583 subsistemas
(Figura 2), sendo os “carboidratos” (824 genes) os mais abundantes, seguido por “aminoacidos
e derivados” (646 genes), “cofatores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos” (326 genes),

“metabolismo de proteinas” (293 genes) e “metabolismo de RNA™ (282 genes).

Carbohydrates (824)

Amino Acids and Derivatives (646)
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (326)
Protein Metabolism (293)

RNA Metabolism (282)

Cell Wall and Capsule (247)

Membrane Transport (223)

Stress Response (215)

Respiration (209)

Regulation and Cell signaling (191)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (191)
Nucleosides and Nucleotides (166)
Virulence, Disease and Defense (161)
Iron acquisition and metabolism (161)
DNA Metabolism (141)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (119)
Motility and Chemotaxis (92)

Metabolism of Aromatic Compounds (89)
Phosphorus Metabolism (86)
Miscellaneous (57)

Sulfur Metabolism (54)

Nitrogen Metabolism (53)

Potassium metabolism (49)

Cell Division and Cell Cycle (47)
Secondary Metabolism (9)

Dormancy and Sporulation (4)

R
7

Figura 2. Subsistemas do genoma de S. liquefaciens L211. Visdo da anotagdo funcional realizada pelo
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servidor RAST mostrando a distribui¢do funcional dos genes codificadores em subsistemas. Os nlimeros

entre parénteses representam o niumero de genes atribuidos a cada categoria.

O software PHASTER identificou nove regides, de tamanhos variando entre 8,5 a 49,2
kb, caracterizadas como inser¢des de profagos, sendo cinco regides intactas, uma regiao
questionavel e trés regides incompletas (Figura 3 e Tabela 2). Somadas, essas regides
compreendem um total de 330,7 kb de comprimento, mostrando que, aproximadamente, 6% do

genoma do isolado S. liquefaciens 1L.211 é composto por DNA relacionado a fagos.
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Figura 3. Visualizagdo das areas de profagos identificas no genoma de S. liqguefaciens 1.211. Mapa

circular do genoma mostrando as nove regides de inser¢oes de profagos no genoma de S. liguefaciens

L211 identificadas pelo PHASTER.

Tabela 2. Areas de profagos preditas no genoma de S. liguefaciens L211.

Regido Cc;r:};gg;gto C(I:Irgglt(llfde Pontuagdo I\;lf(izz)a:e Posi¢ao no genoma Fago mais comum % GC
1 16,7 Kb Incompleto 50 20 1500316-1517105 PHAGE_Escher_500465_1_NC_049342 (9) 52.36%
2 36,6 Kb Intacto 150 45 1532557-1569158 PHAGE_Escher HK75 NC_016160(9) 51.21%
3 49,2 Kb Questionavel 76 52 1757504-1806768 PHAGE_Salmon_SI7_NC_049460(20) 54.53%
4 38,6 Kb Intacto 150 45 2413930-2452591 PHAGE_Salmon SP_004 NC_021774(19) 52.76%
5 484 Kb Intacto 150 79 2616295-2664719 PHAGE_Erwini phiEt88 NC_ 015295 (25) 49.76%
6 44,8 Kb Intacto 150 59 3434243-3479046 PHAGE_Integer mEp460_NC_019716(14) 48.95%
7 389 Kb Incompleto 50 57 3563006-3601973 PHAGE_Klebsi ST437_OXA245phi4.1 NC_049448(15)  52.30%
8 49 Kb Intacto 150 72 4454567-4503596 PHAGE_Erwini vB_EhrS_59 NC_048198(11) 50.12%
9 8,5 Kb Incompleto 60 8 5366923-5375513 PHAGE_Shigel SfIl NC 021857(2) 48.66%

Virias ilhas genomicas foram identificadas no genoma de S. liqguefaciens 1211 (Figura

4 e Tabela suplementar 1) com tamanho variando, aproximadamente, entre 3 a 47 Kb. Dos

genes presentes nas ilhas gendmicas, 564 foram anotados como proteinas hipotéticas, além de

genes identificados como elementos moveis, diversas proteinas associadas a fagos, proteinas
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de ligagdo ao ATP e ao DNA, genes relacionados ao metabolismo de carboidratos, reguladores

transcricionais, entre outros.
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Figura 4. Ilhas genomicas de S. liguefaciens L211. As ilhas gendomicas foram identificadas utilizando
IslandViewer 4.0. As ilhas em vermelho indicam a deteccdo integrada de ilhas gendmicas por pelo
menos um algoritmo. As ilhas em azul, laranja e verde indicam a detecg@o de ilhas genomicas pelos

algoritmos IslandPath-DIMOB, SIGI-HMM e IslandPick, respectivamente.

A predigao de clusters gé€nicos biossintéticos identificou cinco regides possivelmente
envolvidas na biossintese de metabolitos secundarios. Foram detectadas regides com genes
associados com a sintese de polissacarideos e antigeno O. Dentre os clusters identificados, dois
apresentaram genes envolvidos na biossintese de sider6foros. No cluster 1 foram detectados
genes de peptideos nao ribossomais (NRPS) relacionados com biossintese do sideroféro
enterobactina. O cluster 3 apresenta genes envolvidos na biossintese do sider6foro aerobactina

e também de polienos aril (Figura 5).
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Cluster 1 - Peptideos nao ribossomais

NRPS
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B Genes biossintéticos principais = Genes biossintéticos adicionais ®  Genes relacionados ao transporte
B Genes reguladores m  Outros genes

Figura 5. Cluster de genes associados a biossintese de sider6foros. Representacdo esquematica das
regides contendo genes associados com a biossintese de sideroforos identificadas utilizando
AntiSMASH 6.1.1. Os genes presentes nos cluster 1 sdo relacionados com a biossintese de

enterobactina. O cluster 3 apresenta genes associados com a biossintese do sider6foro aerobactina.

3.2 Analises de genémica comparativa

O alinhamento multiplo e a compara¢do do genoma de S. liquefaciens L.211 com os
genomas de S. liquefaciens depositados no NCBI, feitos utilizando o software BRIG, mostraram
alto grau de conservagdo (Figura 6). Alteracdes na intensidade da cor de um anel em uma
determinada regido indicariam pontos com variagao de identidade de 50, 70 e 100% e ndo foram
observadas nos genomas de S. liguefaciens utilizados. As regides em branco nos anéis (Figura

6) representam pontos em que a identidade ¢ inferior a 50%.
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Figura 6. Comparac@o dos genomas de S. liquefaciens. Os genomas de S. liguefaciens depositados no

NCBI foram alinhados e comparados com o genoma de S. liguefaciens L211. Cada anel representa o

genoma de um isolado de S. liguefaciens.
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A andlise combinada das ferramentas BRIG, PHASTER e IslandViewer 4.0 mostra que,
em alguns locais do genoma onde a identidade ¢ inferior a 50%, observadas na analise do BRIG,
ocorreram a inser¢cao de fagos, como mostrado pelo resultado obtido no PHASTER (Figura 7).
O circulo interno da figura 7, que representa a imagem obtida pelo IslandViewer 4.0, fortalece
essa observagdo, uma vez que genes relacionados a fagos foram encontrados nas possiveis ilhas

genomicas de S. liqguefaciens L211.

(Qﬁ- BRIG ( . PHASTER T IslandViewer 4.0
X ,/j % " 4 & 2 i\.

Figura 7. Sobreposi¢@o das imagens geradas pelas ferramentas BRIG, PHASTER e IslandViewer 4.0.
As analises realizadas pelas ferramentas BRIG, PHASTER e IslandViewer 4.0 foram comparadas. Os
resultados sugerem que as regides nos genomas onde ocorre variabilidade de identidade, identificadas
pelo BRIG, sdo as mesmas regides onde foram detectadas as insercdes de fagos, pelo PHASTER, e

reconhecidas como possiveis ilhas gendmicas pelo IslandViewer 4.0.
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A comparagdo do genoma de S. liguefaciens L211 com os dos oito isolados de S.
liquefaciens completamente sequenciados disponiveis no NCBI foi realizada por meio de
alinhamento multiplo utilizando o software Mauve. A figura 8§ mostra a organizagao € o
tamanho dos LCBs compartilhados entre os nove genomas analisados. Regides homologas sao
mostradas como blocos de mesma cor e conectadas por linhas através das sequéncias. Quando
uma regido ¢ invertida em relagdo ao genoma de referéncia, ela ¢ descolada para baixo do eixo.
As lacunas brancas presentes entre os LCBs significam que nenhum fragmento semelhante foi
encontrado em outros genomas. Desta forma, observa-se que os arranjos dos LCBs entre os
genomas sdo bastantes semelhantes, ocorrendo pequenos rearranjos e inversdes que podem ser
resultado de recombinagdes. Alguns blocos presentes no genoma de L211 sdo compartilhados
apenas com alguns dos isolados. Observa-se que um bloco de S. liguefaciens 1211 ¢é
compartilhado apenas com S. liguefaciens FG3, porém, em FG3 este bloco estd em uma regiao
invertida do genoma. E possivel notar que os genomas apresentam uma ligeira diferenca de
comprimento entre si, entretanto, a organizacao dos LCBs ¢ bastante similar entre os isolados
de S. liquefaciens analisados.

Figura 8. Alinhamento multiplo dos genomas de S. liquefaciens utilizando o software Mauve. O
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alinhamento completo do genoma de nove isolados de S. liguefaciens mostrando que a organizagao dos
Blocos Localmente Colineares (LCBs) é conservada entre todos isolados. Regides homdlogas em
cada genoma sdo mostrados como regides de cores idénticas ligados por linha entre os genomas. Regides
que aparecem invertidas em relagdo ao genoma de S. liguefaciens 1.211 estdo deslocadas abaixo do eixo

central de cada genoma.
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3.3 Analise filogenética

Os valores de ANI foram calculados, par-a-par, entre o genoma de S. liquefaciens L211
e 0s outros oito genomas completos de S. liguefaciens disponiveis no NCBI (Tabela 3). As
analises revelaram ANI maior que 97% (Tabela 3) ao se comparar o isolado L211 com os
demais isolados, indicando que S. liquefaciens 1211 pertence & mesma espécie que os demais.
Baseando-se nos valores de ANI, S. liqguefaciens FDAARGOS 125 (98,58%) ¢ a mais
relacionada com S. liguefaciens L211, seguida por S. liquefaciens HUMV-21 (98,48%) e S.
liquefaciens ATCC 27592 (98,46%). A estirpe S. liqguefaciens FG3 (97,81%) foi a unica cujo
valor de ANIb foi menor do que 98%, sendo a menos relacionada com S. liguefaciens L211.

A diferenca de percentual de guaninas e citosinas entre os genomas analisados,
apresentados na tabela 3, foi inferior ao valor limite de 1%, indicando que os microrganismos
pertencem a mesma espécie. Comparando o conteudo G+C entre S. liquefaciens L211 e os
demais isolados, observa-se que a menor diferenga de percentual ocorre com o genoma de S.
liquefaciens MT49 (0,01%) e a maior diferenca ocorre ao se comparar L211 com os genomas
de S. liguefaciens ATCC 27592 (0,08%) e HUMV-21 (0,08%).

A hibridizagdo digital DNA-DNA forneceu valores acima do limite de 70% proposto
por Chun et al. (2018), corroborando com os resultados anteriores de percentual G+C e ANIb.
Os menores valores de dDDH podem ser observados ao se comparar S. liquefaciens L211 com
S. liquefaciens FG3, S. liquefaciens MT49 e S. liquefaciens FDAARGOS 1081, nesta ordem.
Os isolados S. liguefaciens FDAARGOOS 125, S. liquefaciens HUMV-21 e S. liquefaciens
ATCC25792 apresentam os maiores valores de dDDH.



43

Tabela 3. Tamanho do genoma, Identidade Média de Nucleotideos (ANIb) e percentual de conteudo
G+C calculados com o algoritmo BLAST (ANIb) e Hibridiza¢do Digital DNA-DNA (dDDH) entre

isolados S. liguefaciens.

Cepa Tamanho do  ANIb Conteudo Dicff);igﬁ?ige . dD,DH (%) _
genoma (%) G+C (%) G+C (%) Fm;in(;ula Fordlgula Fordn61ula

S. liquefaciens 1.211 5.452.746 * 55.3 * * * *

S. liguefaciens ATCC 27592 5.282.719 98.46 554 0.08 90.5 90.3 93.0
S. liqguefaciens FDAARGOS 125 5.284.740 98.58 553 0.06 89.1 90.8 92.0
S. liguefaciens HUMV-21 5.326.657 98.48 55.2 0.08 90.1 90.4 92.7
S. liquefaciens S1 5.349.947 98.39 553 0.05 91.7 90.3 93.8
S. liquefaciens MT49 5.395.544 98.16 553 0.01 86.8 87.5 89.7
S. liquefaciens JLO2 5.326.548 98.36 553 0.04 89.0 90.3 91.8
S. liquefaciens FG3 5.991.142 97.81 55.2 0.07 84.5 86.3 87.7
S. liguefaciens FDAARGOS 1081 5.516.485 98.13 553 0.02 87.8 87.9 90.6

A arvore filogenética baseada no genoma completo dos isolados de S. liguefaciens foi

construida utilizando o servidor web TYGS (Figura 9). Os genomas foram agrupados em dois

clados principais. O primeiro ramo ¢ constituido pelos isolados S1, JL02, FDAARGOS 125,
L211, ATCC 27592 e HUMV-21. No segundo clado estdo incluidos S. liguefaciens MT49, FG3

e FDAARGOS 1081.
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Figura 9. Arvore filogenética baseada no genoma completo de isolados de S. liguefaciens construida

pela plataforma on-line TYGS. Para o delineamento da arvore foi utilizado o algoritmo FastME 2.1.6.1

baseado nas distancias calculadas pelo GBDP. Os comprimentos das ramificagdes foram medidos

considerando a férmula de distancia GBDP ds. A arvore foi enraizada no ponto médio.
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3.4 Caracteristicas fenotipicas de S. liquefaciens 1211

3.4.1. Motilidade

As motilidades swimming e swarming de S. liquefaciens 1.211, mediadas por flagelo,
foram avaliadas em agar LB contendo 0,3 e 0,7% de 4gar respectivamente. A figura 10 mostra

que S. liguefaciens L211 apresenta motilidade swimming (Figura 10a) e swarming (Figura 10b).

Figura 10. Motilidade swarming e swimming de S. liquefaciens 1.211. a) Placa contento meio
semissolido LB com concentracdo de 0,3% de agar, mostrando que S. liquefaciens L211 se
locomove pela motilidade do tipo swimming. b) Motilidade swarming de S. liquefaciens 1L211

em agar semissolido LB com 0,7% de agar.

Placas contendo 4gar LB com concentracdo de 1,5% foram utilizadas para avaliar a
motilidade twitching e, ao final do periodo de incubagdo, as coldnias foram visualizadas por
microscopia Optica. Foi observado que S. liguefaciens 1211 também apresentou motilidade
twitching (Figura 11a), sendo capaz de utilizar o pili tipo IV para se locomover. A avaliagao
microscopica da motilidade twitching (Figura 11b) exibiu borda da colonia de S. liguefaciens

L211 com morfologia irregular, formando uma franja periférica em toda extensao da colonia.
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Figura 11. Andlise de motilidade twitching de S. liquefaciens 1.211. a) Motilidade twitching de
S. liquefaciens 1L211 em meio solido LB com concentracdo de 1,5% de agar. b) Microscopia

optica das zonas de motilidade twitching de S. liquefaciens L211 em agar LB.

3.4.2. Produciao de sideroforos

A producao de sideroforos por S. liqguefaciens 1211 foi confirmada em ensaio in vitro
utilizando agar CAA adicionado de Cromo Azurol S. A formagdo de halo claro ao redor da

colonia indicou que a bactéria ¢ capaz de sintetizar sider6foro (Figura 12).

Figura 12. A capacidade de S. liguefaciens 1211 de produzir sider6foro foi demonstrada pela formagao

de halo amarelo claro ao redor da colonia em agar CAA com adi¢@o de Cromo Azurol S.
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3.4.3. Atividade enzimatica

A capacidade de producdo de enzimas com atividades proteolitica, lipolitica e de
poliuretanase foi avaliada em meio solido contendo como substrato leite, tributirina e
Impranil®, respectivamente, a 30 °C. S. liguefaciens L.211 mostrou capacidade de sintese de
protease em agar leite (Figura 13a). A formagdo de halo ao redor da colonia evidencia a
atividade proteolitica do microrganismo devido a degradacao das proteinas do leite, adicionado
ao meio de cultura.

A atividade lipolitica foi detectada em agar tributirina pela formag¢ao de uma zona clara
ao redor da colonia (Figura 13b). A adicdo de tributirina, que ¢ um triglicerideo de cadeia curta,
ao meio de cultura forma uma emulsao, tornando o meio opaco

Para investigar a atividade de poliuretanase de S. liguefaciens 1211 estrias foram feitas
em agar LB suplementado com Impranil® e, apds a incubagdo, foi observada a formagao de
halo de degradacdo do substrato ao redor das estrias (Figura 13c) em razdo da atividade

enzimatica da bactéria.

Figura 13. Atividade enzimatica de S. liguefaciens 1L211. a) Atividade proteolitica em agar LB
adicionado de 1% leite desnatado reconstituido. b) Atividade lipolitica em agar triburina. ¢) Atividade
de poliuretanase em agar LB suplementado com 1% de Impranil®. O halo claro ao redor das colonias

indica atividade enzimatica pela degradagdo do substrato presente no meio.
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4. Discussao

Bactérias da espécie S. liquefaciens sdo versateis e tém a capacidade de adaptacao e
colonizacdo de diferentes ambientes (CANESCHI et al., 2019). A presenca deste
microrganismo em alimentos esta associada a deteriora¢do de produtos alimenticios (BEGREM
etal., 2021b). Apesar disso, hd uma caréncia de estudos que demonstrem os atributos genéticos
de S. liquefaciens como deterioradora de alimentos.

O sequenciamento do genoma ¢ uma ferramenta fundamental para entender a
complexidade e a diversidade bioldgica, permitindo a identificagdo de variacdes genéticas entre
diferentes espécies e individuos. No caso de S. liguefaciens 1211, os dados obtidos no
sequenciamento revelaram que o tamanho do genoma € pouco maior do que a média da espécie,
estimado em 5,3 Mb, indicando a existéncia de variagdes genOmicas. Essas variacdes sdo
comuns em bactérias da mesma espécie e sdo influenciadas pelo ganho e perda de genes
acessorios, que tém fungdes importantes na adaptacao das bactérias a diferentes nichos e estilos
de vida (BOBAY; OCHMAN, 2017; ROULI et al., 2015; TOUCHON et al., 2009). Além disso,
o sequenciamento do genoma de S. liquefaciens L211 também possibilitou a identificacao de
genes associados ao metabolismo de carboidratos, proteinas, aminoacidos, compostos
aromaticos, entre outros e também genes relacionados com a fermentacdo. De acordo com
Grimont e Grimont (2006), S. liguefaciens é capaz de utilizar diferentes acticares como fonte
de carbono, como sacarose, L-arabinose, maltitol, melibiose e sorbitol. Além disso, S.
liquefaciens também ¢ capaz de fermentar substratos como a sacarose, D-manitol, salicina, D-
sorbitol, L-arabinose, maltose, D-xilose e trealose (RAFII, 2014). Ao avaliar o metabolismo de
S. liqguefaciens utilizando um kit comercial contendo 95 diferentes substratos como fonte de
carbono, Schwendner e Schuerger (2018) demostraram que a bactéria, cultivada a 30 °C sob
pressdo atmosférica, foi capaz de utilizar 96% das fontes de carboidratos e 80% das fontes de
aminoacidos disponiveis. Estes resultados mostram a versatilidade metabolica de S.
liquefaciens, que pode utilizar diferentes carboidratos, o que permite que a bactéria possa
habitar diferentes nichos ecoldgicos, incluindo dgua, plantas, alimentos, animais € 0 homem.

A presencga de nove profagos no genoma, identificada pela ferramenta PHASTER, pode
conferir a S. liquefaciens 1.211 capacidade adaptativa a condigdes ambientais. Analises de
Caneschi et al. (2019) identificaram 13 fagos no genoma de S. liquefaciens FG3, sendo 11
regides intactas e duas regides questionaveis, o que contribui com o diversificado repertorio

genético do isolado. As inser¢des de fagos no genoma tém fungdo importante na diversidade
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genética e variagdes entre linhagens bacterianas (FORTIER; SEKULOVIC, 2013). A presenca
de profagos no genoma bacteriano pode conferir a bactéria hospedeira genes que possibilitem
a adaptacao a novos habitats, a aquisicdo de resisténcia a antibioticos, ou ainda, permitir que a
estirpe se torne patogénica (ARNDT et al., 2016).

A ferramenta web IslandViewer 4.0 identificou a presenca de possiveis ilhas gendmicas
no genoma de S. liquefaciens L211. Ilhas gendmicas sdo agrupamentos de genes, geralmente
apresentando entre 10-200 kb, adquiridos por transferéncia horizontal de genes entre duas
linhagens, flanqueadas por regides repetidas, e sdo considerados importantes elementos na
evolucdo, diversidade, adaptacdo, metabolismo, patogenicidade e resisténcia a antibidticos
(DESVAUX et al.,, 2020; JUHAS et al.,, 2009). Nas ilhas gendomicas do isolado de S.
liquefaciens 1.211 foram identificadas diversas proteinas relacionadas a fagos como proteinas
de cauda, capsideo, integrases e holinas, o que pode ser resultado da presenca de profagos
integrados ao genoma da bactéria.

Ainda que os alinhamentos das sequéncias gendmicas de S. liguefaciens, realizados
pelos softwares BRIG e Mauve tenham revelado alto grau de conservacao entre as mesmas, ¢
possivel notar variabilidade genética entre os individuos da espécie. As insercdes de fagos no
genoma s3o de grande importancia para a diversidade do repertdrio genético entre os genomas
de S. liquefaciens, o que ¢é reforcado pela andlise em conjunto dos resultados obtidos pelas
ferramentas PHASTER, IslandViewer 4.0 e BRIG, mostrando a sobreposi¢do entre os clusters
identificados. Weise et al. (2014) fizeram observagdo semelhante sobre o genoma de Serratia
plymuthica 4Rx13 ao analisarem os resultados de dois softwares, PHAST e IslandViewer,
mostrando a ocorréncia de sobreposi¢ao da regido de insercao de fagos e das ilhas gendmicas
identificadas. Estas andlises dos genomas de S. liquefaciens 1211 e S. plymuthica 4Rx13
reforgam a importancia dos fagos na variabilidade genética das espécies.

A presenca de genes associados a biossintese de metabolitos secundéarios como dois
sider6foros, enterobactina e aerobactina, também indicam o potencial adaptativo de S.
liquefaciens L211. Sider6foros sdo pequenas moléculas sintetizadas por microrganismos que
atuam como quelantes do cation Fe™, aumentando sua solubilidade no meio e disponibilizam
o ion para captacdo e utilizagdao pelos microrganismos ((Roth-Walter et al., 2014; Chen et al.,
2023). O ferro ¢ um elemento essencial para o metabolismo microbiano, sendo necessario para
a respiragdo e sintese de RNA, por exemplo (CORNELIS, 2010). Em ambientes aerdbios o
cation Fe?* ¢ rapidamente oxidado a Fe’" que, em pH neutro, forma compostos insoliveis
(PAYNE; MEY; WYCKOFF, 2016). Em ambientes com baixa concentracao de ferro, as

bactérias utilizam sider6éforos como estratégia para aumentar a disponibilidade e captacdo de
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ferro (KRAMER; OZKAYA; KUMMERLI, 2020). O leite de vaca, por exemplo, tem baixo
teor de ferro, de aproximadamente 0,5 mg/L (PIETRZAK-FIECKO; KAMELSKA-
SADOWSKA, 2020). Além disso, a presenga de proteinas ligantes de ferro, como a lactoferrina,
diminui ainda mais a disponibilidade de ferro (BROWN; LUKE, 2010). Portanto, a producao
de sider6foros confere vantagens para os microrganismos se estabelecer no ambiente lacteo.

Genes de enterobactina e aerobactina foram identificados no genoma de S. liguefaciens
FG3, isolada da flor de Stachytarpheta glabra, encontrada na regido do quadrilatero ferrifero
em Minas Gerais, Brasil (CANESCHI et al., 2019). Segundo Caneschi et al. (2019), genes
relacionados com a biossintese de metabolitos secundarios ajudam as bactérias a sobreviverem
em ambientes onde hd competicdo com outros microrganismos. Embora a producdo de
sider6foros por S. liguefaciens 1211 tenha sido confirmada em ensaio in vitro, o método usado
nao identifica a natureza quimica do sideroforo.

A estreita relacdo entre S. liguefaciens 1L.211 e os demais isolados de S. liguefaciens foi
confirmada pelos valores de ANI obtidos, sendo todos maiores que 97%. Resultados entre 95—
96% sao recomendados para considerar organismos procaridticos como pertencentes a uma
mesma espécie (KIM et al., 2014; RICHTER; ROSSELLO-MORA, 2009). O valor de ANI é
uma propriedade que retrata a semelhanca entre genomas distintos (JAIN et al., 2018). O
contetdo G+C do DNA gendmico ¢ uma das caracteristicas que também pode ser utilizada para
descrigdes taxondmicas de microrganismo, indicando que organismos pertencem a espécies
distintas caso a diferenca de conteudo G+C entre eles seja superior a 1% (MEIER-KOLTHOFF;
KLENK; GOKER, 2014). O fato das diferengas de conteido G+C entre S. liguefaciens L211 e
os demais isolados ser inferior a 1% fortalece os dados obtidos ao se calcular os valores de ANI,
confirmando que os nove genomas analisados sdo de organismos de uma mesma espécie. Os
valores acima de 70% de dDDH refor¢am ainda mais as conclusdes obtidas por ANI e pela
analise de diferencga de contetido G+C. Além disso, os valores de ANI e dDDH também revelam
que S. liguefaciens L211 é mais proxima de S. liguefaciens FDAARGOS 125, isolado de
infec¢gdes nosocomiais, e mais distante de S. liguefaciens FG3, isolado de uma flor natural dos
campos ferruginosos brasileiros.

A formagao de dois clados na arvore filogenética mostra que S. liqguefaciens L.211 € mais
proxima filogeneticamente dos isolados presentes no clado 1, onde se situa também, S.
liquefaciens FDAARGOS 125, e mais distante dos isolados que compdem o clado 2,
representado pelos isolados MT9, FG3 e FDAAROS 1081. Uma observagao interessante ¢ que

S. liquefaciens 1211, S. liquefaciens JLO2 e S. liquefaciens S1, agrupados no mesmo clado na
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arvore filogenética, foram isolados de amostras de alimentos, sendo L211 e JLO2 isoladas de
amostras de leite e S1 isolada de salada de verduras, conforme descrito na tabela 1.

As motilidades swimming e swarming, apresentadas por S. liquefaciens L211, estdo
associadas a presenca de flagelos (LUCERO et al., 2020). Além do flagelo, as bactérias podem
utilizar o pilus tipo IV para se deslocarem, realizando um tipo de motilidade conhecida como
twitching (MAIER; WONG, 2015). Como pode ser observado, S. liqguefaciens 1L.211 também
apresentou a motilidade do tipo twitching, o que demonstra que a bactéria possui diferentes
estruturas de locomocgao, permitindo, o escape de condi¢des adversas e exploracdo novos
ambientes em busca de melhores recursos. Serratia marcescens MGI1, anteriormente
classificada como S. liquefaciens MG1, também apresentou as motilidades citadas (EBERL;
MOLIN; GIVSKOV, 1999; LABBATE et al., 2007). Possuir diferentes mecanismos de
motilidades ¢ extremamente vantajoso para as bactérias uma vez que estes modos de locomogao
estdo envolvidos em processos de adesdo, formacdo de biofilmes, colonizacdo e fuga de
ambientes nocivos (MATTINGLY et al., 2018; OTTON et al., 2017).

A deterioragdo de produtos lacteos por microrganismos psicrotréficos, como S.
liquefaciens, tem sido associada a secrecdo de enzimas termorresistentes capazes de hidrolisar
os constituintes moleculares dos alimentos ocasionando em alteragdes sensoriais indesejaveis.
A montagem e anotagdo do genoma de S. /iquefaciens L211 revelou a presenca de genes de
proteases e poliuretanase, com atividade de lipase cujas atividades podem degradar,
respectivamente, as proteinas e os triglicerideos dos alimentos. A atividade proteolitica de S.
liquefaciens também foi verificada por Machado et al. (2016) em 23 isolados capazes de
secretar metaloproteases resistentes ao calor que levam a deterioracdo e contribuem para a
reducdo da vida de prateleira do leite processado termicamente. Além disso, os autores
sequenciaram o gene da protease Ser2, que codifica a metaloprotease e observaram 100% de
identidade entre as sequéncias de nucleotideos do gene ser2 entre os diferentes isolados de S.
liquefaciens. Bagliniére et al. (2017) relataram que a protease termoestavel de S. liquefaciens
levou a desestabilizagdo do leite UHT devido a hidrdlise das caseinas apos 8 dias de
armazenamento.

Os resultados da atividade lipolitica de S. liguefaciens L211 corroboraram os resultados
de Salgado et al. (2020), que avaliaram o potencial lipolitico de S. liquefaciens L135 em
temperaturas variando de 4 a 37 °C. Os autores observaram que S. liguefaciens 1135 produz
uma lipase extracelular de, aproximadamente, 65 kDa e que a atividade lipolitica aumenta em
funcdo da temperatura, sendo a atividade 6tima observada a 30 °C. A hidrolise de triacilglicer6is

dos alimentos por enzimas lipoliticas libera acidos graxos de cadeira curta que serdo os
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responsaveis por alteracdes nas propriedades sensoriais dos alimentos, como rancidez, sabor
amargo e adstringente, o que torna o produto inadequado para consumo (CHEN et al., 2003;
DEETH, 2006; SORHAUG & STEPANIAK, 1997).

O genoma de S. liguefaciens 1211 apresenta um gene que codifica uma poliuretanase e
estes resultados também estdo de acordo com os observados por Salgado et al. (2021), que
demonstraram que a lipase termorresistente de S. /iquefaciens L135 ¢ uma poliuretanase com
atividade 6tima a 30 °C. A atividade residual dessa enzima de, aproximadamente, 21% a 4 °C
foi mantida, sendo capaz de deteriorar alimentos armazenados sob temperatura de refrigeragao.

Estudos indicam que enzimas com atividade hidrolitica, como proteases, lipases, ureases
e esterases, podem degradar poliuretano, e assim serem classificadas como poliuretanases
(CANTO; THOMPSON; NETZ, 2019; JAISWAL; SHARMA; SHUKLA, 2020). Impranil ",
um poliuretano sintetizado a partir de poliéster de polihexano/neopentil adipato e diisocianato
de hexametileno, foi utilizado como substrato para a avaliar a atividade de poliuretanase de S.
liquefaciens L211 (MAGNIN et al., 2020). O potencial de hidrolise de poliuretanos por parte
de S. liquefaciens L211 ¢ uma questdo relevante, ja que esses polimeros plasticos sdao
amplamente utilizados na fabricacdo de uma série de materiais, tais como adesivos, isolantes
térmicos, colchdes, tintas, bem como em produtos biomédicos como implantes Osseos e
cartilaginosos e stents para o tratamento de doencas cardiovasculares (CANTO; THOMPSON;
NETZ, 2019; STERN; HOWARD, 2000). No entanto, a utilizagdo desses materiais também
gera graves problemas de contaminagao ambiental. Desta forma, estudos sobre a capacidade de
hidrodlise de poliuretanos por poliuretanases microbianas sdo importantes uma vez que estas

enzimas podem ser uma possivel solucdo para esse problema ambiental.
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5. Conclusao

O sequenciamento do genoma de S. liquefaciens 1211 mostra a versatilidade ¢ a
capacidade adaptativa da bactéria a diferentes situagdes e ¢ de grande importancia para entender
a associagdo deste microrganismo com a deterioracdo de produtos alimenticios. O presente
estudo mostrou que S. liguefaciens apresenta caracteristicas genéticas bastante conservadas,
contudo, algumas diferengas podem ser observadas entre os membros da espécie o que permite
que a bactéria possa ser encontrada em diferentes habitats. Também foi mostrado que S.
liquefaciens L211 possui genes que codificam enzimas capazes de levar a deterioragdo de
alimentos. Relacionar analises genomicas com o proteoma S. liquefaciens pode ser uma
abordagem util tanto para entender os mecanismos de deterioracao de alimentos utilizados por
estes microrganismos quanto para buscar estratégias que visem controlar os danos causados por

esta bactéria.
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liquefaciens por nisina
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1. Introducio

O leite recém ordenhado apresenta baixa populacdo de espécies microbianas
(BERHANU et al., 2021). Entretanto, apos a ordenha, o leite ¢ exposto a microrganismos
contaminantes provenientes de diversas fontes como a superficie externa do ubere,
equipamentos de ordenha mal higienizados, maos de manipuladores, entre outras (MACHADO
et al., 2017). Ao terem acesso ao leite, estes microrganismos se multiplicam e, alguns deles,
sintetizam enzimas capazes de degradar proteinas e lipideos resultando na deterioragdo da
matéria-prima, bem como dos derivados lacteos (HANTSIS-ZACHAROV; HALPERN, 2007;
OLIVEIRA et al., 2015).

A industria de laticinios utiliza principalmente, a refrigeragdo e o tratamento térmico
para garantir a qualidade e seguranga do leite (MACHADO et al., 2017). A refrigeragao do leite
cru ¢ efetiva para controlar o crescimento de microrganismos mesofilos, mas, por outro lado,
favorece o desenvolvimento de psicrotroficos (BEALES, 2004; COLANTUONO et al., 2020).
Além de conseguirem se multiplicar em baixas temperaturas, alguns microrganismos
psicrotroficos sdo capazes de sintetizar proteases e lipases extracelulares termorresistentes
(BAGLINIERE et al., 2017; MARTINS et al., 2015; SORHAUG; STEPANIAK, 1997). Apesar
dos tratamentos térmicos, como a pasteurizagao e Ultra Alta Temperatura (UAT), inativarem a
microbiota psicrotrofica, as enzimas termorresistentes mantém atividade residual e podem
causar problemas como gelificacdo do leite, sabor amargo, rancidez, entre outros (MACHADO
et al., 2017; MARTINS et al., 2015; SORHAUG; STEPANIAK, 1997; YANG et al., 2020).

As bactérias psicrotroficas mais comumente encontradas no leite pertencem aos géneros
Acinetobacter, Aeromonas, Carnobacterium, Flavobacterium, Microbacterium, Serratia,
Staphylococcus e Pseudomonas (MACHADO et al., 2017; MARTINS et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2015; YUAN et al., 2017). Pseudomonas spp., principalmente as espécies do grupo
Pseudomonas fluorescens, sao apontadas como as principais espécies psicrotroficas produtoras
de enzimas termorresistentes deterioradoras de leite cru refrigerado (DOGAN; BOOR, 2003;
MACHADO et al., 2015; MARCHAND et al., 2009). A presenca de Serratia em ambientes de
processamento e amostras de leite refrigerado também tem sido associada com a deterioracao
do leite e produtos lacteos (ABDOU, 2003; CLETO et al., 2012; DECIMO et al., 2014;
MACHADO et al., 2015). Entre as bactérias do género Serratia, a espécie Serratia liquefaciens
foi isolada de amostras de leite refrigerado (JUVEN; GORDIN; LAUFER, 1979; LAFARGE
etal., 2004; MACHADO etal., 2015; TEH et al., 2011) e o potencial deteriorador desta espécie
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pela producdo de proteases e lipases termorresistentes investigado (BAGLINIERE et al., 2017;
SALGADO et al., 2020).

S. liquefaciens sao bacilos Gram-negativos, nao formadores de esporos, que pertencem
a familia Yersiniaceae (ADEOLU et al., 2016). Esta espécie sintetiza duas metaloproteases da
familia das serralisinas, codificadas pelos genes ser/ e ser2, sendo a termorresisténcia uma
caracteristica associada a protease Ser2 (KAIBARA et al., 2012; MACHADO et al., 2016).
Além disso, S. liqguefaciens ¢ capaz de degradar triacilglicerdis presentes no leite devido a
secre¢do de lipase termoestavel (SALGADO; BAGLINIERE; VANETTI, 2020). Estas enzimas
apresentam alto potencial de deterioragdo do leite. Entretanto, poucas informagdes sobre essas
enzimas estdo disponiveis na literatura.

A dificuldade de inativar proteases e lipases termorresistentes durante o processamento
sem alterar as propriedades sensoriais dos alimentos tem sido um obstaculo para a garantia da
qualidade dos mesmos pela industria. Assim, sdo necessarias pesquisas para encontrar
alternativas eficazes capazes de inibir a atividade destas enzimas. Estudos prévios para a
realizagdo deste trabalho demonstraram que a bacteriocina nisina apresenta um efeito inibitorio
sobre as atividades proteolitica e lipolitica de S. liguefaciens.

Nisina ¢ um peptideo catidnico que possui 34 residuos de aminodcidos em sua cadeia
polipeptidica e amplo espectro de ag¢do contra bactérias Gram-positivas (KHAN; OH, 2016).
Devido a carga liquida positiva, nisina se liga preferencialmente em paredes celulares de
bactérias que contenham altos teores de lipideos anidnicos, caracteristica de bactérias Gram-
positivas. Em bactérias Gram-negativas, a membrana externa presente atua como uma barreira
fisica, o que dificulta o acesso da nisina a parede celular e impede sua acdo sobre o lipideo II,
um precursor do peptideoglicano e sitio ativo da bacteriocina (BREUKINK; DE KRUIJFF,
2006; HELANDER; MATTILA-SANDHOLM, 2000; VUKOMANOVIC et al., 2017).
Entretanto, a acdo de nisina contra bactérias Gram-negativas pode ser observada quando a
bacteriocina foi associada com outros tratamentos antimicrobianos capazes de desestabilizar a
membrana externa bacteriana, como etilenodiamino tetra-acético, conhecido como EDTA
(PRUDENCIO et al., 2016; UKUKU; FETT, 2004), ultrassom (COSTELLO et al., 2021;
FREITAS et al., 2019), processamento em alta pressao (BLACK; KELLY; FITZGERALD,
2005; ONER, 2020), entre outros, indicando que nisina precisa atravessar a membrana externa
para exercer atividade bactericida (BOZIARIS; ADAMS, 1999; HELANDER; MATTILA-
SANDHOLM, 2000; WU et al., 2023). Uma vez que tenha acesso a membrana celular
bacteriana, nisina leva a formagdo de poros, com consequente efluxo de material intracelular e

dissipacdo da forga proton motora, resultando na morte do microrganismo (BREUKINK; DE
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KRUIJFF, 2006; PRUDENCIO; DOS SANTOS; VANETTI, 2015; ZACHAROF; LOVITT,
2012).

Descoberta em 1928, nisina ¢ a bacteriocina mais estudada, tendo seu uso permitido
como conservante de alimentos desde 1950, podendo ser utilizada em queijos, saladas, sopas
enlatadas, entre outros (KHAN; OH, 2016). Em 1988, a Food and Drug Administration (FDA)
concedeu o status GRAS (Geralmente Reconhecida como Segura) a nisina por ter agao
antimicrobiana em baixas concentragdes, ndo apresentar toxicidade contra células eucaridticas,
ser hidrolisada por enzimas digestivas e nao alterar as propriedades sensoriais dos produtos
alimenticios (BALCIUNAS et al., 2013; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005;
KRIVOROTOVA et al., 2016).

Considerando as evidéncias do efeito inibidor da atividade enzimatica por nisina,
decidiu-se investigar os efeitos dessa bacteriocina sobre o crescimento ¢ sobre a atividade

enzimatica de S. liqguefaciens L211 em leite.
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2. Material e métodos

2.1. Isolado bacteriano

S. liquefaciens 1211 foi isolado por Machado et al. (2015) de amostra de leite cru
coletada de fazenda localizada em um raio de 50 km de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Entre os
isolados obtidos por Machado et al. (2015), S. liquefaciens L211 foi selecionado por apresentar
alta atividade proteolitica utilizando azocaseina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos) como substrato para a reagdo enzimatica. Antes dos ensaios, um pré-indculo foi feito
a partir da suspensdo de células em glicerol (20% v/v) armazenada a -80 °C, transferindo-se
uma aliquota para tubos de ensaio contendo caldo Luria Bertani (LB, Neogen, Lansing,

Michigan, Estados Unidos), que foi entdo incubada a 30 °C por 24 horas.

2.2. Preparo e atividade da solucido estoque de nisina

A solugdo estoque de nisina foi preparada diluindo-se 1 g de Nisaplin® (2,5% p/p de
nisina, Nisaplin®, Danisco, Beaminster, Dorset, Reino Unido) em tampao fosfato de soédio
(PBS, 5 mM, pH 2,0). A atividade antimicrobiana da solugdo estoque de nisina foi determinada
pelo método de difusdo em 4gar utilizando Lactococcus lactis ATCC 19435 como
microrganismo indicador (TAGG; DAJANI; WANNAMAKER, 1976) e quantificada pelo
método de difusdo critica (HOOVER; HARLANDER, 1993), sendo a concentragdo expressa

em unidades arbitrarias (UA/mL).

2.3. Condicoes de cultivo

Uma aliquota de 1 mL do pré-indculo foi transferida para microtubos e centrifugada a
10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas duas vezes
com solucao salina 0,85% (p/v). Em seguida foram efetuadas dilui¢des seriadas de 100 vezes
(1:100). Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des 1:100 foram inoculadas em 10 mL de leite desnatado
reconstituido a 10% (p/v, LDR), adicionado de 400 UA/mL de nisina. Nisina foi substituida

por PBS (5mM, pH 2,0) no tratamento controle. A populacdo bacteriana das amostras no tempo
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inicial foi de aproximadamente 10° unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL).
As amostras foram incubadas a 30 °C por 48 horas.

Plaqueamentos, utilizando o método de microgotas, foram realizados em agar de
contagem padrao (PCA, Neogen, Lansing, Michigan, Estados Unidos) para determinar o
numero de células viaveis nos intervalos de tempo 0, 24 e 48 horas. Nos mesmos intervalos de
tempo, foram coletadas aliquotas de 0,5 mL para andlise da atividade proteolitica e lipolitica.
As aliquotas coletadas foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos e os sobrenadantes foram

transferidos para microtubos limpos e armazenados a -20 °C até a andlise.

2.4.Quantificacio da atividade proteolitica

Na reagdo para quantificar a atividade proteolitica utilizou-se azocaseina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) como substrato, conforme Dufour et al. (2008),
com modificagdes. A solucdo estoque de azocaseina 2% (p/v) foi preparada diluindo-se o
substrato em solucdo de Tris-HCL 100 mM, pH 8,0. Aliquotas de 50 pL de cada um dos
sobrenadantes livres de células, referentes aos tempos 0, 24 e 48 horas, coletados anteriormente,
foram adicionados a microtubos contendo 250 pul. de azocaseina 2% (p/v). Em seguida, as
misturas foram aquecidas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos e a reagdo foi interrompida
pela adicdo de 600 pL de acido tricloroacético 20% (p/v, TCA, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Estados Unidos). Apos a incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 10.000 g e a absorbancia a 366 nm foi determinada. Amostras coletadas imediatamente apds
o preparo da mistura de reagao contendo ou ndo nisina, foram utilizadas como branco para as

reacoes.

2.5. Quantificacio da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi quantificada utilizando p-nitrofenil palmitato (p-NPP; Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) como substrato, conforme Salgado et al. (2020).
Primeiramente, foram preparadas duas solucdes, A e B. A solug@o A, constituida de p-NPP
0,3% (m/v) diluido em 2-propanol e a solu¢do B, constituida de desoxicolato de sddio 0,2%

(m/v) e goma arabica 0,1% (m/v) dissolvidos em tampao fosfato de sdédio 50 mM, pH 8,0. A



68

solugdo do substrato foi preparada a partir da mistura das solugdes sendo 10% da solugdo A e
90% da solugdo B. Em seguida, 100 uL. dos sobrenadante coletados anteriormente (item 2.3)
foram adicionados a 900 pL da solugdo do substrato e incubadas por 1 hora a 30 °C. A reagdo
enzimatica foi finalizada pela adi¢cao de 0,5 mL de 1 M de Na>xCOs e a absorbancia a 410 nm

foi determinada.

2.6. Avaliacao das atividades proteolitica e lipolitica em agar

Microtubo contendo 1 mL do pré-indculo foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos e
o pellet foi lavado duas vezes com solucao salina 0,85% (p/v). As células foram ressuspendidas
em 1 mL de solugdo salina 0,85% (p/v). Para avaliar a atividade proteolitica em agar, gotas de
5 uL da suspensao de células foram inoculadas no centro de placas de Petri contendo PCA
suplementado com 1% de LDR (v/v), respectivamente, adicionados de 400 UA/mL de nisina.
A atividade lipolitica adicionando nisina, em concentracdes de 200 UA/mL e 400 UA/mL, em
placas contendo agar tributirina. Uma aliquota de 5 pL da suspensdo de células foram
inoculadas no centro das placas. As placas foram incubadas por 24 horas a 30 °C. O mesmo
volume da solucao de nisina adicionados nas placas foi substituido por solucao tampao fosfato-
salino (Phosfate buffered saline, PBS) (5 mM, pH 2,0) nas placas controle. Ap6s a incubagao,

foi verificada a formagao de halo claro ao redor das coldnias.

2.7. Extracio e quantificacio de RNA

S. liguefaciens 1L.211 foi cultivada em frascos Erlenmeyer contendo 10 mL de LDR na
presenca e na auséncia de 400 UA/mL de nisina, a 30 °C por 48 horas, e aliquotas de 1 mL
foram coletadas nos tempos 0, 24 e 48 horas. As aliquotas foram centrifugadas a 10.000 g por
15 minutos a 6 C e o sobrenadante foi descartado. As células foram lavadas trés vezes em 1 mL
de tampao PBS (pH 7,2) suplementado com EDTA 0,5 mM e dietil pirocarbonato (DEPC) 0,1%
e centrifugadas a 12.000 g durante 10 minutos a 6 °C. Logo apos, as células foram
ressuspendidas em 1 mL de QIAzol Lisys Reagent (Qiagen, Germantown, Maryland, Estados
Unidos), agitadas por 30 segundos em voértex e deixadas em repouso por 5 minutos a

temperatura ambiente. Foram adicionados 300 pL de cloroférmio gelado, seguido de agitagao
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vigorosa por 15 segundos e novamente foram deixadas em repouso por 2 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4 °C. Ap6s
a centrifugacao, a fase transliicida superior foi transferida para microtubos limpos, 500 uL de
1sopropanol gelado foram adicionados e a mistura foi homogeneizada por inversao completa do
reagente. As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas
a 12.000 g, por 10 minutos 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 1 mL de etanol 75% gelado
foi adicionado. A amostra foi homogeneizada delicadamente por inversao do tubo e, logo apos,
centrifugada a 7.500 g, por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o RNA
precipitado foi deixado secar ao ar para evaporacao do etanol. Posteriormente, o RNA foi
ressuspendido em 30 pL de d4gua Milli-Q® - DEPC e a concentracdo de RNA total foi estimada
em espectrofotdmetro Nanodrop™ 2000C Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific,
Hudson, Nova lorque, Estados Unidos). A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese,
aplicando-se 1 pL da amostra de RNA extraido em gel de agarose 0,8% (p/v). A amostra foi

congelada a -80 °C para posterior analise.

2.8. Purificacao do RNA e sintese de cDNA

Um total de 1 ug de RNA foi purificado com RQI RNase-free DNase (Promega
Madison, Wisconsin, Estados Unidos), utilizando 2 pL. da enzima RQ1 RNase-free DNase, e
os demais passos foram feitos seguindo as recomendagdes do fabricante. O DNA complementar
(cDNA) foi sintetizado com o kit ImProm-II Reverse Transcription (Promega Madison,

Wisconsin, Estados Unidos), de acordo com as instru¢des do fornecedor.

2.9. PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

O genoma de S. liquefaciens 1211 foi empregado como modelo para desenhar
oligonucleotideos especificos para os genes que codificam as proteases, serl e ser2, ¢ a
poliuretanase, /ipA (Tabela 1), utilizando a plataforma GenScript. O software Oligo Explorer
foi utilizado para avaliar a formagdo de dimeros e auto-anelamento e a especificidade dos
oligonucleotideos foi analisada por PCR eletronico. Os dados foram normalizados pela

expressao do gene endogeno 16S (ZHOU et al., 2011) . As reagdes de RT-qPCR foram
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realizadas com Sybr Green [ Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) em
placas de 48 pogos em um StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, Foster
City, Califérnia, Estados Unidos). As etapas da ciclagem térmica foram: primeiramente a etapa
de desnaturagdo inicial a 95 °C por 10 minutos seguidas de 40 ciclos de etapa de desnaturagao
a 95 °C por 30 segundos € etapa de anelamento/alongamento a 60 °C por 1 minuto. Para cada
oligonucleotideo utilizado, foram feitas curvas padrao com dilui¢des seriadas do cDNA e a
eficiéncia da amplificacdo foi calculada pela formula £ = (10107517 _ 1) x 100. A quantidade

relativa (Rq) de cada amostra para cada gene foi determinada utilizando as respectivas curvas

padrao (MENDES et al., 2013).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para o ensaio de RT-qPCR

Gene alvo Primer foward (5'-3") Primer reverse (5'-3") Referéncia
serl GGCGTAAGCCTGGGTATCGT AATTCAGCGCGGAACAGCAG Este trabalho
ser2 TGCCATGTATGCCTCCCGTT AACCAGCGCCATATCGACCA Este trabalho
lipA CGGTGGCATCACTCTGGCTA CGGAATCCTTGGCGGTCAGA Este trabalho
168 CTCTTGCCATCGGATGTGCCCA CCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCA  Zhou et al., 2011

2.10. Analises estatisticas

O software GraphPad Prism 7.0 foi utilizado para todas as andlises estatisticas e
construgdo dos graficos. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida pelo método de comparagdes multiplas de Bonferroni. Os valores p < 0,05 (*), p <
0,005 (**), p < 0,001 (***) foram considerados estatisticamente significativos. Todos os

experimentos foram realizados em trés repeticdes biologicas independentes.
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3. Resultados

O efeito de nisina sobre o crescimento de S. /iqguefaciens L211 em LDR foi avaliado nos
tempos de 24 e 48 horas. Como observado na figura 1, 400 UA/mL de nisina ndo apresentou

efeito inibitorio sobre o crescimento de S. liquefaciens L211 em leite no periodo de até 48 horas.
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Figura 1. Crescimento de S. liqguefaciens L211 em leite (M) e em leite adicionado de 400 UA/mL
de nisina (' ), expresso em logaritmo do nimero de unidades formadoras de coldonias (Log
UFC/mL). A populagdo inicial de S. liquefaciens no leite reconstituido a 10 % (volume final)
foi de aproximadamente 10° UFC/mL. Os resultados representam a média + DP de trés réplicas
biologicas. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via. **p <0,005 e ns
(ndo significativo, p>0,05).

Apesar de nisina ndo apresentar efeito inibitorio sobre o crescimento de S. liguefaciens
L211, as atividades enzimaticas da bactéria foram fortemente afetadas pela presenca da
bacteriocina no leite. Como pode ser observado na figura 2a, a atividade proteolitica de S.
liquefaciens 1211, quantificada utilizando azocaseina como substrato, foi inibida em,
aproximadamente, 87% e 77% na amostra de leite adicionado de nisina nos periodos de 24 e

48 horas, respectivamente.
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Figura 2. Atividade proteolitica de S. liguefaciens 1L.211 em leite sem e com a adi¢do de nisina.
A atividade proteolitica de S. liquefaciens 1211 foi quantificada por leitura de absorbancia a
366 nm utilizando azocaseina como substrato. A andlise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA de uma via. ***p < 0,001 e ns (ndo significativo, p>0,05).

Do mesmo modo, a atividade lipolitica do isolado L211 foi avaliada nos tempos de 24
e 48 horas em amostras de leite adicionadas de 400 UA/mL de nisina e, em amostras controle,
sem a adicao do peptideo antimicrobiano. Os resultados mostraram que a atividade lipolitica de
S. liquefaciens 1211 foi inibida em 100% em 24 horas de cultivo (Figura 3). Entretanto, no
tempo de 48 horas, ndo foi observada diferenca estatistica entre a atividade lipolitica da amostra
controle ¢ da amostra adicionada de nisina (400 UA/mL). No tratamento controle, onde o
tampao PBS foi usado em substituicdo a nisina, a atividade lipolitica reduziu com o aumento
do periodo de incubagdo de 24 para 48 horas (Figura 3). A atividade lipolitica da amostra
controle do tempo de 48 horas representa 35,78% da atividade do tempo de 24 horas.

A atividade proteolitica também foi avaliada em placa contendo agar PCA adicionada
de 1% de LDR, inoculada com S. liquefaciens L211. Na placa controle, em que ndo foi
adicionada nisina, observou-se um halo claro ao redor da coldnia, indicando a presenca de
atividade proteolitica (Figura 4a). No entanto, quando 400 UA/mL de nisina foram adicionados
ao meio de cultivo, ndo foi possivel observar a formagao de halo ao redor da coldnia (Figura
4b). Isso confirma a inibi¢do da atividade proteolitica de S. liguefaciens 1.211 pela presenca de

nisina no meio de cultivo.
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Figura 3. Atividade lipolitica de S. liguefaciens 1L.211 em leite sem e com a adi¢do de nisina. A
atividade lipolitica de S. liguefaciens 1211 foi quantificada por leitura de absorbancia a 410 nm
utilizando p-nitrofenil palmitato como substrato. M amostra controle, sem a adi¢ao de nisina,
amostra adicionada de 400 UA/mL de nisina. A analise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA de uma via. ***p < 0,001 e ns (ndo significativo, p>0,05).

Figura 4. Atividade proteolitica de S. liquefaciens L211 em agar leite sem e com a adicdo de
nisina. a) Agar PCA adicionado de 1% de leite desnatado reconstituido (10% p/v) inoculado
com S. liquefaciens com presenca de halo claro ao redor da coldnia, indicativo de atividade
proteolitica da bactéria. b) Agar PCA adicionado de 1% de leite desnatado reconstituido e de
nisina (400 UA/mL). A diferenca de coloracdo dos meios ¢ devido a cor marrom-avermelhada
da solu¢do de nisina, adicionada ao meio na imagem b.

Em placas contendo agar tributirina inoculadas com S. liqguefaciens 1L.211 ¢é possivel
observar a hidrdlise da tributirina pela formacao de halo ao redor da colonia (Figura 5a). Ao

adicionar 200 UA/mL de nisina no meio (Figura 5b), ndo ha a formagao de halo de hidrélise ao
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redor da coldnia, o que demonstra que a atividade lipolitica de S. liguefaciens 1211 foi inibida.
Entretanto, em placas de 4gar tributirina com 400 UA/mL de nisina ndo foi observado o

crescimento de S. liguefaciens 1.211 (Figura 5c).

Figura 5. Atividade lipolitica de S. liquefaciens em agar tributirina. a) Placa contendo agar
tributirina inoculado com S. liguefaciens de L211. O halo observado ao redor da colonia indica
a hidrolise enzimatica da tributirina decorrente da atividade lipolitica de S. liguefaciens L211.
b) Placa contendo agar tributirina adicionado de 200 UA/mL de nisina. ¢) Placa de agar
tributirina adicionado de 400 UA/mL de nisina.

A expressao relativa dos genes ser! (Figura 6a) e ser2 (Figura 6b), codificadores de
proteases e /ipA (Figura 7), que codifica a lipase de S. liguefaciens L211 foi avaliada por RT-
gPCR para verificar se a inibicdo da atividade das proteases e lipase de S. liquefaciens L211
por nisina ocorre a nivel transcricional. A adi¢do de 400 UA/mL de nisina no LDR 10% reduziu
os niveis de expressdo dos genes das proteases Serl e Ser2 de S. liguefaciens L11 no periodo
de 24 horas, em comparacdo com as expressdes desses genes no tratamento controle. A
expressao génica de ser/ foi mais inibida (Figura 6a) do que ser2 (Figura 6b) no periodo de 24
horas. A expressdo de ser! e ser2 reduziu em torno de 72% e 31%, respectivamente, quando
S. liquefaciens 1211 foi cultivada em LDR 10% adicionado de nisina por 24 horas. A expressao
dos genes serl e ser2 ¢ substancialmente reduzida com o aumento do periodo de incubacao

para 48 horas, no entanto, ndo foi observada diferenca estatistica.
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Figura 6. Expressao relativa dos genes serl e ser2 que codificam proteases de S. liqguefaciens
L211 em leite adicionado de nisina a) Expressdo relativa do gene que codifica a protease Serl.
b) Expressao relativa do gene que codifica a protease Ser2. M amostra controle, sem a adi¢ao
de nisina, = amostra adicionada de nisina (400 UA/mL). A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA de uma via. *p < 0,05, **p < 0,005, ***p < 0,001 e ns (ndo significativo,
p>0,05).

A presenga de 400 UA/mL de nisina no leite também inibiu cerca de 33% da expressao
relativa do gene /ip4 no tempo de 24 horas (Figura 7). Entretanto, como pode ser observado na
figura 7, nao houve diferenca significativa na expressao do gene da lipase, no tempo de 48 horas

de incubac¢ao, na amostra adicionada de nisina.
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Figura 7. Analise da expressao relativa do gene lipA4 de S. liquefaciens L211 cultivada em leite
adicionado de nisina. @ amostra controle, sem a adi¢do de nisina, = amostra adicionada de
nisina (400 UA/mL). A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via. *p <
0,05, **p < 0,005, ***p < 0,001 e ns (ndo significativo, p>0,05).
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4. Discussao

A eficacia da nisina como agente bactericida em bactérias Gram-negativas, como S.
liquefaciens, tem sido objeto de diversos estudos. No entanto, a membrana externa presente
nessas bactérias atua como uma barreira fisica, o que dificulta o acesso da nisina a parede celular
e impede sua agdo sobre o lipideo II, um precursor do peptideoglicano e sitio ativo da
bacteriocina (BREUKINK; DE KRUIJFF, 2006; HELANDER; MATTILA-SANDHOLM,
2000; VUKOMANOVIC et al., 2017). Por esta razdo, nisina ndo inibiu o crescimento de S.
liquefaciens 1211. Resultados similares foram relatados por outros pesquisadores ao
verificarem o efeito de nisina sobre o crescimento de bactérias Gram-negativas. Prudéncio et
al. (2015) demonstrou que a adigao de 200 UA/mL de nisina em caldo BHI ndo apresentou
efeito sobre o crescimento de Salmonella enterica sorovar Typhimurium a 37°C. Da mesma
forma, Proulx et al. (2017) ndo observou efeito inibitorio significativo de nisina sobre o
crescimento de Escherichia coli e P. fluorescens na superficie de queijo cheddar e queijo
processado. Ao avaliar a sinergia entre a aplicacdo do ultrassom e nisina no processo de
inativagdo das bactérias Listeria innocua e E. coli, Costello et al. (2021) constataram que,
isoladamente, a nisina ndo exibe efic4cia para a inativagdo da bactéria Gram-negativa E. coli.
A barreira da membrana externa representa um desafio a ser superado para que nisina possa ser
utilizada de forma mais ampla como agente antimicrobiano.

Nisina ¢ uma bacteriocina que tem sido amplamente estudada por suas propriedades
antimicrobianas (KHAN; OH, 2016). Entretanto, este estudo revelou que nisina também
apresenta efeito inibitorio sobre a atividade enzimatica de S. liguefaciens L211. A inibig¢ao da
atividade proteolitica também foi observada em placas contendo dgar PCA suplementado com
1% de LDR adicionadas de 400 UA/mL. . No entanto, quando introduzimos nisina em
concentragdo de 400 UA/mL em agar tributirina, verificou-se inibi¢gdo no crescimento de S.
liquefaciens 1L.211. Diante disso, investigou-se o impacto da presenga de 200 UA/mL de nisina
em agar tributirina, revelando que, embora o crescimento de S. liguefaciens nao tenha sido
inibido, houve uma clara redugdo na atividade lipolitica. E descrito na literatura que nisina tem
sua eficacia reduzida em produtos lacteos principalmente em produtos de pH neutro
(GHARSALLAOUI et al., 2016; IBARRA-SANCHEZ et al., 2020). Isso se deve a varios
fatores, como a falta de estabilidade da nisina em pH neutro, a interagdo com proteinas do leite
e a presenca de cations divalentes (IBARRA-SANCHEZ et al., 2020). Além disso, a

concentracdo de gordura na matriz alimentar afeta a atividade da nisina, uma vez que pode
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ocorrer a bacteriocina pode se aderir aos glébulos de gordura, reduzindo sua atividade
(SOBRINO-LOPEZ; MARTIN-BELLOSO, 2008). Portanto, a diferenga de resposta da nisina
em leite e meio de cultura pode ser atribuida a esses fatores que afetam sua atividade.

Embora a industria de laticinios utilize métodos como a refrigeracao e a pasteurizagao
para garantir a qualidade e seguranga do leite, esses tratamentos nao sdo eficazes na inativacao
de enzimas produzidas por microrganismos psicrotréficos, como as proteases e lipases
termorresistentes (MACHADO et al., 2017; SORHAUG; STEPANIAK, 1997; YANG et al.,
2020). Como resultado, a atividade enzimatica pode continuar mesmo apos a aplicagdo desses
tratamentos (MACHADO et al., 2017; YANG et al., 2020). A inibigao da atividade enzimatica
¢ uma estratégia promissora para melhorar a qualidade do leite e produtos lacteos. Ao contrario
dos métodos tradicionais utilizados pela industria, a inibi¢do da atividade de enzimas
termorresistentes impede a hidrolise dos componentes do leite, melhora sua qualidade e
prolonga sua vida util.

A inibicdo das atividades proteoliticas e lipoliticas observada em S. liquefaciens L211
devido a adi¢do de nisina no leite pode estar relacionada a alteragdes na expressao dos genes.
Varios autores relataram que nisina pode regular a expressao de genes envolvidos em diversos
mecanismos bacterianos, como os genes associados a processos metabolicos (MIYAMOTO et
al., 2015; PINILLA; STINCONE; BRANDELLLI, 2021), formagdo de biofilme (PIMENTEL-
FILHO et al., 2014; SHIVAEE et al., 2021), producao de toxinas (SHIVAEE et al., 2021) e de
outros fatores de viruléncia (SILVA et al., 2021; STINCONE et al., 2020). Com base nessas
constatacoes, foi conduzida uma investigacdo sobre a possibilidade de que a inibi¢do da
atividade enzimatica ocorresse a nivel transcricional. Os resultados indicaram que a expressao
relativa dos genes ser 1, ser? e lipA, que codificam as proteases e lipase de S. liqguefaciens L211,
foi inibida em um periodo de 24 horas. O mecanismo pelo qual nisina inibe a transcricao dos
genes que codificam proteases e lipases de S. liquefaciens 1211 ainda é desconhecido. E
possivel que nisina se ligue a algum receptor presente na membrana ou que, de alguma forma,
entre na célula para inibir a expressdo dos genes. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios
para esclarecer qual ¢ o mecanismo exato.

A regulacdo da expressao génica por nisina também foi observada por Pimentel-Filho
et al. (2014) que demonstraram a expressdo dos genes icaD e fnbA, relacionados com a
formagao de biofilme em Staphylococcus aureus, aumentou na presenca dessa bacteriocina.
Stincone et al. (2020) mostraram que nisina interfere na expressao de diversos genes em Listeria
monocytogenes, incluindo os genes relacionados a formacdo de biofilme, proteinas de

superficie bacteriana e proteinas associadas a viruléncia. Além de aumentar a expressao dos
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genes relacionados a formagao de biofilme, nisina também diminui a expressdo de hla, SEA,
SEB e SED, genes codificadores das toxinas estafilocdcicas, como apresentado no estudo de
Shivaee et al. (2021). Também em bactérias Gram-negativas, a expressao génica foi afetada
pela presenca de nisina. Resultados obtidos por Silva et al. (2021) mostraram que nisina
aumenta os niveis de expressdo dos genes relacionados a viruléncia de Salmonella enterica.

Nisina ¢ um peptideo antimicrobiano cationico. Sabe-se que muitos peptideos
antimicrobianos cationicos possuem modo de agdo duplo (VASILCHENKO; ROGOZHIN,
2019). Em altas concentracdes, esses peptideos causam danos as membranas celulares,
eventualmente promovendo quebras na estrutura, mas em concentracdes mais baixas, se
translocam no citoplasma e interagem -eletrostaticamente com o DNA ou ribossomo
(GOTTSCHALK etal., 2015; POLIKANOV et al., 2018). A agao de peptideos cationicos sobre
a expressao génica tem sido constatada ha algum tempo. A exposicdo de Salmonella
Typhimurium a concentragdes subletais do peptideo antimicrobiano polimixina estimulou a
expressdo dos genes dos regulons PhoP/PhoQ e RpoS, relacionados com a viruléncia bacteriana
e inibiu a transcricdo dos genes relacionados com a sintese de flagelos e com o sistema de
secrecao tipo III associado a capacidade da bactéria de invadir células hospedeiras (BADER et
al., 2003). O peptideo antimicrobiano LL-37 regulou negativamente a expressao dos genes de
endotoxina A, elastase e piocianina em Pseudomonas aeruginosa tendo potencial terapéutico
para ser futuramente utilizado contra este patdgeno oportunista (XIAO et al., 2022). O estudo
dos efeitos dos peptideos antimicrobianos cationicos na expressao génica pode levar a novas
estratégias terapéuticas para combater bactérias resistentes a antibidticos convencionais.

Estes estudos mostram o potencial dos peptideos antimicrobianos catidonicos, como a
nisina, em regular a expressdo génica bacteriana. A regulagdo da expressdo de genes em
bactérias pode ajudar a melhorar a qualidade dos alimentos impedindo a producao de enzimas

responsaveis pela deterioracao dos produtos alimenticios.
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5. Conclusao

Nisina ndo apresenta atividade bactericida nem bacteriostatica sobre S. liguefaciens,
uma vez que o crescimento bacteriano ndo foi afetado. Contudo, as atividades proteolitica e
lipolitica foram fortemente inibidas por essa bacteriocina. Nao ha na literatura, nenhum relato
sobre este efeito inibitorio nisina sobre a atividades de enzimas hidroliticas. A inibi¢ao das
atividades de proteases e lipases foi em consequéncia da inibi¢ao da transcri¢do dos genes ser/,
ser 2 e lipA de S. liquefaciens. O mecanismo utilizado pela bactéria para regular a transcri¢ao
desses genes ainda ¢ desconhecido e mais estudos sdo necessarios para elucidar este fato.
Conhecer este mecanismo pode ajudar a entender a interagao de nisina com S. liquefaciens e
até mesmo outras bactérias Gram-negativas, expandido os conhecimentos sobre o modo de agdo
de nisina sobre 0s microrganismos.

Além disso, a utilizacdo de nisina como conservante de alimentos pode ser ampliada
visando, além da atividade bactericida, o controle da atividade enzimatica dos microrganismos,

aumentando assim a vida de prateleira dos produtos.
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