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biotecnoldgico, pois sdo reconhecidamente produtoras de enzimas,

pigmentos, substancias com acles antibioticas, antitumoral, anti- Aceito:

helmintica e antifungica, entre outros. Apesar da resisténcia aos 27/12/2016
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dos microrganismos as drogas, o surgimento de cepas resistentes Publi )
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antimicrobiana é encarada como desafio e, nesse contexto, a
exploracdo dos produtos naturais apresenta-se como alternativa para a
descoberta de novos farmacos antimicrobianos e, consequentemente,
para 0 combate a esse tipo de resisténcia. Assim, este trabalho teve
como objetivo investigar o potencial antimicrobiano da cepa
Streptomyces sp G-27 frente a microrganismos de interesse clinico. O
microrganismo foi cultivado em &gar ISP-2, a 37 °C, durante 120 h.
Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados em bloco de
gelose, medindo 8 x8 mm de didmetro, frente a bactérias gram-
positivas, gram-negativas e levedura. Para estes microrganismos,
foram preparadas suspensfes com densidade de 0,5 da Escala de
McFarland, que foram semeadas em placas contendo Agar Mueller
Hinton para bactérias e Agar Sabouraud para a levedura. Os blocos de
gelose foram colocados sobre as placas inoculadas, as quais foram
incubadas a 37 °C por 24 h para bactérias e a 30 °C por 48 h para a
levedura. O ensaio foi realizado em triplicata. Apdés o periodo de
cultivo, o didmetro dos halos foi medido e os resultados foram
obtidos pela média aritmética das triplicatas. Streptomyces sp G-27
apresentou atividade contra Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecium, Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae e Candida
albicans. Observou-se que a actinobactéria testada possui atividade
antimicrobiana contra cinco dos seis microrganismos teste utilizados,
revelando perspectivas sobre o potencial biotecnolégico de tal
microrganismo, que foi isolado da Caatinga, uma regido de
microbiota pouco explorada.
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Abstract. Actinobacteria or Actinomycetes are filamentous gram-
positive bacteria, usually isolated from soil and constitute one of the
major bacterial phyla. They have great biotechnological potential,
because they are known as producers of enzymes, pigments,
substances with antibiotic action, antitumor, anthelmintic and
antifungal producers, among others. Despite the resistance to
antimicrobials is considered a natural phenomenon of adaptation of
microorganisms to drugs, the emergence of resistant strains leads to
ineffectiveness of drug therapy. Antimicrobial resistance is seen as a
challenge and, in this context, the use of natural products appear as an
alternative to the discovery of new antimicrobial drugs and,
consequently, to combat this type of resistance. This work aimed to
investigate the antimicrobial potential of the strain Streptomyces sp
G-27 against interest clinical microorganisms. The microorganism
was grown in ISP-2 agar at 37 °C for 120 h. The antimicrobial
activity tests were performed on agar block, measuring 8 x 8 mm of
diameter against gram-positive, Gram-negative bacteria and yeast.
For these microorganisms, suspensions were prepared with a density
of 0.5 McFarland Scale, which were seeded in plates containing
Mueller Hinton agar for bacteria and Sabouraud agar for yeast. The
agar blocks were placed on the seeded plates, which were incubated
at 37 °C for 24 h for bacteria and at 30 °C for 48 h for yeast. The
assay was performed in triplicate. After the cultivation, the diameter
of the halos was measured and the results were obtained by the
arithmetic mean of triplicates. Streptomyces sp G-27 showed activity
against Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Escherichia
coli, Klebisiella pneumoniae and Candida albicans. It was observed
that the tested actinobacteria has antimicrobial activity against five of
the six microorganisms test used, revealing perspectives on the
biotechnological potential of the microorganism, which was isolated
from Caatinga a region with microbiota bit explored.

Keywords: Streptomyces sp; Secondary metabolites; Antimicrobial
activity.
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varios  organismos

Actinobactérias sdo bactérias gram-
positivas que constituem um dos maiores
filos bacterianos. Séo seres ubiquos, sendo
encontrados em ambientes aquéaticos e
terrestres. Apresentam organizagéo
micelial, possuem um extenso metabolismo
secundario e produzem cerca de dois tercos
de todos os antimicrobianos derivados da
natureza, além de substancias com agdes
antitumorais, anti-helminticas e
antifungicas.  Assim, essas bactérias
possuem grande importdncia para a
biotecnologia, medicina e agricultura. Além
disso, algumas espécies vivem em

superiores, para 0s quais desempenham
importantes papéis. Este filo inclui diversas
espécies que, por sua vez, adotaram
diferentes estilos de vida: patdgenos
(Corynebacterium spp, Mycobacterium spp,
Nocardia spp, Propionibacteriums spp e
Tropheryma spp), habitantes do solo
(Micromonospora spp e Streptomyces spp),
comensais vegetais (Frankia spp) e
comensais gastrointestinais
(Bifidobacterium spp) (Barka et al., 2016).
Estas bactérias sdo conhecidas por
produzir varios tipos de antibi6ticos, os
quais possuem aplicacdes industriais, na
agricultura, medicina e veterinaria, como
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estreptomicina, cloranfenicol, eritromicina,
canamicina, novobiocina, vancomicina,
nistatina e anfotericina B (Silva-Lacerda et
al., 2016). Neste contexto, Barka et al.
(2016) acrescentam que 0 género
Streptomyces é extremamente valioso do
ponto de vista biotecnoldgico, pois engloba
produtores de enzimas de aplicacdo
industrial e antibidticos comerciais, como a
estreptomicina. Além disso, é o género mais
conhecido dentre as actinobactérias,
incluindo mais de 3.000 espécies
identificadas.

O marco da quimioterapia
microbiana ocorreu com o descobrimento
da penicilina, substancia produzida por um
fungo do género Penicillium, cuja
capacidade de inibir o crescimento da
bactéria  Staphylococcus  aureus  foi
descoberta acidentalmente por Alexander
Fleming, no ano de 1928. Porém, seu
emprego em larga escala sO teve inicio na
década de 1940. O grande impacto do uso
penicilina motivou sua producdo industrial,
sendo este o primeiro medicamento
produzido em grande escala. Assim,
iniciou-se a exploragdo dos microrganismos
como fonte de substancias biologicamente
ativas, principalmente na busca de novas
substancias com atividade antibidtica
(Takahashi e Lucas, 2008).

Porém, em virtude de fatores
diversos, dentre eles o uso indiscriminado
de agentes antimicrobianos, observou-se o
surgimento do fenbmeno de resisténcia dos
microrganismos a tais substancias. A
resisténcia microbiana é um dos obstaculos
mais significativos para a salde publica e
estd ameacando desfazer décadas de
avangos em sua capacidade para tratar a
doenca através dos produtos naturais. Os
efeitos colaterais e de resisténcia que o0s
microrganismos patogénicos construiram
contra os antibiéticos provocam falha no
tratamento principal. Uma maneira de
combater o problema da resisténcia
microbiana € o desenvolvimento de novos
agentes antibacterianos naturais para
substituicdo dos ineficazes (Senthil-Rajan et
al., 2013).

Desta forma, estudos utilizando
microrganismos oriundos do meio ambiente
como produtores de metabdlitos
secundarios sdo cada vez mais comuns.

Sendo a Caatinga um bioma singular
devido a grande variedade de paisagens,
relativa riqueza bioldgica e endemismo
(Silva-Lacerda et al., 2016), torna-se
interessante explorar tal regido como fonte
de substéncias de interesse biotecnoldgico.
Marschner et al. (2004) afirmam que os
solos tém comunidades microbianas
distintas devido a diversos fatores, 0s quais
incluem caracteristicas fisico-quimicas do
solo (nutrientes, teor de matéria organica e
pH, dentre outros) e fatores ambientais
(como clima e vegetacdo), 0 que pode
estimular a producdo de diferentes
metabolitos secundarios pelos
microrganismos. Esta produgdo ocorre em
resposta as adaptacfes para uma fungdo
especifica na natureza.

Assim, considerando o aumento da
resisténcia dos  microrganismos  aos
antimicrobianos existentes no mercado,
observa-se uma necessidade de encontrar
outros agentes com potencial atividade
antimicrobiana. Neste contexto, a realizacdo
de pesquisas buscando novos agentes
aparece como uma alternativa para este fim.
Portanto, sabendo que o bioma da Caatinga
possui uma microbiota variada por
apresentar caracteristicas Unicas, torna-se

interessante  estudar a  diversidade
microbioldgica desse ambiente e,
consequentemente, seu potencial

biotecnologico.

Este trabalho teve como objetivo
investigar o potencial antimicrobiano da
cepa Streptomyces sp G-27 frente a
microrganismos de interesse clinico.

Metodologia

Microrganismo

A actinobactéria Streptomyces sp
G-27 foi previamente isolada de uma
amostra de solo oriundo da Regido
Semiarida da Caatinga, mais
especificamente da rizosfera da planta
catingueira (Caesalpinia pyramidalis Tul.)
(Corréaetal., 2014).

Streptomyces sp G-27 encontra-se
armazenado em 6leo mineral, na Colecdo
de  Microrganismos  UFPEDA, do
Departamento de  Antibidticos, da
Universidade Federal de Pernambuco.
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Reativacéo

O microrganismo foi reativado em
meio ISP-2 liquido, a 160 rpm, a 37 °C,
durante 5 dias. ApoOs esse periodo, uma
aliquota deste meio foi retirada com o
auxilio de uma alga estéril e semeada em
meio ISP-2, procedendo-se a incubagéo por
cinco dias, a 37°C.

Determinagdo da  atividade
antimicrobiana

Ensaio primario. Para avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos isolados, foi
realizada uma selecdo primaria seguindo a
metodologia proposta por Ichikawa et al.
(1971), conhecida como “Método do Bloco
de Gelose” ou “Teste de difusdo em Agar”.
Neste processo, 0 composto bioativo
difunde-se no agar.

Inicialmente, elaborou-se  uma
suspensdo de esporos de Streptomyces sp
G-27 em solucdo salina a 0,9% estéril. Esta
suspensdo foi submetida a agitacdo em
vortex e 0,1 mL foi espalhada com o auxilio

de uma alca de Drigalsky em placa de Petri
contendo o meio ISP-2. A placa foi
incubada por cinco dias, a 37 °C, a fim de
se obter um crescimento em forma de
tapete.

Decorrido este tempo, verificando o
crescimento satisfatério, foram retirados
blocos circulares medindo 8 mm de
didmetro, utilizando um perfurador de
colbnias previamente esterilizado. Estes
blocos foram  colocados sob  o0s
microrganismos  testes  anteriormente
plaqueados, 0s quais sdo relatados no tépico
a sequir.

Microrganismos teste. Para oS
testes de atividade antimicrobiana, foram
utilizadas duas bactérias gram-positivas,
trés gram-negativas e uma levedura. Estes
microrganismos  foram  cedidos pela
Colegdo de Microrganismos-UFPEDA, do
Departamento  de  Antibioticos, da
Universidade Federal de Pernambuco, e sdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Microrganismos utilizados na investigagdo do potencial antimicrobiano de Streptomyces sp

G-27.

Microrganismos-teste

Bactérias gram-positivas

Bactérias gram-negativas

Levedura

Staphylococcus aureus (UFPEDA-02)
Enterococcus faecium (UFPEDA-138)
Escherichia coli (UFPEDA-224)
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA-396)
Klebisiella pneumoniae (UFPEDA-416)
Candida albicans (UFPEDA-1007)

Alga de Drigalski
% Furador de rolha

e
5dias, a 37 °C
13 etapa
V
Suspens3o de Crescimento em tapete
esporos
Swahb
22 etapa g 4 L |-1||| i
l 240ud8h
u -
. Meio Transferéncia do Leitura do Halo (mm
Suspensdo do especifico bloco de gelose ( ]

microrganismo
teste

Figura 1. Esquema da realizacdo do método “bloco de gelose”. (Fonte: Adaptado de Bernardo, 2012).
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Para a atividade antimicrobiana,
foram preparadas suspensdes das bactérias
e da levedura com densidade de 0,5 da
Escala de McFarland. As suspensdes foram
semeadas em placas contendo Agar Mueller
Hinton para bactérias e Agar Sabouraud
para a levedura. O teste foi realizado em
triplicata.

As placas foram incubadas a 37 °C
por 24 h para bactérias e a 30 °C por 24-48
h para a levedura. Apés o periodo de
cultivo, o didmetro dos halos foi medido e
0s resultados foram obtidos pela média
aritmética das triplicatas. A metodologia

para realizacdo dos testes aqui descritos
encontra-se esquematizada na Figura 1.

Resultados e discussao

O microrganismo Streptomyces sp
G-27 apresentou atividade antimicrobiana
contra cinco dos seis microrganismos
testados, conforme descrito na Tabela 2.
Como é possivel observar, os maiores halos
de inibicdo foram formados contra
Enterococcus faecium e Staphylococcus
aureus. Nas condicdes testadas, ndo houve
inibicdo do crescimento de Pseudomonas
aeruginosa.

Tabela 2. Média aritmética dos halos de inibicdo (mm) de Streptomyces sp G-27 frente a microrganismos

de interesse clinico.

Microorganismo-teste Halos (mm)
Staphylococcus aureus 29,5
Enterococcus faecium 31,0
Escherichia coli 14,0
Pseudomonas aeruginosa -
Klebisiella pneumoniae 10,0
Candida albicans 16,0

(-): ndo houve halo de inibicéo

O ensaio de bloco de gelose € um
método fisico no qual um microrganismo
teste é desafiado contra uma substancia
biologicamente ativa em meio de cultura
solido e relaciona o tamanho da zona de
inibicdo de crescimento do microrganismo
desafiado com a concentragdo da substancia
testada.

Este ensaio permitiu entdo, que o
metabdlito secundario produzido pela
actinobactéria Streptomyces sp G-27 se
difundisse no meio de cultura, impedindo o
crescimento da grande maioria dos
microrganismos-teste, mostrando, assim,
ser uma metodologia satisfatéria para este
fim.

De acordo com Mendes (2010),
actinobactérias séo abundantemente
conhecidas devido ao seu potencial na
producdo de  moléculas  bioativas,
consequéncia de  seu  metabolismo
secundario, o que pode justificar os
resultados obtidos neste trabalho.

Zhao et al. (2009) também
executaram um teste de difusdo em agar de
actinobactérias isoladas de sedimentos
marinhos, constatando que algumas cepas
investigadas demostraram vasto espectro
acdo: alguns isolados  apresentaram
atividade fungicida, a medida que outros
apresentaram atividade contra
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis, com halos de até
22mm, 30mm, 25mm e 26 mm,
respectivamente. Assim, 0s resultados
obtidos por Zhao et al. (2009) estdo em
concordancia com os resultados do presente
trabalho.

Ao analisar o tamanho dos halos de
inibicdo apresentados na Tabela 2, pode-se
notar que a atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas  (Enterococcus
faecium e Staphylococcus aureus) foi maior
do que para as gram-negativas (Escherichia
coli e Klebisiella pneumoniae) e para a
levedura (Candida albicans). Segundo
Madigan (2010), o menor percentual de
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atividade antimicrobiana frente a gram-
negativos é consequente da natureza
complexa de sua parede celular, a qual
possui uma membrana externa ao seu redor,
0 que confere maior resisténcia a acdo de
antibidticos, os quais ndo sdo capazes de
transpassar tal barreira lipidica.

O aumento do numero de casos de
resisténcia a antibioticos por
microrganismos  da  pratica  clinica
multirresistentes e a falta de opcBes
terapéuticas a curto e medio prazo para
tratamento das infecgdes causadas por essas
por eles reforcam necessidade de se
encontrar novas alternativas terapéuticas
para tratar infecgdes. De acordo com
Boucher et al. (2009), microrganismos
como Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanni,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp. sdo as bactérias mais prevalentes
causadoras da maioria das infecgdes
hospitalares nos EUA e efetivamente
escapam da acdo dos antibacterianos.

As doencas infecciosas sdo a
segunda maior causa de mortalidade no
mundo. O ndmero total de novos agentes
antimicrobianos aprovados pela FDA (Food
and Drug Administration) sofreu um
decréscimo. Assim, a busca por novos
agentes que atuem por mecanismos de agdo
diferentes dos farmacos em uso precisou ser
intensificada. A resisténcia microbiana,
especialmente em ambientes hospitalares,
encontra-se com taxas elevadas e, com isso,
surgiu uma necessidade imediata pela busca
de novos antibidticos (Guimardes et al.,
2010). Desta forma, este estudo qualitativo
realizado com diversos microrganismos de
interesse clinico pode ser considerado
promissor, pois indica que Streptomyces sp
G-27 é produtor de um agente
antimicrobiano, o qual precisa ser e
identificado em estudos subsequentes.

Os resultados obtidos confirmam
gue as bactérias do género Streptomyces sp
sdo capazes de inibir o crescimento de
outros microrganismaos. Assim,
actinobactérias aparecem como uma fonte
atil e poderosa para a producdo de
metabolitos de interesse biotecnoldgico,
especialmente para a obtencdo de novos
antibioticos.

Concluséao

A pesquisa por novos antibidticos
continua objetivando combater bactérias e
fungos resistentes, melhorar as
propriedades farmacoldgicas, combater
tumores e parasitas. Desta forma, os halos
de inibicho do crescimento  dos
microrganismos de interesse  clinico
demostraram  que a  actinobactéria
Streptomyces sp G-27 aparece como
possivel fonte de compostos naturais
bioativos, apresentando-se como uma
bactéria de  considerdavel  potencial
biotecnol6gico. Ademais, este trabalho
enaltece as pesquisas realizadas com
microrganismos isolados de regides cuja
microbiota ainda é pouco explorada, a
Caatinga. Outros estudos estdo em
andamento visando aprimorar as condicdes
de producdo do metabdlito secundario, bem
como para extrair e purifica-lo.

Declaracéo de conflitos de interesse

Os autores declaram ndo haver
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