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AVALIACAO DE MOLECULAS BIOATIVAS PRODUZIDAS POR ISOLADOS
DE ACTIlNOMICETOS CONTRA COCOS GRAM POSITIVOS DE ORIGEM
CLINICA.
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Orientadora: Dr.2 Sueli T. Van Der Sand

RESUMO

Os actinomicetos sdo bactérias Gram positivas caracterizadas por sua
habilidade em formar hifas, sdo amplamente distribuidos no ambiente e
conhecidos pela diversidade na producdo de moléculas biologicamente ativas.
O presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade de compostos
produzidos por quarenta isolados de actinomicetos contra isolados clinicos de
Enterococcus sp, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. O
perfil de suscetibilidade das amostras clinicas foi avaliado empregando a
técnica de disco difusdo em agar. A atividade antimicrobiana dos actinomicetos
foi avaliada pela técnica da dupla camada. Os isolados que apresentaram
atividade foram cultivados em caldo amido caseina a temperatura de 30°C por
sete dias, com agitacdo constante. Apds o crescimento, a cultura foi filtrada
para obtencdo do extrato bruto. A atividade antibiética do extrato foi avaliada
através da técnica de difusdo em poco. O isolado que apresentou maior
espectro de acao foi selecionado para otimizacdo dos compostos. A otimizacao
da producdo dos compostos com atividade antibiotica foi realizada através da
avaliacdo de curva de producédo, variacdo da fonte de carbono, tempo de
incubacéo, pH tamponado e pH nédo tamponado. No ensaio de sobrecamada os
isolados 50 e 8S apresentaram atividade contra a 90% das amostras de
microrganismos clinicos de Staphylococcus sp. e Enterococcus sp. No ensaio
de difusdo em poco o isolado 50 apresentou maior atividade antibiotica que o
isolado 8S. Na otimizacdo do extrato as melhores condi¢cdes de producao
foram: 72 h de crescimento, fonte de carbono amido e sem tamponamento de
pH. Nao foi observada influéncia de biomassa na producdo dos compostos. A
cromatografia em camada delgada revelou a presenca de duas bandas com
fator de retencéo de 0,28 (Rfl1) e 0,57 (Rf2).

Palavras chaves: Actinomicetos, antibiéticos, Enterococcus,
Staphylococcus.

! Dissertacdo apresentada como um dos requisitos para a obtencdo do grau de
Mestre em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre — RS, Brasil.
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ABSTRACT

Actinomycetes are Gram positive bacteria, characterized by their ability to form
hyphae. They are widely distributed in the environment and known for their
diversity in producing biological active molecules. This study aimed to evaluate
the activity of compounds produced by forty isolates of Actinomycetes against
clinical isolates of Enterococcus sp, Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis. The susceptibility profile of the samples was
evaluated using the disk diffusion technique in agar. The antimicrobial activity of
actinomycetes was assessed by means of the double layer. Isolates that
showed activity were grown in starch casein broth at a temperature of 30 °C for
seven days, with constant agitation. After growth the culture was filtered to
obtain a crude extract. The antimicrobial activity of the extract was evaluated by
the well diffusion technique. The actinomycete that showed activity against most
of the test samples was selected for optimization(s) of the compound(s)
production. The optimization of the production was performed by evaluating:
growth curve, the use of different carbon source, changes in the incubation
time, and culture media with buffered and unbuffered pH. In the overlay assay
isolates 50 and 8S presented activity against most of Staphylococcus sp. and
Enterococcus sp samples. In diffusion assay isolate 50 showed higher antibiotic
activity than the isolated 8S. Compiling the results the best production
conditions were: 72 h of growth, carbon source starch without pH buffering at
30°C. There was no effect of biomass (s) compound (s) activity. The thin layer
chromatography revealed the presence of two bands with a retention factor of
0.28 (Rf1) and 0.57 (Rf2).

Key words: actinomycetes, antibiotics, Enterococcus sp., Staphylococcus
sp.
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1. INTRODUCAO

Os actinomicetos sédo bactérias Gram positivas conhecidas pela sua
capacidade de produzir antibidticos e outros metabdlitos secundarios
importantes como antitumorais, anti-inflamatorio, agentes antifangicos, agentes
anti-helminticos e herbicidas. Dentre esses compostos, 0s antibidticos sdo os
mais importantes do ponto de vista terapéutico e comercial. Aproximadamente

dois tercos dos antibiéticos sao isolados dos actinomicetos.

s

O género Streptomyces € representado na natureza por uma grande
variedade e numero de espécies produtoras da maioria dos antibidticos
conhecidos na familia Actinomycetaceae. Os principais tipos de antibioticos
produzidos, por espécies de Streptomyces, sdo 0s aminoglicosideos,
antraciclinas, glicopeptideos, B-lactamicos, macrolideos, nucleosideos,

peptideos, polienos, poliésteres e tetraciclinas.

Apesar da pesquisa constante em busca de novos compostos, existe
urgéncia na clinica médica em relagdo ao desenvolvimento de novos
antibiodticos e, produtos naturais ainda séo vistos como a fonte mais promissora

para o desenvolvimento de novas drogas.

Devido ao indiscriminado uso de antimicrobianos na medicina, somado a
outros fatores ambientais, muitos grupos de microrganismos patogénicos estao
adquirindo resisténcia aos antimicrobianos atualmente empregados no
tratamento clinico, em contrapartida, a descoberta de novos agentes
antibiéticos é cada vez menor.

Na atualidade, as bactérias Gram positivas vém se tornando bactérias

problemas na terapéutica anti-infecciosa causando grande preocupacao entre

1



0s cientistas, 0s microbiologistas e os meédicos, isso deve-se ao fato da
resisténcia que esses microrganismos tem apresentado contra 0s
antimicrobianos aplicados na terapia clinica.

Considerando o potencial dos actinomicetos na producdo de moléculas
bioativas e a necessidade de novos compostos com acdo antibibtica, este
trabalho teve como objetivo: avaliar a atividade antibidtica de isolados de
actinomicetos frente a cocos Gram positivos de origem clinica, selecionar o
isolado com maior atividade frente as amostras clinicas, avaliar a influéncia de
diferentes condicbes de cultivo para a otimizacdo de producdo dos compostos
antibidticos e avaliar a estabilidade do extrato bruto frente a diferente

temperaturas e o tratamento com proteinases.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Actinobacteria

Este filo compreende bactérias Gram positivas com um elevado teor de
guanina e citosina no seu DNA o qual varia de 51% em alguns Corynebacteria,
para mais de 70% em Streptomyces e Frankia. Uma excecdo a isto € o
genoma do patégeno obrigatdrio Tropheryma whipplei, com menos de 50% de
G+C (SCHREMPF, 2001).

Actinobacteria exibe uma grande variedade de morfologias, de cocoide
(Micrococcus) ou rodo-cocéide (por exemplo, Arthrobacter), a formas de hifas
fragmentadas (por exemplo, Nocardia sp.) ou um micélio ramificado
permanente e altamente diferenciado (por exemplo, Streptomyces sp.).
Também exibem diversas propriedades fisioldgicas e metabdlicas, tais como a
producdo de enzimas extracelulares e a formacao de uma ampla variedade de
metabdlitos secundarios (SCHREMPF, 2001). Notadamente, muitos desses
metabolitos secundarios sdo antibidticos potentes, uma caracteristica que
tornou as espécies de Streptomyces sp. como organismos primarios na busca
de antibiético pela industria farmacéutica (BERDY, 2005). Aléem disso, diversas
relacbes ecoldgicas sdo encontradas entre Actinobacteria, agentes patdégenos
(por exemplo, Mycobacterium spp., Nocardia spp., Tropheryma spp.,
Corynebacterium spp. e Propionibacterium spp.), habitantes do solo

(Streptomyces spp.), comensais em plantas (Leifsonia spp.), fixadoras de



nitrogénio simbiontes (Frankia spp.), habitantes do trato gastrointestinal (Bi-
fidobacterium spp.). Caracteristicas de desenvolvimento peculiares sé&o
encontradas, tais como a formacdo de um micélio esporulado (Streptomyces
sp.) ou como uma forma permanente de estado nao-replicativo exibido por
micobactérias (GOODFELLOW et al., 1983).

Actinobacteria sdo amplamente distribuidos, estando presentes em
ecossistemas terrestres e aquaticos (incluindo o marinho), mas sua grande
maioria € encontrada no solo, onde eles desempenham um papel fundamental
na reciclagem de biomaterias pela decomposicdo e formacdo de humus

(STACH et al., 2005).

2.2. O género Streptomyces.

2.2.1. Caracteristicas do género Streptomyces.

Os Streptomyces usam uma variedade extraordinaria de mecanismos
extracelulares para o seu crescimento primario e para associar-se com outros
organismos, assim como para atingir seus préprios atributos de
desenvolvimento complexo e produgcdo de metabdlitos secundarios (KEITH et
al., 2010).

O ancestral comum mais recente de Streptomyces sp. parece ter vivido
ha cerca de 440 milhbes de anos atras, quando provavelmente estava
envolvido na colonizagcéo da terra por plantas verdes (CHATER & CHANDRA,
2006).

Essa visdo coloca os estreptomicetos no papel formativo da evolugcéao do

ambiente terrestre. Nesse habitat, os esporos de Streptomyces sp., resistentes



a dissecacdo, sdo usualmente abundantes dando origem a filamentos de
ramificacdo das hifas sob condicbes adequadas. Essa adaptacdo do
crescimento consiste em aderir e penetrar nos restos organicos insollveis de
fungos, plantas e outros organismos, 0s quais sdo clivados por enzimas
hidroliticas provendo nutrientes. Quando crescidos em laboratério por alguns
dias, seja em nutrientes solUveis ou em material insoluveis, condicdes mais
similarescom a natural, tais colénias formam um micélio denso sob o substrato,
a partir do qual emergem ramos aéreos, eventualmente formando cadeias de
esporos (FLARDH & BUTTNER, 2009).

O crescimento aéreo é conseguido a custa da biomassa micelial do
substrato, a qual é submetida a lise extensiva e reutilizacdo para alimentar a
fase reprodutiva (MIGUELEZ et al., 1999). Os poucos miligramas (peso umido)
de micélio sob o substrato da coldnia sdo assim convertidos em dezenas de
milhdes de esporos. A producdo de antibidticos e outros metabdlitos
secundarios € em grande parte associada com o desenvolvimento do micro-

organismo.

2.2.2. Streptomyces e a producdo de metabdlitos secundarios

Os estreptomicetos tém sido a fonte mais abundante de importantes
antibidticos clinicos desde a descoberta da actinomicina D, estreptomicina e
estreptotricina ocorrida em 1940 por Waksman e colaboradores (HOPWOOD,
2007).

Verificou-se que Streptomyces sp. sintetiza uma grande variedade de
inibidores quimicos distintos em diferentes processos celulares. Eles incluem

antibioticos, fungicidas, citostaticos, moduladores de resposta imune e efetores



de crescimento de plantas. Eles sdo a mais abundante fonte natural de
antibioticos e outros metabolitos secundarios bioativos e, portanto, sdo de
grande interesse para a medicina e industria (HOPWOOD, 2007).

A diversidade de metabdlitos secundarios produzidos por
estreptomicetos inclui a producdo de numerosas moléculas pequenas
(geralmente entre 100 e 3000 Da), que séo biologicamente ativas fora da célula
produtora. Pelo menos 7.000 diferentes metabodlitos secundarios sao
produzidos por isolados de Streptomyces sp. (BERDY, 2005).

Historicamente 0s compostos antibacterianos produzidos por

Actinomicetos incluem (DTZ, 2010):

1. Tetraciclinas - antibiotico de largo espectro mais antigo produzido por
Streptomyces rimosus e Streptomyces aureofaciens;

2. Cloranfenicol - produzido por Streptomyces venezuelae, é utilizado no
tratamento de tiféide e infeccBes oculares;

3. Eritromicina - produzido por Saccharopolyspora erythraea,
freqientemente utilizado como um substituto da penicilina quando as
pessoas sdo alérgicas a mesma, e no tratamento da Doenca do
Legionario;

4. Vancomicina - produzida por Amycolatopsis orientalis, é o ultimo
tratamento utilizado na defesa contra Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA);

5. Rifamicina - produzido por Amycolatopsis mediterranei e utilizado como

primeiro tratamento para tuberculose e lepra;



6. Gentamicina - produzido por Micromonospora purpurea, utilizado em
infeccbes causadas por microrganismos multiressistentes;

7. Imipenem - um derivado de tienamicina, produzido por Streptomyces
cattleya e utilizado no tratamento de infeccbes causadas por
microrganismos resistentes a penicilina;

8. Acido Clavulanico - produzido por Streptomyces clavuligerus e utilizado
em combinacdo com derivados de penicilina;

9. Daptomicina - produzido por Streptomyces roseosporus, utilizado no
tratamento de MRSA e infec¢gbes causadas por Enterococcus sp. Uma
das trés novas classes de antibioticos introduzida na pratica clinica nos

ultimos 40 anos.

Entre 75 a 80% dos antibidticos comerciais e de uso médico séo
derivados do género Streptomyces (MIYADOH, 1993). A classificacdo do
género Streptomyces sp. segundo Bergey’s: Manual of Systematic Bacteriology
(WILLIAMS et al.,, 1989) ndo é baseada na combinacdo de caracteristica
genotipicas e fenotipicas, mas na extensiva pesquisa taxondmica de Williams
et al. (1983).

Devido a presenca de um padréo filogenético de ramificacdes, da
combinacdo de propriedades como tipo quimico de parede, tipo de
peptidioglicana, acucares da parece celular, acidos graxos e perfis
fosfolipidicos, a delineacdo deste género é facilitada dentro dos Actinomicetos
(KROPPENSTEDR et al., 1990).

Streptomyces sp. tem sido, dentre os microrganismos, a fonte de maior

rendimento na descoberta de todos os tipos metabdlitos bioativos que tem



importancia na medicina humana e na agricultura. (CHATTERJEE et al. 1995;
GEBHARDT et al., 2002).

Mesmo diante deste potencial, € importante observar que a habilidade
das culturas de Streptomyces para a producdo de antibiéticos ndo é uma
propriedade fixa, mas pode ser aumentada ou completamente perdida sobre
diferentes condi¢cdes de nutricdo e cultivo (WAKSMAN, 1961). Portanto, a
constituicdo do meio de cultura juntamente com a capacidade metabdlica do
organismo produtor afeta a biossintese do antibiotico (HASSAN et al. 2001).
Fontes nutricionais como carbono, nitrogénio e minerais e fatores ambientais
como tempo, temperatura e pH tém uma profunda influéncia na producéao de

antibioticos pelos actinomicetos (NARAYANA & VIJAVALAKSHMI, 2008).

2.3. Metabdlitos secundarios

O metabolismo primario refere-se a atividade metabdlica associada ao
crescimento, sendo os produtos desta atividade referidos como metabdlitos
primarios, dos quais sdo exemplos as enzimas, 0s acidos organicos, 0
etanol, entre outros (INOUE, 2006).

Em muitos organismos verifica-se a sintese de compostos né&o
essenciais ao crescimento, frequentemente ao final da fase de crescimento ou
durante a fase estacionaria. Tais compostos sao denominados metabdlitos
secundarios (INOUE, 2006).

O metabolismo secundario pode ser observado em plantas, em
microrganismos, tanto procariotos quanto eucariotos e, até mesmo, em alguns

animais, como artropodes e insetos (VINING, 1986).



O interesse pelos metabdlitos secundarios justifica-se pela grande
variedade de atividade bioldgica destes compostos, que Vvém sendo
empregados de diversas maneiras (VINING, 1986).

A funcdo de muitos produtos do metabolismo secundario dentro da
célula ainda é desconhecida. Além disso, cada organismo responde de uma
maneira diferente a deplecédo de um ou de outro nutriente. Portanto, quando ha
interesse em produzir algum metabolito secundario, é necessério estudar cada
espécie em patrticular, pois uma mudanca nas condi¢des de cultivo pode inibir a
producdo ou ainda levar a producdo de outros compostos que ndo o esperado

(HECK, 2007).

2.4. Antibi6ticos

Em 1940, Waksman e H. Boyd Woodruff desenvolveram uma técnica
para identificacdo de substancias com propriedades antibacterianas. O
screening era realizado observando o crescimento de zonas de inibicdo ao
redor de uma colbnia de microrganismos isolados do solo crescidos sob uma
variedade de condi¢cbes de cultivo, e entdo testados para inibicdo de uma
bactéria patogénica especifica. O primeiro antibiético verdadeiro que Waksman
identificou foi de Actinomyces antibioticus, um membro da familia
Actinomycetes. O microrganismo produzia uma substancia, actinomicetina, que
era tanto bacteriostatica quanto bactericida. Ao longo de sua trajetoria,

Waksman descobriu mais de vinte novas substancias naturais, incluindo



estreptomicina e neomicina, e propds o termo “antibiético” para essa classe de
inibidores de crescimento naturais (KRESGE et al., 2004).

Antibidticos sdo compostos naturais produzidos por um organismo capaz
de inibir o crescimento, classificados como bacteriostaticos, ou causar a morte
de outro organismo, bactericida (WALSH, 2003).

A observacéo das bactérias ocorreu pela primeira vez por volta de 1670
por Van Leeuwenhoek, logo apés a invencdo do microscépio. A hipdtese de
gue esses microrganismos pudessem ser causadores de doencas comecgou a
ser levantada somente no século XIX quando cientistas como Robert Koch
identificaram microrganismos responsaveis por doencas como tuberculose,
célera e febre tifdide (GUIMARAES et al., 2010).

Na ultima década de 30, Gerhard Domagk demonstrou as utilidades
terapéuticas das sulfonamidas, derivadas de corantes, contra infeccbes
bacterianas sistémicas. Ainda hoje, as sulfas tém grande emprego no
tratamento de doencas infecciosas, destacando-se a sulfadiazina, o sulfatiazol
e a sulfamerazina (DIXON, 2006).

A segunda Guerra Mundial foi um forte propulsor da industria quimica e
farmacéutica. Neste periodo, surgiram novas sulfas de acdo mais prolongada,
como o sulfametoxazol e as primeiras penicilinas de uso clinico (DIXON, 2006).

Alexander Fleming descobriu a penicilina em 1928, mas somente em
1940 Chain Florey e colaboradores conseguiram obter culturas isoladas do
Penicillium sp., purificar o composto, e realizar os primeiros ensaios clinicos
com a droga. A demonstracéo do efeito terapéutico da penicilina G estimulou a
busca por novas substancias anti-infecciosas originadas do metabolismo de

microrganismos (FERNANDES, 2006).
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Entre os anos 1940-1960 varios antibidticos foram descobertos atraves
de triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes
para o tratamento de bactérias Gram positivas: B-lactamicos (cefalosporina),
aminoglicosideos (estreptomicina), tetraciclinas (clortetraciclina), macrolideos
(eritromicina), peptideos (vancomicina) e outros (cloranfenicol, rifamicina B,
clindamicina e polimixina B). Neste periodo apenas trés derivados sintéticos
foram introduzidos no mercado: isoniazida, trimetropim e metronidazol.
(FERNANDES, 2006).

Entre os anos 1960-1980 foram introduzidos no mercado antibidticos
semissintéticos eficazes para o tratamento de patdbgenos Gram positivos e
Gram negativos, analogos aos antibioticos naturais ja existentes. Temos como
os derivados [-lactamicos (analogos de penicilina e cefalosporina, acido
clavulanico, aztreonam), analogos da tetraciclina, derivados aminoglicosidicos
(gentamicina, tobramicina, amicacina) (FERNANDES, 2006).

A partir de 1980 as principais ferramentas utilizadas para a busca de
novos antibioticos foram a gendémica e as triagens de colecfes de compostos
em detrimento as de produtos naturais microbianos. A partir de 2000, poucos
antibioticos foram introduzidos para a terapéutica antimicrobiana. Em 2001,
apenas um antibiético de origem sintética da classe das oxazolidinonas foi
introduzido no mercado farmacéutico, a linezolida. Os programas de
descoberta de antibioticos de fontes naturais tém sido retomados em algumas
industrias farmacéuticas, levando a aprovacao do lipodepsipeptideo natural
daptomicina pelo FDA em 2003 (GUIMARAES et al., 2010).

Os anos de 1940 a 1970 foi o “periodo de ouro” do descobrimento de

novos antibigticos, tanto naturais quanto sintéticos. A desaceleracdo observada
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desde entdo se deve a diversos fatores, sendo o mais importante dentre eles a
falta de investimento da indastria farmacéutica; em contrapartida os antibioticos
perdem sua eficacia de forma muito rapida (RIVAS, 2006). A figura 1, adaptada
de Davies & Davies (2010), mostra a sequéncia da descoberta e do

desenvolvimento de resisténcia da grande parte dos antibioticos.

Resisténcia:
Transmissio de
fluorquinolonas

Anos “magros” {}
| I | | I

Descoberta Resisténcia:
da penicilina Plasmideos

Aumento da resisténcia antibidtica

1940 1950 1960 1970 1980 1990

Era Negra

(Semmelweis) A B C D £ F Desencantamento
(Semmwlweis)

Figura 1. Histérico concomitante da descoberta de antibidticos e desenvolvimento da
resisténcia aos antibidticos. (A) Era pré-antibidtica, o advento da quimioterapia, via as
sulfonamidas, (B) Dourado, descoberta da maioria dos antibiéticos, Os anos “magros”, o
ponto mais baixo de descoberta; (C) Farmacologico; (D) Bioquimica, modificagdo quimica
para evitar a resisténcia; (E) Alvo, estudos genéticos; (F) Gendémica / HTS. Desencanto, com
o fracasso do enorme investimento nos métodos baseados no genoma, muitas empresas
interromperam programas de descoberta de novos antibiéticos. Outro marco da historia inclui a

criacao do escritorio do FDA de Novos Farmacos (adaptada de DAVIES et al., 2010).
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2.5. Resisténcia microbiana

O conhecimento do fendbmeno da resisténcia a agentes fisicos e
guimicos entre 0s microrganismos data do inicio da era dos antimicrobianos.
Com a introducdo das primeiras substancias quimicas com finalidade
quimioterapica especifica, Ehrlich et al. descobriram, em 1905, o fenbmeno da
resisténcia aos farmacos ao observarem que em culturas de tripanossomas
africanos, quando tratados com arsénico ou determinados corantes, alguns
exemplares sobreviveram ao tratamento (TAVARES, 2001).

A resisténcia aos antibidticos pode surgir como consequéncia de
alteracdes genéticas (mutacbes) (MARTINEZ & BAQUERO, 2000) ou pela
aguisicdo dos genes de resisténcia a antibioticos (DAVIES, 1997) através de
transferéncia genética horizontal (HGT). Alguns organismos tém um fendtipo
caracteristico de baixa suscetibilidade a antibiéticos (FAJARDO & MARTINES,
2008), adquiridas antes do uso de antibioéticos na medicina.

Segundo Sanchez (2006), os principais mecanismos de resisténcia

podem ser baseados em quatro causas principais:

1. Modificacdo do antibiotico: podendo esta ser quimica (acetilagéo,
fosforilagdo e adenilagao) ou por hidrdlise (B-lactamases);
2. Local-alvo através de mutacdes espontaneas em genes que codificam

para polimerase RNA, mutacdes na regiao 23S do RNA ribossémico;
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3. Alteracéo na permeabilidade da membrana das bactérias Gram negativas
devido a mudancas nas proteinas da membrana externa porinas (OmpF
e OmpC);

4. A remocdo do antibiético por overproducing- bombas de efluxo (Mex AB,

OprD) que impede o acesso do antibiético ao local alvo nas bactérias.

Em geral, os genes que conferem resisténcia aos antibioticos podem ser
localizados no cromossomo bacteriano e em elementos genéticos moveis, tais
como plasmideos, transposons ou integrons. A transferéncia destes genes
pode ser por transducao, transformacao ou conjugacao bacteriana (SANCHEZ,
2006).

Nos ultimos 20 anos, a resisténcia aos antimicrobianos em nivel mundial
tem aumentado de maneira significativa ao ponto que a Organizacdao Mundial
de Saude (OMS), em 1999, catalogou o fenbmeno como um problema de
salude publica. Desde entdo, tem iniciado um grande nimero de medidas para
seu controle as quais incluem gerar informacdes sobre os perfis de resisténcia
para cada uma das regides e paises (ESPINOSA et. al., 2011).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2011 aprovou
uma nova norma que dispde sobre o controle de medicamentos a base de
substéancias classificadas como antimicrobianos, de uso sob prescri¢cao, isolado
ou em associagdo. A resolugio RDC n°20 (disponivel em:

http://www.in.gov.br/imprensal/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=39&data=09/05/2011) tem

por objetivo minimizar a elevacdo da resisténcia bacteriana no pais. A partir de
sua publicacdo a venda de antibiotico € permitida apenas com prescricdo

meédica e retencdo da receita.
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2.6. Staphylococcus aureus

Na década de 1940, a grande maioria dos S. aureus era sensivel a
penicilina. No fim dos anos 50, a espécie S. aureus tinha adquirido resisténcia
a praticamente todos os antibiéticos de uso parenteral, incluindo a eritromicina
e a tetraciclina (CHAMBERS, 1988). Na década de 1960, com a introducdo das
penicilinas resistentes as penicilinases, houve um avanco nha terapéutica
antiestafilocécica. Com o uso das penicilinas semissintéticas, como a
meticilina, empregadas no tratamento de infec¢cdes estafilococicas, surgiram
cepas resistentes a meticilina denominadas MRSA (methicillin-resistant
Staphylococcus aureus), cujo padrdo de resisténcia se estende a outros
antibidticos B-lactamicos (VOSS et al., 1994).

S. aureus é um importante patégeno que pode causar infec¢des graves,
tanto em pessoas saudaveis quanto em pessoas imunocomprometidas. Os
antibioticos oxacilina e a meticilina foram utilizados pela primeira vez na clinica
no inicio dos anos de 1960, no entanto alguns anos depois apareceram 0S
primeiros isolados de S. aureus resistentes a estes agentes, coletivamente
denominados meticilina-resistentes (MRSA) (AYLIFFE, 1997).

Segundo Arias et al. (2009) a resisténcia aos antimicrobianos em S.
aureus pode ser codificada cromossomicamente ou mediada por plasmidios.

Os mecanismos mais comuns de resisténcia a meticilina sdo:
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a) hiperproducéo de B-lactamases (penicilases);

b) baixa afinidade na proteina ligadora de penicilina, PBP2a (PBP protein

binding penicilin);

O mecanismo de resisténcia a meticilina estd relacionado ao
desenvolvimento de uma proteina ligadora de penicilina (PBP) adicional, a
PBP2a, que ¢é plenamente funcional, mas ndo tem afinidade por
antimicrobianos beta-lactamicos. A codificacdo dessas novas PBPs, que torna
esses patdgenos resistentes a oxacilina, esta relacionada a aquisicdo do gene
mecA, o qual faz parte de um elemento genético movel detectado em isolados
de MRSA. Esse gene € parte integrante de um elemento gendmico
denominado “cassete cromossOmico estafilococico mec” (SCCmec).
(CHAMBERS, 1997).

Outro aspecto relevante na epidemiologia € sua capacidade em se aderir
as superficies sélidas produzindo biofilmes compostos por multicamadas de
células embebidas em uma matriz de exopolissacarideos (CUCARELLA et al.,
2001; FLACH et al., 2005). Esta organizacdo é extremamente vantajosa a
todas as espécies de microrganismos, pois fornece protecdo contra
adversidades como desidratacéo, colonizacao por bacteridfagos e resisténcia a

antimicrobianos (GILBERT et al., 2003).
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2.7. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis é a espécie mais comumente isolada de
peles humanas saudaveis e geralmente apresenta uma relacdo benigna com o
seu hospedeiro (EVANS et al., 1950; MARPLES, 1969; OTTO, 2004).

O papel benéfico de S. epidermidis € demonstrado pela sua capacidade
em inibir a colonizacdo do patégeno S. aureus (IWASE et al.,, 2010). S.
epidermidis é um comensal na pele, mas se houver rompimento da superficie
da mesma e este microrganismo entrar na corrente sanguinea, ele passa a ser
considerado um patdégeno. S. aureus e Staphylococcus coagulase negativo,
incluindo S. epidermidis, compreendem 30% das infec¢cdes hospitalares
(HIDRON, 2008), associado a uma estimativa de US $ 2 bilhdes por ano em
custos de tratamento (OTTO, 2009).

S. epidermidis forma biofilmes em dispositivos médicos, tais como lentes
de contato, cateteres e proteses valvares. O desprendimento de células
bacterianas de biofilmes sobre estes dispositivos pode levar a bacteremia, com
aumento da morbidade e mortalidade potencial (WISPLINGHOFF, 2004).

S. epidermidis tornou-se a principal causa de infec¢cbes nosocomiais da
corrente sanguinea; infecgcdes de olho, orelha, nariz, garganta e infeccbes
cardiovasculares (Hospital Infections Program, National Center for Infectious
Diseases, Center for Disease Control and Prevention, Public Health Service,

US Department of Health and Human Services, 1998).
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Diferentemente de S. aureus, S. epidermidis tem um ndmero limitado de
exotoxinas e exoenzimas degradativas. Portanto, infec¢des por S. epidemidis

sdo menos agudas e mais duradouras (VOUNG et al., 2003).

2.8. Enterococcus sp.

O género Enterococcus sp. € formado por microrganismos Gram
positivos, catalase negativa, ndo formadores de esporos, anaerdbios
facultativos que podem ocorrer nas formas de coco ou em cadeias. Esse
género pertence ao grupo de bactérias conhecidas como &cido lactico que
produzem bacteriocinas (Health Protection Agency, 2005). O género foi
descrito em 1899 por Thiercelin que identificou Enterococcus sp. como
microrganismos pertencentes ao trato gastrintestinal (STILES & HOLZAPFEL,
1997).

Enterococcus sp. sdo bactérias Gram positivas comensais que fazem
parte da microbiota gastrointestinal de humanos e diversos animais (MUNITA
et al., 2012). Os Enterococcus sp. sdo capazes de sobreviver a uma grande
variedade de estresse e ambientes hostis, incluindo temperaturas extremas, 5-
65 °C, pH de 4,5-10,0 e altas concentracdes de cloreto de sédio. Isso permite a
colonizacdo de uma gama de nichos (FISHER, 2009).

O género Enterococcus sp. tem surgido como um dos mais importantes
patogenos hospitalares no mundo inteiro. A frequéncia de seu isolamento vem
aumentando desde a Ultima década e, paralelamente ao aumento da
incidéncia, tem-se observado rapida elevacdo na frequéncia de cepas

resistentes aos antimicrobianos de uso corrente (HONER et al., 2005). De
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acordo com as pesquisas recentes da National Nosocomial Infections
Surveillance os Enterococcus permanecem na terceira posicdo como O
patdgeno mais comum causador de infeccbes nosocomiais (FRASER et al.,
2010).

Varios fatores determinam a viruléncia das espécies de Enterococcus
sp., como por exemplo, (1) habilidade de colonizar o trato gastrintestinal, que &
0 seu habitat natural, (2) habilidade de adesdo numa gama de proteinas da
matriz extracelular, (3) habilidade de aderir ao epitélio do trato urinario, ao
epitélio da cavidade oral e células do rim humano (FRANZ et al., 1999).

A maioria das infeccbes é enddgena, por translocacdo da bactéria
através das células epiteliais do intestino, que causam infeccdes via linfonodos
e espalha-se para outras células no corpo (FRANZ et al., 1999).

Embora os Enterococcus sp. ndo produzam toxinas potentes como
algumas outras bactérias, eles possuem fatores de viruléncia como:
substancias agregadoras (AS), proteinas de superficie (Esp), proteinas
MSCRAMMs (componentes da superficie microbiana que reconhecem
moléculas de matriz adesiva) presentes na matriz extracelular, gelatinase, pili e
genes de resisténcia a antibiéticos. (SAVA et al., 2010).

Aléem da resisténcia aos beta-lactamicos e aos glicopeptideos, os
enterococos adquiriram resisténcia elevada a outros antimicrobianos, por
mutacdo ou transferéncia de plasmidios. Estes enterococos multirresistentes
séo também resistentes ao cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina e rifampicina

variando seu isolamento com caracteristicas locais (TAVARES, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados de Actinomicetos

Os quarenta isolados de Actinomicetos utilizados neste estudo
pertencem a bacterioteca do laboratério de Microbiologia Ambiental do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia — ICBS/UFRGS. Os
isolados séo oriundos de processo de compostagem e landfarming (Tabela 1).
Os microrganismos derivados do processo de compostagem foram isolados e
identificados através de caracteristicas morfoldgicas, provas bioquimicas e
moleculares por Oliveira (2002) e os derivados de landfarming foram isolados

por Duarte (2012).
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TABELA 1. Origem dos actinomicetos empregados no estudo.

Actinomiceto Origem

50 Composteira experimental da
Faculdade de Agronomia — UFRGS.

8S Central de Triagem e Compostagem
de Residuos Sodlidos de Sapiranga

L1.10-L11.17 Landfarming

L1.2 Landfarming

L1.7 Landfarming

L2.1 Landfarming

L2.11 Landfarming

L2.18 Landfarming

L2.6 -L2.8 Landfarming

L3.7 Landfarming

L4.2 Landfarming

L4.5 Landfarming
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3.2. Isolados de Cocos Gram positivos

Os quinze isolados de Enterococcus sp. utilizados no estudo pertencem
a bacterioteca do laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia — ICBS/UFRGS. Os isolados séo
oriundos de amostras clinicas do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Porto
Alegre, coletados e cedidos pelo Dr. Pedro Alves d'Azevedo e Dr. Ana Paula

Guedes Frazzon (Tabela 2).

Os 10 isolados de Staphylococcus sp. utilizados séo oriundos de
amostras clinicas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e pertencem a
bacterioteca do laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e foram cedidas pela Dr. Ana Lucia

Antunes (Tabela 2).
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TABELA 2. Origem dos isolados de Enteroroccus sp. e Staphylococcus sp.

empregados nesse estudo.

2390, 2449, 2688, 2714

Isolados Origem
21 IRC
(’7(: 28 Infeccdo em outro sitio
ad
=3
% 53 IRC, infeccdo em outro
=
@ sitio (doenca de Paget)
2
3
3 103 DM/HAS/IRCI/CI/
>
e
§ infeccdo em outro sitio
N
209 IRC, infeccao outro sitio
m 51 Né&o especificada
)
3
8 =
S o 177 infecgao outro sitio
= B8
n .'g_ 157, 221, 229 Infeccdo em outro sitio
(]
488, 1300, 1854, 1950, Urina
o
0 1953, 2319, 2389
S W
s ¢
g ~ 1884, 1885, 2072, 2074, Sangue
G

IRC: infeccéo renal cronica, DM: diabete mellitus, HAS: hipertensao arterial, Cl: insuficiéncia cardiaca, MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
MRSE: Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina, VRE: Enterococcus sp vancomicina resistente. *Em negrito os isolados empregados no teste de

dupla camada.
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3.2.1. Perfil de suscetibilidade das amostras de Enterococcus sp. e

Staphylococcus spp

O perfil de suscetibilidade das amostras de Enterococcus sp. e
Staphylococcus sp. foi determinado através da técnica de disco difusdo em
agar conforme as recomendacfes da Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI- 2009). Os antimicrobianos empregados no antibiograma contra
Enterococcus sp. foram: acido nalidixico 30 pg (NAL), ampicilina 10 pg (AMP),
ciprofloxacino 5 pg (CIP), cloranfenicol 30 pg (CLO), eritromicina 15 pg (ERI),
estreptomicina 10 pg (EST), nitrofurantoina 300 pg (NIT), norfloxacino 10 pug
(NOR) e vancomicina 30 pg (VAN). Para as amostras de Staphylococcus sp.
foram utilizados os antibiéticos: amoxicilina/acido clavulénico 20/10 g
(AMX/CLA), ampicilina 10 pg (AMP), ciprofloxacino 5 pg (CIP), clindaminina 2
pg (CLI), cloranfenicol 30 pug (CLO), eritromicina 15 pg (ERI), oxacilina 1 ug

(OXA), rimfampicina 5 pg (RIF).

3.3. Avaliagdo da atividade antimicrobiana de isolados de

actinomicetos
3.3.1.Técnica da dupla camada

A atividade antimicrobiana dos quarenta isolados de actinomicetos foi
determinada, primeiramente, através da técnica da dupla camada. Foram
empregados neste ensaio quatro microrganismos-teste de Enterococcus sp.
(488, 1300, 1950 e 2389) e seis de Staphylococcus sp. (21, 53, 103, 51, 157 e

221) escolhidos aleatoriamente. Os isolados de actinomicetos foram inoculados
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em meio agar amido caseina (ACA: amido 10 g; caseina, 0,12 g; NaCl, 2,0 g;
KNOg, 2,0g; K;HPO4, 2,0g; MgSO4, 0,05g; FeSO,, 0,01g, CaCO3 0,02 g, agar
bacteriologico 6g) pelo método da picada. Apds 14 dias de crescimento a 30°C,
foram vertidas sobre os crescimentos na placa de Petri uma suspenséo
contendo 1 mL (10° células/mL de Enterococcus ou Staphylococcus) e 9 mL de
agar Miller-Hilton fundido. As placas foram incubadas a 37° C por 24-48 h. A
partir deste ensaio foi determinada a atividade qualitativa, presenca ou
auséncia de halos, dos isolados de actinomicetos sp. contra 0s microrganismos

testados.

3.3.2. Estudo de producéao - CondicOes de crescimento

Os isolados de actinomicetos que apresentaram atividade
antimicrobiana contra as amostras de Enterococcus sp. e Staphylococcus sp.
na técnica de dupla camada foram empregados no estudo de producédo. Para
a producgéo do extrato de interesse, os isolados foram crescidos em frascos
cbnicos de 250 mL contendo 50 mL caldo amido caseina (AC: amido, 10 g;
caseina, 0,12g; NaCl, 2,0 g; KNOg, 2,0g; K.HPO4, 2,0g; MgSO,, 0,05g; FeSO,,
0,01g, CaCO3 0,02 g). O actinomiceto permaneceu sob agitacdo a 150 r.p.m.
por 7 dias a 30°C. Primeiramente, foi realizado um pré-inéculo para cada
isolado de actinomiceto. Cada isolado foi inoculado em caldo AC por 48h, a
30°C sob agitacdo de 150 r.p.m. Apos esse periodo, 5 mL do cultivo com
crescimento celular foi transferido para um novo frascos cénicos contendo 50
mL do mesmo meio de cultura. A cultura permaneceu em crescimento por 7
dias sob as mesmas condi¢cdes de temperatura e agitagdo do pré-indculo. No
sétimo dia, foram coletados em tubos de microcentrifuga 1000l do meio com
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crescimento celular. As amostras foram submetidas ao processo de
centrifugacéo por 10 minutos a 13.400 r.p.m para a obtencdo do extrato bruto

livres de células. Os ensaios de producéo foram realizados em duplicata.

3.3.2.1. Ensaio de atividade antimicrobiana empregando o

sobrenadante — Difusdo em poco

O ensaio de difusdo em poco consiste na semeadura utilizando um
suabe impregnado de uma cultura da bactéria teste na concentracdo de 10°
células/mL (0,5 da escala de McFarland) sobre uma placa contendo 20 mL de
agar Mueller Hinton. Apds a semeadura foram realizados pocos utilizando
cilindros de aproximadamente 7 mm de didmetro, distribuidos equidistantes na
placa. Em cada poco, foi aplicado 100 pl do extrato bruto de cada isolado. A
placa permaneceu a 4°C por 16 h para a difusdo do extrato no meio de cultura
e posteriormente foi incubada a 37°C por 48h. A partir desta técnica foi
determinada a atividade dos extratos através da medicdo do indice de antibiose
formados pelos extratos produzidos pelos isolados, perante 0 microrganismo
de interesse. O indice de antibiose (IA) foi determinado pela da relacdo entre a
meédia dos halos de inibicdo formados pelo extrato bruto e o didmetro do poco,

(adaptado de ROSATO et al., 1981).
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3.4. Otimizacao da producédo dos compostos
3.4.1.Curva de crescimento e producao de metabdlitos ativos

Para determinar o melhor tempo de cultivo para a produgdo do
metabdlito de interesse foram realizadas analises de producdo do
antimicrobiano a cada 24h por um periodo de sete dias. Concomitantemente a
esse ensaio foi determinada a biomassa da cultura através do peso seco. Para
tanto a cultura foi filtrada usando uma membrana filtrante (0,22um). Apos a
filtragcdo a membrana foi acondicionada em estufa de 37°C por 48 a 72 h, para
posterior pesagem e determinagdo do peso seco. O isolado foi cultivado nas
mesmas condi¢bes descritas no item de producdo. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi determinada através do ensaio de difusdo em poc¢o contra as

amostras de Enterococcus sp. e Staphylococcus sp. escolhidas aleatoriamente.

3.4.2. Influéncia da fonte de carbono sobre a atividade

antimicrobiana

O ensaio da producdo de metabdlitos do isolado de interesse sob
diferentes fontes de carbono foi realizado contra os microrganismos de
Staphylococcus sp. (221 e 53) e Enterococcus sp (1950 e 488). Para avaliar o
efeito da fonte de carbono na producdo de antibidtico, diferentes fontes de
carbono - amido, sacarose, glicerol e glicose - foram adicionados
individualmente ao meio basal contendo caseina, 0,3g; NacCl, 2,0 g; K;HPOy,
2,0g; MgSOQO,, 0,05g; FeSO,, 0,01g, CaCO3 0,02 g. As fontes de carbono foram

adicionadas na concentracédo de 1% no meio basal suplementado com 2,0g de
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KNOg3, como fonte de nitrogénio. O isolado de actinomiceto com melhor
atividade antibidtica foi inoculado em frascos de 250 mL contendo 50 mL dos
meios com diferentes fontes de carbono para a producéo do pré-inéculo e apos
o periodo de 48h de crescimento, 5 mL de cada pré-inéculo foi transferido para
novos meios de cultura de acordo com a fonte de carbono respectiva. Para
este ensaio cinco frascos foram inoculados com o isolado de actinomiceto para
cada fonte de carbono. As andlises de producdo de antimicrobiano foram
realizadas a cada 24h pelo periodo de 5 dias. Para determinar a atividade
antimicrobiana aliquotas foram retiradas nos intervalos de 24h, 48h, 72h, 96h e
120h centrifugadas em tubos de microcentrifuga a 13.400 r.p.m. por 10 min. A
atividade dos extratos com relacdo ao tempo de crescimento microbianos foi
realizada utilizando a técnica de difusdo em poco. A fonte de carbono que
apresentou maiores indices de antibiose em menor tempo contra 0s
microrganismos testes foi submetida ao crescimento em diferentes

temperaturas e diferentes pH.

3.4.3. Influéncia da temperatura sobre a atividade antimicrobiana

O efeito da temperatura na producdo do metabdlito secundario foi
avaliado através da inoculac¢éo do isolado de interesse em frascos cbnicos de
250 mL contendo 50 mL caldo AC. O actinomiceto permaneceu sob agitacéo
por 7 dias nas temperaturas de 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C e 55°C.
Primeiramente, foi realizado um pré-inéculo para cada condi¢do de temperatura
em meio AC no qual as células inoculadas permaneceram em crescimento por

48h de acordo com a temperatura de interesse sob agitacao de 150 r.p.m.
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Apés esse periodo, 5 mL do cultivo com crescimento celular foi
transferido para um novo frasco conico contendo 0 mesmo meio de cultura. O
in6culo permaneceu em crescimento por 7 dias sob as mesmas condicfes de
temperatura e agitacdo do pré-inéculo. A cada 24 h foram coletas amostras
para avaliacdo da atividade antimicrobiana que foi determinada através do
ensaio de difusdo em poco. Cada amostra foi submetida ao processo de
centrifugacéo por 10 minutos a 13.400 r.p.m para a obtencédo do extrato bruto
livres de células. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi determinada

através do ensaio de difusdo em poco.

3.4.4. Influéncia do pH n&o tamponado sobre a atividade

antimicrobiana

O efeito do pH na producdo do metabdlito secundéario foi avaliado
através da inoculacdo do isolado de interesse em meio AC ajustado para pH
50, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0. O pH ajustado ocorreu sem tamponamento do
caldo. O isolado foi inoculado conforme as condi¢cdes descritas no estudo de
producdo. A cada 24 h foram coletas amostras para avaliacdo da atividade

antimicrobiana que foi determinada através do ensaio de difusdo em poco.

3.4.5. Influéncia do pH tamponado sobre a atividade antimicrobiana

O efeito do pH na producdo do metabdlito secundario foi avaliado
atraves da inoculacéo do isolado de interesse em meio AC tamponado para pH
5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0. O isolado foi inoculado conforme as condi¢cbes

descritas no estudo de producédo. A cada 24 h foram coletas amostras para
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avaliacao da atividade antimicrobiana que foi determinada através do ensaio de

difusdo em poco.

3.5. Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software StatSoft,
Inc. (2005), STATISTICA (data analysis software system), version 7.1.

Aplicando o teste Tuckey (a=0,05).

3.6. Concentracéao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinacdo da concentracdo minima inibitéria do extrato bruto
otimizado produzido pelo isolado de actinomiceto, foram realizadas diluicbes do
mesmo em meio tripticaseina de soja (TSB) nas proporcfes de 1 até 1/64. O
ensaio foi realizado em microplacas de polipropileno com 96 pocos e cada
poco foi preenchido com 90 uL do extrato do isolado e suas respectivas
diluicdes acrescidas de 10 ul de amostras de Enterococcus sp. Staphylococcus
sp. na concentracdo final de 10° CFU/mL. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 h. A viabilidade das dilui¢cdes foi determinada através da semeadura de

20 ul de cada pogo em agar tripticaseina de soja (TSA).

3.7. Estabilidade dos compostos frente a diferentes temperaturas

A estabilidade do extrato bruto foi determinada através da exposi¢cao do
composto as temperaturas de 40 °C, 50, 60, 70, 80, 90°C e 100°C por 15 e 30
min. ApoOs cada tratamento, a reducdo da atividade antibiotica do extrato foi

determinada através do ensaio de difusdo em poco.
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Para determinar a atividade residual foi utilizada a seguinte formula (Cladera-

Oliveira, 2004):

EQUACAO:

Para determinar a atividade residual foi utilizada a seguinte férmula:

A.R.(%) =Ht -7 x 100
Hc -7

Sendo:
Ht = halo do sobrenadante apds tratamento (mm)
Hc = halo do controle (mm) - extrato produzido a 30°C.

A.R.= atividade residual

3.8. Estabilidade dos compostos frente a diferentes enzimas

proteoliticas

O extrato bruto otimizado foi tratado com papaina, tripsina e proteinase
K, nas concentracdes finais de 2 mg/mL, a 37°C por 1 hora, para avaliar o
efeito das enzimas proteoliticas sobre a atividade antibidtica. Apés cada
tratamento, a reducdo da atividade antibiotica do extrato foi determinada
através do ensaio de difusdo em poco. Para determinar a atividade residual foi

utilizada a mesma férmula da estabilidade térmica do compostos.
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3.9. Cromatografia em camada delgada

3.9.1. Separacdo dos compostos por cromatografia liquida em

camada delgada

Foram utilizadas placas de silica gel 60 F (Merck) nas quais foram aplicadas
15 uL do extrato bruto. Realizou-se a secagem a temperatura ambiente. A fase

movel foi composta pelos seguintes solventes:
1. BAWL1: Butanol/acido acético/agua. 4:1:5
2. BAW2: Butanol/acido acético/agua 3:1:1
3. Cloroférmio/Metanol/Amoénia 100: 5: 1
4. Acetato de Etila/ Metanol/Agua 100:13,5:10
5. Acetato de Etila/Butanol 1:1
6. Acetato de Etila
7. Butanol
8. Cloroférmio
9. Metanol

As bandas presentes na fase estacionaria foram reveladas utilizando
lampada ultravioleta (Handheld UV Lamp Model 9403F) nos comprimentos de

onda de 254 nm e 365 nm.
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3.9.2. Autobiografia

A acdo antibiética da(s) banda(s) reveladas na CCD foi determinada
através da técnica de autobiografia. Para isso, a placa de CCD foi colocada
em uma placa de Petry e verte-se sobre esta meio de cultura Mueller-Hinton.
Apos, foi realizada a semeadura da cepa teste S. aureus 53 na concentracao
de 0,5 na escala de McFarland. Primeiramente, a placa permaneceu a 4°C por
18 h, e depois foi transferida para uma estufa a 37° C por 24 h. A atividade
antibiética da banda foi observada através da inibicdo do crescimento do micro-

organismo teste ao longo da placa de CCD.

3.9.3. Coloracéao CCD

Foram utilizados os reagentes anisaldeido, cloreto férrico e ninhidrina como

reagentes de cor.

A reacdo de ninhidrina (TROLL & CANNAN, 1953) € realizada com o
propésito de visualizar os aminoacidos, pois 0s mesmos nhao podem ser
visualizados na cromatografia ja que ndo absorvem luz no comprimento de
onda visivel. A ninhidrina reage com grupamentos amino livres produzindo um
composto colorido. Diversos aminoacidos produzem tonalidades de cores com
a ninhidrina, o que pode auxiliar na sua identificacdo. A reacao de ninhidrina
com prolina, por exemplo, gera um composto amarelo e com tirosina produz

uma coloracdo azulacea.

A analise é feita borrifando uma solucdo de Ninhidrina sobre a placa de

silica contendo o extrato bruto (composto alvo). A placa é ativada em luz UV e
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colocada em estufa a 100°C por aproximadamente 5 minutos. A presenca de

grupamentos amina livre é confirmada pelo aparecimento de cor azulacea.

O reativo de cloreto férrico é utilizado para identificar a presenca de
hidroxilas fendlicas, ou seja, grupos OH ligados ao anel aromético. Os fendis
formam complexos coloridos quando ligados ao fon Fe**. A coloracdo varia do
azul ao vermelho (PAVIA et al., 1999). A solugéo de cloreto férrico € preparada
adicionando 1g de FeCl; anidro a 100 mL de cloroférmio. Deixa-se uma hora
em repouso e adiciona-se piridina (SHINER, 1992). A andlise é feita borrifando
uma solucao de cloreto férrico sobre a placa de silica contendo o extrato bruto.

Entdo, observa-se o aparecimento da cor.

O anisaldeido € um reagente que € utilizado para identificar alguns
compostos naturais como alcaldides ou flavondéides, mas ndo ha um
mecanismo de reacdo estabelecido para as reacdes que ele desencadeia.
Sabe-se apenas que alguns compostos desenvolvem cores caracteristicas
quando revelados com anisaldeido. A metodologia € semelhante a da
coloracdo com ninhidrina, onde se borrifa 0 reagente sobre a placa e aquece-

se a mesma para o desenvolvimento de cor.

Para todos os testes de coloracdo de CCD foram utilizados os antibioticos
de diferentes classes, solubilizados em agua (10 mg) na mesma placa de CCD
onde foi aplicado o extrato bruto. O sistema utilizado para eluicdo foi BAW (4:1:

5).
Os antibidticos utilizados foram:
e Aminoglicosideo: estreptomicina

e Rifampicina
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Glicopeptideos: vancomicina
Macrolideo: eritromicina

Quinolona: norfloxacino, ciprofloxacino.
Penicilina

Eritromicina

Tetraciclina
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil de suscetibilidade das amostras de Enterococcus sp. e
Staphylococcus sp

O perfil fenotipico dos isolados de Enterococcus sp, observado pela
técnica de disco difusdo, mostrou que 0s mesmos apresentaram resisténcia a
pelo menos cinco dos nove antimicrobianos utilizados (Tabela 3).

Outro aspecto importante observado foi a resisténcia das amostras de
Enterococcus de origem clinica frente aos antimicrobianos ciprofloxacino e
acido nalidixico, onde 100% dos isolados mostraram resisténcia.
Fenotipicamente, 93% das amostras foram resistentes para os antimicrobianos:
eritromicina, norfloxacino, vancomicina e estreptomicina. Em contrapartida,

todas as amostras foram sensiveis a penicilina e nitrofurantoina.

36



TABELA 3. Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos dos isolados

clinicos de Enterococcus sp.

Enterococcus sp. AC.NAL® AMP° CIP° CLO® ERI® NIT NOR? STRE" VAN

488* R S I I I S I R S
1950* R S R R S S R R R
2389* R S R S R S R R R
2074 R S R R R S R R R
2688 R S R R R S R I R
2714 R S R R R S R R R
2499 R S R R R S R R R
2390 R S R R R S R R R
1854 R S R R R S R S R
1884 R S R R R S R R R
1885 R S R S R R R R R
1950 R S R R S S R R R
1953 R S R R R S R R R
2072 R S R R R S R R R
2319 R S R R R S R R R

2 Acido Nalidixo; "Ampicilina; ¢ Ciproxacina; ® Cloranfenicol; © Eritromicina; ' Nitrofurantoina;

9Norfloxacino; " Estreptomicina, 'Vancomicina.. R= resistente; |= intermediario; S= sensivel.

"Amostras selecionadas para a avaliacio da atividade antimicrobiana dos isolados de

actinimicetos

Os Enterococcus sp. até recentemente eram considerados como
comensais inofensivos, especialmente quando comparado a outras bactérias
Gram positivas patogénicas. No entanto, ha evidéncias crescentes de que
estas bactérias possuem varias caracteristicas especificas que lhes permitem

sobreviver no ambiente hospitalar, colonizar os pacientes e causar infecgoes,
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tais como bacteremia, endocardite, peritonite, infeccbes nas vias urinarias e
outras infeccdes relacionadas ao uso de aparelhos hospitalares (SAVA et al.,
2010).

O aumento do numero de pacientes infectados e colonizados por
Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) € um problema mundial. Num
estudo envolvendo paises da Europa, da América Latina e da América do
Norte, no periodo de 1998 a 2004, foi observado um aumento de duas vezes
na taxa de pacientes colonizados por VRE na América do Norte. Na Europa e
América Latina as taxas se elevaram, mas de maneira menos expressiva
(MOET et al., 2007). No Rio Grande do Sul observou-se nos anos de 2010 e
2011 um aumento significativo no nimero de casos, tanto de colonizacdo
guanto de infeccdo, em diversos hospitais de grande porte, caracterizando um
surto. Na cidade de Porto Alegre, detectaram-se 11 casos a partir de julho em
2009; 235 casos em 2010; e 254 casos em 2011 no periodo de janeiro a junho
(FALCI & DALAROSA, 2012). No Hospital Nossa Senhora da Conceicdo o
primeiro surto de VRE ocorreu no ano de 2000. Apds 10 anos de controle, a
instituicdo enfrentou um novo surto, com o primeiro caso em abril/2010.
Atualmente, a incidéncia combinada de colonizacdo/infeccdo é de 3/1000
pacientes hospitalizados (FALCI & DALAROSA, 2012).

Neste estudo foi possivel observar que 100% das amostras de
Staphylococcus sp. foram resistentes a ampicilina e 90% foram resistentes a

eritromicina, oxacilina e clindamicina (Tabela 4).
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TABELA 4. Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos dos isolados

clinicos de Staphylococcus sp.

Amostras AM+A.C* AMP" cIP¢  cLO® ERI® OXA" RIF® CLIN"
21* R R R S R R R R
28 R R R S R R | R
[72]
T 53 R R R R R R s R
5
©
“  103* S R R R R R R R
209 R R R S R R S R
177 S R S | R R R R
o 157 S R | R R R R R
e,
g 221* s R R s R R R R
ke
& 229 S R S S S s S S
0p]
51* R R S R R R R R

2 Acido Clavulbnico+ Amoxacilina; "Ampicilina; °Ciprofloxacino; “Cloranfenicol; °Eritromicina; '

Oxacillina; ¢ Rifampicina, "Clindamicina. R= Resistente; |= Intermediario; S= Sensivel.

"Amostras selecionadas para a avaliacio da atividade antimicrobiana dos isolados de

actinimicetos

As amostras de Staphylococcus aureus apresentaram resisténcia a pelo
75% dos antimicrobianos utilizados, sendo que 80% das amostras foram
resistentes ao antimicrobiano amoxacilina + acido clavulénico e 100%
resistentes aos antimicrobianos: ampicilina, eritromicina, oxacilina, clindamicina
e ciprofloxacino (Tabela 4).

S. aureus é um importante patégeno que pode causar infecgbes graves,
tanto em pessoas saudaveis quanto em pessoas imunocomprometidas. Os

antibioticos oxacilina e a meticilina foram utilizados pela primeira vez na clinica
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no inicio dos anos de 1960, no entanto alguns anos depois apareceram 0S
primeiros isolados de S. aureus resistentes a estes agentes, coletivamente
denominados meticilina-resistentes (MRSA) (AYLIFFE, 1997).

Num estudo realizado por quatro instituicdes do Brasil participantes do
Antimicrobial Surveillance Program in Latin America — SENTRY,(Hospital S&o
Paulo / UNIFESP, Sao Paulo, SP; Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto
Alegre, RS; Hospital de Base do Distrito Federal, Brasilia, DF; e Laboratoério
Médico Santa Luzia, Florian6polis, SC) foi avaliado a resisténcia antimicrobiana
de amostras Gram positivas isoladas de hospitais entre os periodos de janeiro
2005 a setembro 2008. Neste estudo, S. aureus foi 0 microrganismo mais
comumente encontrado em infeccbes na corrente sanguinea, 31% das
amostras foram resistentes a oxacilina e a grande maioria dos MRSA mostrou-
se resistentes a clindamicina, ciproflaxacino e levofloxacino. Em contrapartida,
vancomicina e doptomicina foram eficazes contra todas as amostras isoladas
(GALES et al., 2009).

As amostras de Staphylococcus epidermidis foram resistentes a pelo
menos 62,5% dos antimicrobianos testados, a excec¢do do isolado 229 que
apresentou resisténcia apenas a ampicilina. As amostras de S. epidermidis
apresentaram resisténcia principlamente a ampicilina (100%), eritromicina
(80%), oxacilina (80%), rinfampicina (80%) e clindamicina (80%) (Tabela 4).

Segundo Diekema et al. (2001), em muitos paises 75% a 95% dos
isolados hospitalares de S. epidermidis sdo resistentes a meticilina, um
antibiotico de primeira escolha contra infecgcdes por estafilococos, enquanto
gue para S. aureus essa taxa corresponde entre os valores de 40 a 60%.

Assim como em S. aureus, a resisténcia a meticilina é codificada em elementos
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genéticos moéveis (EGM), ou seja, no cassete cromossdmico mec (SCCmec),
que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina, PBP2a, que apresenta uma
afinidade diminuida para a meticilina contra as afinidades de outras PBPs
(CHAMBERS, 1985).

Além da resisténcia a meticilina, S. epidermidis adquiriram resisténcia a
varios antibioticos, incluindo rifamicina, fluoroquinolonas, gentamicina,
tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, clindamicina e sulfonamidas. A
resisténcia a estreptograminas, linezolida e tigeciclina também ocorre, embora

menos frequente (ROGERS et al., 2009).

4.2. Avaliagdo da atividade antimicrobiana de isolados de
actinomicetos

4.2.1. Técnica da sobrecamada

No ensaio de sobrecamada, 57,3% dos actinomicetos utilizados
apresentaram atividade contra as amostras clinicas selecionadas a partir do
perfil de suscetibilidade analisado no antibiograma. Os isolados de
actinomiceto 50 e 8S formam os que apresentaram atividade contra 90% das
amostras clinicas de Staphylococcus sp. e Enterococcus sp. selecionadas
(Tabela 5). Dos microrganismos Gram positivos selecionados a partir do ensaio
de difusdo em disco, as amostras 1950 (E. faecalis), 488 (E. faecium) e 1300
(E.faecium) foram inibidos somente pelos actinomicetos 50 e 8S. As amostras
mais sensiveis, ou seja, que foram inibidas por um maior nimero de isolados
de actinomicetos, foram, respectivamente, 103 (S.aureus), 157 (S.epidermidis)

e 2389 (E. faecium).
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4.2.2. Estudo de difusdo em poco

Por apresentar atividade antibiotica contra a 83,33% e 91,66% das
amostras clinicas selecionadas, os isolados 8S e 50 foram escolhidos para o
ensaio de difusdo em poco. Neste ensaio, os isolados foram crescidos em
cultura submersa em caldo AC e o extrato bruto produzido pelo actinomiceto 50
inibiu as amostras clinicas testadas produzindo indices de antibiose nos
valores entre 2,21 mm (amostra 221) e 3,78 mm (amostras 21, 103 e 488)

(Tabela 6).

O extrato bruto produzido pelo isolado 8S ndo apresentou atividade
inibitéria contra as amostras clinicas de S. epidermidis 221 e 51 (Tabela 6).

Na avaliacdo da acado antibiética utilizando a técnica de sobrecamada foi
observada a auséncia de atividade antibittica dos isolados 50 e 8S contra a
amostra clinica 51. Por essa razao, era esperado que ndo houvesse atividade
antibiotica no ensaio de difusdo em poco. A divergéncia nos resultados obtidos
entre 0 ensaio de sobrecamada e o0 ensaio de difusdo em poco para o isolado
8S pode ser devido ao fato que a formacdo de moléculas bioativas, durante o
crescimento em meio liquido, € geralmente limitada a fase estacionaria e
durante o crescimento da cultura, meio solido, esta producdo geralmente

coincide com a diferenciacdo morfologica (CHATER & BIBB, 1977).
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TABELA 5. Atividade antibiética dos actinomicetos testados contra o0s

microrganismos Gram positivos no ensaio da sobrecamada.

E. faecalis E.faecium S.aureus S.epidermidis

Actinomicetos
2389 1950 488 1300 21 53 103 157 221 51

8S X X X X X X X X X

L1.1 X X

L1.4 X X X

L1.9 X X

L1.12 X

L1.14 X

L1.16 X

L1.20 X

L1.22 X X
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Continuacdo TABELA 5. Atividade antibidtica dos actinomicetos testados contra

0S microrganismos Gram positivos no ensaio da sobrecamada.

L2.2 X

12.6 X

L3.3 X
L4.4 X

L5.5 X X

(x) indica a formacédo de halo. Observacédo: na tabela sdo mostrados apenas os isolados de
actinomicetos que apresentaram atividade contra pelo menos um isolado clinico.

A diferenca entre os resultados obtidos, pelos dois isolados de
actinomicetos, através do ensaio de difusdo em poc¢o pode estar relacionado a
concentracdo/difusdo em meio liquido dos metabdlitos formados ou ainda a
eficacia das moléculas bioativas formadas. Ou seja, o actinomiceto 50 pode
ser capaz de produzir um numero maior da molécula bioativa sob as mesmas
condicBes de crescimento que o actinomiceto 8S ou ainda, mesmo formando a
mesma quantidade de moléculas, a difusdo destas pode ocorrer de maneira
diferente quando o microrganismo cresce em meio liquido. Cunha et al. (2010)
ao estudar a producao de beta-lactamase em 16 isolados de actinomicetos
frente a isolados causadores de mastite bovina, observaram que em meio
sélido todos os isolados apresentaram atividade antibiotica, quando aplicada a
técnica de difusdo em poco, apenas 2 isolados foram capazes de formar halos
de inibicdo. Os autores justificaram que esses dois isolados de actinomicetos
foram eficazes no ensaio de difusdo porque ocorreu maior difusdo das suas

moléculas utilizando a metodologia de difusdo em poco.
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Esses resultados também corroboram com o estudo realizado por
Salamoni et al.(2010) onde 80% dos isolados de Streptomyces mostraram
atividade antibidtica no ensaio de dupla camada mas somente 44% das
amostras mostraram atividade quando crescidas em meio liquido.

Por apresentar halos significativamente maiores contra um numero
maior de amostras clinicas o actinomiceto 50 foi escolhido para a otimizacao

dede producédo de seu extrato bruto (tabela 6).
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TABELA 6. Perfis de atividade antibidtica dos isolados de actinomiceto 8S e 50
contra cocos Gram positivos de origem clinica. Técnica de difusdo em poco.

Crescimento em meio AC durante 7 dias, 30°C, 150 r.p.m.

Cocos Gram positivos clinicos 50 8S
21 3,42* 2,92*
53 3,28 1,42
103 3,78 2,92
157 3,21 1,57
221 2,21 0
488 3,85 1,71
1300 3,21 1,57
1950 3,35 2,28
2389 3,35 2,28
S. aureus ATCC 27664 SEE (Fiocruz) 4,00 3,42
ATCC Enterococcus faecium 43 3,21 2,14

indice de antibiose(I.A)= média dos halos de inibicdo/diametro da ponteira. Médias seguidas de

*, nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (a=0,05).
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4.3.0timizacao da producéo dos compostos bioativos

A otimizacdo da producdo dos compostos com atividade antibiética foi
realizada através da avaliacdo da curva de producdo, variacdo de fonte de
carbono, tempo de incubacéo, pH tamponado e pH ndo tamponado do caldo de
cultivo.

Para estes ensaios foram escolhidas aleatoriamente amostras de
Enterococcus sp. e Staphylococcus sp., sendo elas: 1950 (E. faecium) , 221 (S.

epidermidis), 53 (S. aureus) e 488 (E. faecalis).

4.3.1. Curva de crescimento para a producéo de metabdlito ativo

Para a avaliacdo da atividade antibidtica o isolado 50 foi crescido em
caldo AC, durante sete dias, a 30 °C (Tabela 7). A cada 24h uma amostra era
retirada para determinacéo da biomassa e producao de moléculas bioativas.

Nesse experimento ndo foi observada diferenca significativa entre os
valores dos indices de antibiose formados nos tempos de 72 h, 120 h e 148 h
para todas as amostras clinicas testadas. Estes valores também representam
0s maiores indices de antibiose obtidos neste experimento.

A curva de crescimento realizada permitiu observar que ocorreu um
crescimento continuo do actinomiceto ao longo do tempo, apresentando um
indicio de estabilidade da biomassa apds o quinto dia de crescimento (Figura
2).

A producdo de metabdlitos secundarios por Streptomyces sp. ocorre,
geralmente na fase estacionaria do crescimento (GRAMAJO et al.,, 1993).

Neste estudo, foi observado 3 picos de producdo de metabdlitos secundarios
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com atividade significativamente maior do que nos outros periodos. O primeiro
pico em 72 h pode ser caracterizado como o final da fase log de crescimento,
onde, segundo Vining (1986), pode ocorrer a formacdo de metabdlitos
secundarios. O autor ainda destaca que o padrédo bifasico, no qual a fase de
producao (idiofase) se inicia com o término da fase de crescimento (trofofase),
nem sempre ocorre, ou seja, o produto do metabolismo secundario pode ser
formado durante a trofofase. A partir do quinto dia, aconteceu a estabilizac&o
da producéo de biomassa, sugerindo que em 44 h se inicia a fase estacionaria.
Ao mesmo tempo pbde-se observar a ocorréncia de 2 picos de atividade
antibiotica, em 120 h e em 148 h. Os padrbes de inibicdo sugerem que possa
haver a producdo de um composto formado por um conjunto de moléculas
bioativas, na qual é observada o inicio de atividade em 72 h. Muitos estudos
apontam que o tempo para o crescimento tem efeito significativo na producao
de compostos antibioticos (SILVA et al., 2012; SONG et al., 2012; JAIN et al.,
2011). Ao estudar a producdo de L-asparaginase por Streptomyces
abiduflavus, Narayana et al. (2008) obtiveram niveis maximos de producéo do
composto no periodo de 72 h de incubacdo; o mesmo periodo de incubacao
também foi apontado como melhor tempo para producdo de antibidtico
antitumoral por Streptomyces capoamus (MUKHTAR et al., 2012).

Por ndo haver diferenca significativa entre os halos formados nos
tempos de 72h, 120h e 148h, foi determinado como tempo de melhor producéo
do metabdlito secundario, o tempo de crescimento de 72h, por este ser o

menor tempo.
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TABELA 7. Valores dos indices de antibiose produzidos contra bactérias Gram

positivas de origem clinica empregando-se o extrato bruto do isolado 50

crescido durante 7 dias, a 30°C, a 150 r.p.m.

Tempo 1950 221 53 488
24h 0 0 0 0
48h 1,5 0 0 2,71
72h 4, 07* 3,5* 3,92* 3,92*
96h 3,28 2,28 2,35 3
120h 3,5* 3,5* 3,28* 3,92*
148h 4,28* 3,85* 4* 4,28*
196h 3,5* 2,92 3 3,85*

indice de antibiose(l.A)= média dos halos de inibicdo/didmetro da ponteira. Médias seguidas de

*, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (a=0,05).
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Figura 2. Curva de crescimento do Actinomiceto 50 em caldo amido caseina

(AC) durante 7 dias a 30°C com agitacao de 150 r.p.m.
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4.3.2. Avaliacdo da producao de metabdlitos ativos em diferentes
fontes de carbono

Neste ensaio foi avaliada a influéncia de quatro fontes de carbono na
producdo de metabdlito(s) ativo(s): sacarose, amido, glicerol e glicose na
producdo de moléculas bioativas. Os resultados mostram que o isolado 50
produziu compostos com atividade antibiética com as quatro fontes de carbono
testadas (Tabela 8). A melhor atividade contra os cocos Gram positivos foi ha
presenca de amido em 72h de crescimento, neste periodo os indices de
antibiose foram significativamente maiores para os isolados 53 e 488. Para o
isolado 1950, a melhor atividade ocorreu em 72 e 120h ndo havendo diferenca
significativa entre os dois tempos. Para o isolado 221, os melhores tempos de
producao foram 120 h e 72 h.

Na presenca de sacarose, ndo foi observada atividade antibidtica contra
o isolado 1950 ao longo do tempo testado. Para os demais isolados, essa
atividade foi observada a partir de 24 h. O melhor periodo de atividade
antibiotica contra o isolado 221 ocorreu a partir de 72 h, e para os isolados 53 e
488 ocorreu em 120 h. A atividade antibiotica na presenca de glicerol foi
observada a partir de 48 h de crescimento. O melhor tempo para producéo de
moléculas bioativas apresentou variagcdo entre os isolados teste, sendo 48 h
para a amostra 53; 72h para a amostra 488; 96h para a amostra 1950 e 120 h
para a amostra 221. Na presenca de glicose, a formacao de halos de inibicao
ocorreu apenas no periodo de 72h onde a atividade inibitéria foi positiva para

todas as amostras clinicas.
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A producao tardia de metabolitos quando utilizada a glicose pode ser
devido ao fato da mesma ser um substrato rapidamente assimilavel e
geralmente o emprego de substratos rapidamente assimilaveis leva a uma
menor producdo de metabdlitos secundarios. O crescimento de organismos €
mais rapido quando fontes de carbono, nitrogénio e fosfato, facilmente
assimilaveis, sdo abundantes no meio de cultivo. Este fato, em parte, deve-se
a repressdo e inibicdo que estes compostos exercem sobre a maioria dos
processos celulares ndo essenciais. Em principio, a producdo de antibiéticos
pode estar sujeita aos mesmos controles regulatérios. De fato, a ocorréncia da
sintese destes compostos em estado estacionario pode ser um reflexo do alivio
da repressaol/inibicdo, apds a exaustdo de um ou mais nutrientes (CHATER &
BIBB, 1994). A glicose € reconhecida como uma eficiente fonte de carbono
para o crescimento microbiano, no entanto, apresenta efeito negativo sobre a
sintese de diversos metabdlitos secundarios. Polissacarideos, oligossacarideos
e lipideos constituem, frequentemente, fontes de carbono mais eficientes para
a producado de metabdlitos secundarios (DEMAIN & FANG, 1995). Por ser uma
molécula mais simples, a glicose € metabolizada mais rapidamente que as
demais fontes de carbono utilizadas, contribuindo apenas para sintese de
material celular. Dessa forma, uma pequena quantidade de carbono e energia
fica disponivel para a produgéo de antibioticos.

Os resultados obtidos no ensaio com fontes de carbono mostraram que
o amido foi a melhor fonte de carbono para a producdo de compostos
antibioticos, levando em consideracdo o menor tempo para a producao desses

metabolitos.
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Esse resultado corrobora com os dados encontrados por outros autores
ao estudar a influéncia da fonte de carbono na producdo de moléculas
bioativas. Lebrihi, Lefebvre and Germain (1988) estudaram a regulacdo
catabdlica do carbono em Streptomyces clavuligerus na biossintese de
cefamicina C e expandase. Os autores utilizaram amido e glicerol como fonte
de carbono e observaram que a atividade das enzimas cefamicina C
sintetase e expandase foram maiores quando o amido foi empregado como
fonte de carbono. Gao et al. (2009) também obtiveram melhores resultados
quando utilizaram amido como fonte de carbono ao estudar a otimizacdo de

producdo de avermectina por Streptomyces avermitilis.

TABELA 8. Valores dos indices de antibiose formados contra os cocos Gram
positivos empregando extrato bruto do isolado de actinomiceto 50 crescido em

diferentes fontes de carbono, durante 5 dias, a 30°C, a 150 r.p.m.

Tempo L950 221 53 488
24h 0 1,42 2,85* 2,57*
48h 0 2,14 1,85 1,71
Sacarose 72h 0 3,42* 3* 2,57*
96h 0 3,14* 3* 2,85*
120h 0 3,14* 3,71 3,57
24h 0 0 0 0
48h 1,28 0 0 2,57
Amido 72h 3,85* 3,28 4* 3,92*
96h 3 2,28 3,85* 2,28
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Continuacdo TABELA 8. Valores dos indices de antibiose formados contra os

cocos Gram positivos empregando extrato bruto do isolado de actinomiceto 50

crescido em diferentes fontes de carbono, durante 5 dias, a 30°C, a 150 r.p.m.

Amido 120h

24h

48h

Glicerol 72h

96h

120h

24h

48h

Glicose 72h

96h

120h

4,14*

0

1,71

2,35

2,85

1,42

0

0

3,71

0

1,14

1,57

2,35

2,57

0

3,85

1,78

1,14

3,71*

0

1,71

3,14

2,14

indice de antibiose(l.A)= média dos halos de inibicdo/didmetro do pogo.. Médias seguidas de *,

nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (a=0,05).

4.3.3. Influéncia da temperatura sobre a atividade antimicrobiana

Outro parémetro fisico avaliado foi a influéncia da temperatura na

producdo dos compostos bioativos. As temperaturas testadas variaram de

30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C e 55°C, utilizando amido como fonte de carbono,

sem o controle de pH do meio. A melhor atividade antibi6tica foi observada a

30°C no periodo de 72 h (Tabela 9). Nao foi observada diferenca significativa
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entre os indices de antibiose formados nos intervalos de 72, 120 e 144 h para
todas as amostras testadas.

Na temperatura de 35°C o melhor tempo para atividade inibitéria ocorreu
as 96 h. A partir desse tempo nao foi observada diferenca significativa nos
valores dos indices de antibiose formados, a excecao para a amostra 1950 nos
tempo de 144 e 168 h. Quando incubado a 40°C, o extrato produzido pelo
actinomiceto 50 apresentou maior atividade inibitoria a partir de 120 h, ndo
havendo diferenca significativa apos esse periodo. A partir de 40°C nao foi
observada atividade inibitoria frente a amostra 53, sendo esta retomada em
alguns periodos de incubacdo no extrato bruto produzido a 50°C. A
temperatura de 45°C, o extrato bruto produzido pelo actinomiceto 50 formou
halos de inibicdo para as amostras 1950, 221 e 488 em 168 h de cultivo. No
crescimento a 50°C a atividade antibidtica para todos os isolados ocorreu em
144 h. Foi observada a formacao de halos de inibicdo pontual em 24 h para
isolados 53 e 488. Quando incubado a 55°C nao foi observado crescimento do
actinomiceto 50.

A habilidade do actinomiceto 50 de produzir moléculas bioativas a 50°C
pode estar relacionada com a origem de isolado. O actinomiceto 50 é oriundo
do processo de compostagem, neste ambiente a atividade microbiana pode
alcancar temperaturas de até 65°C, deste modo, a tolerancia desse

microrganismo a elevadas temperaturas pode estar relacionada ao seu habitat.

O isolado 50 produziu moléculas bioativas nas faixas de temperatura
entre 30 e 50°C. A capacidade de producdo de moléculas antibidticas pelo
isolado 50 ja havia sido observada em estudos anteriores, onde o mesmo foi

capaz de inibir amostras de Enterococcus sp. multirresistentes de origem

54



ambiental e clinica (ANTUNES & VAN DER SAND, 2013). Diferentes estudos
tém demonstrado a habilidade de isolados de Streptomyces sp. em produzir
moléculas bioativas em diferentes faixas de temperatura (SILVA, et al., 2012;
BURDOCK et al.,, 2011; JAMES & EDWARDS, 1988). Nesse estudo foi
observado que, a melhor temperatura de incubacdo para producdo de
moléculas bioativas foi 30°C. Nesta temperatura os melhores periodos de
producdo de metabdlitos foram 72 h, 120 h e 144 h onde a formacé&o de halos
de inibicdo foi significativamente maior contra todos os cocos Gram positivos

testados.

Oskay (2009) ao estudar o efeito da temperatura sobre a atividade
antifangica e antibacteriana de compostos produzidos por Streptomyces sp.
observou que a melhor temperatura de incubacéo era 30°C, com 96 h de
incubacdo. A mesma faixa de temperatura também apresentou melhores
resultados no estudo de Mukhtar et al. (2012) na producdo de moléculas
antitumorais produzidas por Streptomyces capoamus, no periodo de incubacéo

de 72 h.

A atividade pontual observada a 45°C e 50°C pode ser um indicativo de
que o composto antibiético é formado por um complexo de moléculas que
podem apresentar um sinergismo e tem sua atividade diminuida na auséncia
de alguma das moléculas. A deteccdo de complexos antimicrobianos
formados por mais de uma molécula bioativa € um fato observado em
diferentes estudos, Badji et al. (2006) purificaram através de cromatografia
liguida de alta eficiéncia um complexo com acdo antifungica produzido

Actinomadura sp. formado por quatro compostos.
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O mesmo fato foi relatado por Ezra et al. (2004) que ao estudar a
composicdo de coramicina, produzido por Streptomyces sp. detectaram a

presenca de dois peptideos com massas de 1217.9 e 1203.8 Da.

Um fato peculiar observado neste estudo foi a habilidade do
actinomiceto 50 de produzir moléculas bioativas a 50°C, esse fenbmeno pode
estar correlacionado com a origem de isolado. O actinomiceto 50 é oriundo do
processo de compostagem e neste ambiente a temperatura pode alcancar até
65°C; deste modo, a toler&ncia desse microrganismo a elevadas temperaturas

pode estar relacionada ao seu habitat.
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TABELA 9. Otimizacao da producdo de compostos produzidos pelo isolado 50

de actinomiceto em caldo AC, submetidos a diferentes temperaturas de

incubacao.

Tempo L950 221 53 488

30°C  24h 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 1,50 0,00 0,00 2,71
72h 4,07* 3,50* 3,93* 3,93*
96h 3,28 2,28 2,35 3,00
120h 3,50* 3,50* 3,29* 3,92*
144h 4,28* 3,86* 4,00* 4,28*
168h 3,50* 2,93* 3,00 3,86*

35°C 24h 1,71 0,00 0,00 0,00
48h 2,50* 1,57 2,50* 2,14
72h 1,93* 0,00 2,93* 2,07
96h 3,50 3,00% 3,07* 2,35%
120h 3,00* 2,21* 3,57* 3,14*
144h 2,92 2,50% 3,42* 3,50%
168h 1,71 2,21* 2,93* 3,00%

40°C  24h 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 2,28 2,50 0,00 0,00
72h 3,14 2,28 0,00 2,36
96h 3,28* 3,21 0,00 2,35

120h 4,21* 3,93* 0,00 3,07*
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Continuacdo TABELA 9. Otimizacdo da producdo de compostos produzidos
pelo isolado 50 de actinomiceto em caldo AC, submetidos a diferentes

temperaturas de incubacéo.

40°C  144h 4,14* 4,21* 0,00 3,42*
168h 4,07 4,21* 0,00 3,78*
45°C  24h 0,00 0,00 0,00 0,00
48h 0,00 0,00 0,00 0,00
72h 0,00 0,00 0,00 0,00
96h 0,00 0,00 0,00 0,00
120h 0,00 0,00 0,00 0,00
144h 1,50 0,00 0,00 0,00
168h 3,57 2,86 0,00 3,86
50°C  24h 0,00 0,00 1,50 1,64
48h 0,00 0,00 0,00 0,00
72h 0,00 0,00 0,00 0,00
96h 0,00 0,00 0,00 0,00
120h 0,00 0,00 2,14 0,00
144h 3,57 2,78 3,64 3,64
168h 0,00 0,00 0,00 0,00

indice de antibiose(I.A)= média dos halos de inibicdo/didmetro da ponteira. Médias seguidas de

*, nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (0=0,05).
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4.3.4. Influéncia do pH na producédo do composto antimicrobiano

O terceiro parametro avaliado para a otimizagcdo da producédo dos
compostos bioativos produzidos pelo isolado 50 foi a influéncia do pH. Foram
realizados dois experimentos: o primeiro com o controle do pH inicial do meio
de cultura AC, sem tamponamento; o segundo com o tamponamento do pH do
meio de cultivo. Para as duas andlises a variacdo de pH utilizado foi de 5.0 a
10.0. No primeiro experimento, foi observado que o isolado 50 regulou o pH
final do meio depois de 7 dias de crescimento para o valor médio de 6,5, a
excecao foi daquele em que o pH inicial era 5,0 (Tabela 10). N&o foi observada
diferenca significativa entre os halos de inibicdo formados entre as variagdes

de pH testadas.
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TABELA 10. indice de antibiose e valores finais de pH formados pelo extrato do

isolado 50 crescido em meio AC, com controle do pH inicial, sem
tamponamento. Crescimento durante 7 dias, a 30°C, a 150 r.p.m.

pH inicial 221 53 488 1950 pH final

5,0 3,85* 4,35* 4,07* 4,50* 7,72

6,0 4,07* 4,39* 4,78* 4,46* 6,43

7,0 4,5* 4,64* 5,07* 4,75* 6,37

8,0 4,28* 4,64* 4,57* 4,92* 6,51

9,0 4,35* 4,69* 4,57* 4,71* 6,26

10,0 4,10* 4,21* 4,03* 4,28* 6,21

indice de antibiose (I.A)= média dos halos de inibicdo/didmetro da ponteira. Médias seguidas

de *, nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (4=0,05).

O melhor resultado obtido para a formagao de compostos com atividade

antibiotica em caldo AC tamponado ocorreu em 96 h com o valor de pH

tamponado em 5,0 (Tabela 11). Para os pH tamponados 6,0; 7,0 e 8,0 a

formacéo de halos de inibicdo ocorreu a partir de 120 h. N&o foi observada a

formacado de halo de antibiose para o isolado 221 em pH 8,0. Nos valores de

pH 9,0 e 10,0 ocorreu crescimento do isolado 50, mas néo foi observada a

formacéao de halos de inibicdo pelo extrato bruto obtido.
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TABELA 11. indice de antibiose formado pelo extrato do isolado 50 crescido

em meio AC em pH tamponado durante 7 dias a 30°C, a 150 r.p.m.

Amostra 24h  48h 72h 96h 120h 144h 168h

pH50 1950 - - 1,57 3,28 3,36* 328* 342*
221 - - - 2,28* 271*  2,78% 2,42
488 - - - 2,85%  3,42*  321* 2,14*
53 - - - 3,71* 3,00* 35% 3,28
pH6.0 1950 - - - - 3,28+ 3,00¢* 271
221 - - - - - 1,92 1,42
488 - - - - 3,07* 3,07* 2,85
53 - - - - 2,64* 321* 278
pH7.0 1950 - - - - 2,42 242* 1,78
221 - - - - - 1,42%  1,42*
488 - - - - 2,92*  264* 2,71*
53 - - - - 1,85  2,71*  2,64*
pH80 1950 - - - - 2,85 242 -
221 - - - - - - -
488 - . . . . 2,35  2,5*
53 - - - - 2,35  2,64* 271

indice de antibiose(I.A)= média dos halos de inibicdo/didmetro da ponteira. Médias seguidas de

*, nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (a=0,05).
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Nos estudos de Song et al. (2012) foi observado que o pH inicial do meio
de cultivo teve um grande impacto na atividade antibacteriana do isolado de
Streptomyces sp. YJ1. Os compostos produzidos apresentaram um aumento
da atividade com valores iniciais de pH de 5,0 a 7,0, com decréscimo de
atividade inibitoria para valores acima dessa faixa de pH. Thumar et al. (2010),
também observaram a habilidade do isolado Kut-8 de Streptomyces sp. em
secretar substancias antibiéticas quando crescido meio de cultura com pH
entre as faixas de pH 7,0 a 9,0. Guimardes (2000) ao estudar a influéncia do
preparo do inoculo e do pH na producdo de retamicina por Streptomyces
olindensis S020, cultivado em biorreator, com agitacao rotativa a 200 r.p.m e a
uma temperatura de 30°C, observou que o pH 7,0 foi o que conduziu a

melhores resultados no processo de producao de retamicina.

Os estreptomicetos sao conhecidos por excretarem grande variedade de
acidos organicos no meio, sendo que a natureza e a quantidade destes acidos
dependem do tipo de limitacdo empregada (INOUE, 2006). Alguns estudos
(SUROWITZ & PFISTER, 1985; DEKLEVA & STROHL, 1987) revelaram que a
presenca de alguns acidos graxos pode influenciar na producédo de moléculas
antibioticas por estes alterarem o pH do meio de cultivo. O tamponamento do
pH do meio de cultivo pode afetar o metabolismo do microrganismo por nao
ocorrer a alteracdo do pH do meio ndo permitindo, dessa maneira, que 0
microrganismo module as condicbes do meio do cultivo para as condi¢cdes de

producdo de moléculas bioativas.
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4.4. Concentracao inibitéria minima (CIM)

A concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato bruto produzido pelo
isolado 50 contra as bactérias cocos Gram positivas foi na propor¢do de 1:4
para as amostras 1950 e 488; 1:64 para 221 e 1:128 para a amostra 53,

conforme mostra a Tabela 12 .

Para esta avaliacdo, a diluicdo do extrato foi mais eficaz contras as

amostras de Staphylococcus sp.

A diluicdo do extrato foi mais eficaz para as amostras de S. epidermidis

221 sendo ativa até a diluicdo maxima utilizado no estudo.

A eficacia da diluicdo do extrato foi menor contra as amostras de
Enterococcus sp. , 0s cocos clinicos 488 e 1950 apresentaram 0 mesmo valor
para o CIM. Esse resultado pode estar relacionado com o perfil das amostras
determinado pelo antibiograma, nesta analise as amostras apresentaram peffil
fenotipico similar diferenciando apenas para os antimicrobianos eritromicina e

vancomicina.
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TABELA 12. Concentracao inibitdria minima do extrato bruto produzido pelo

isolado 50 com 72 h de crescimento, sem controle de pH, a 30°C, a 150 r.p.m.

Cocos clinicos CIM

E. faecalis 1950 1:4
E. faecium 488 1:4
S. epidermidis 221 1:64
S. aureus 53 1:128

4.5. Estabilidade dos compostos frente a diferentes temperaturas

A estabilidade do extrato bruto produzido pelo isolado 50 foi determinada
através da exposicdo do extrato bruto otimizado as temperaturas de 40°C,
50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C e 100°C por 15 e 30 min. Apds cada tratamento,
a reducao da atividade antibiética do extrato foi determinada através do ensaio
de difusdo em poco. Os compostos presentes no extrato bruto mostraram-se
estaveis mediante o tratamento em diferentes temperaturas (Figura 3). Em
40°C nao ocorreu reducao da atividade do extrato em comparacao ao controle.

Os menores percentuais obtidos, 85%, foram a 90°C, em 15 e 30 minutos.
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Figura 3. Atividade residual do extrato bruto produzido pelo actinomiceto 50
apés incubacdo em diferentes temperaturas por 15 minutos e 30 minutos
contra o isolado 53. Temperaturas seguidas de * indicam tratamento de 30

minutos.

A tolerancia térmica apresentada pelo metabdlito produzido pelo isolado
50 também foi encontrada por Uddin, et al. (2010) ao estudarem a otimizacéo
de um metabdlito antimicrobiano produzido por Streptomyces fulvoviridis e
verificaram que o antimicrobiano era estavel ao tratamento de até 100°C por
meia hora. Igbal et al. (1994) relataram a estabilidade de peroxidases
produzidas por Streptomyces thermoviolaceus por um periodo de 24 h a 50°C e
por 10 minutos a 70°C. Outro estudo realizado por Amena et al. (2010)
demonstraram a termoestabilidade a 80°C por 60 minutos da L-asparaginase

produzida por de Streptomyces gulbargensis.
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4.6. Estabilidade antibiotica frente a enzimas proteoliticas

O extrato do actinomiceto 50 foi tratado com proteinase K, tripsina e
papaina nas concentracdes finais de 2 mg/mL para avaliar o efeito das enzimas
proteolitcas sobre a atividade antibidtica do extrato bruto. O extrato manteve
sua atividade ao ser tratado com 2 mg/mL de todas as enzimas testadas, mas
apresentou reducdo da atividade inibitéria ap6s o tratamento com as trés
proteinases sendo mais sensivel ao tratamento com a tripsina, onde sua

atividade residual manteve-se em 27% (Figura 4).

Essa andlise permitiu determinar que o0s compostos antibiéticos
apresentam composi¢do proteica, pois a sua atividade foi reduzida com o
tratamento das proteinases utilizadas no estudo. E possivel ainda inferir que os
compostos apresentam em sua composicdo outras moléculas além de
proteinas ja que a sua atividade inibitéria foi mantida apds o tratamento com

proteinases.

Bizani & Brandelli, (2002) ao estudarem a sensibilidade a enzimas
proteoliticas de uma bacteriocina produzida por um isolado de Bacillus sp.
observaram que a mesma era sensivel a proteinase K na concentracdo de
2mg/mL, porém essa molécula ndo apresentou suscetibilidade a papaina ou
tripsina, mantendo sua atividade residual com valores percentuais de 100%.
Fontoura et al. (2009), também relatou a estabilidade de um peptideo
antimicrobiano produzido por Pseudomonas aeruginosa frente a papaina,

tripsina, proteinase K e pronase E.
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Figura 4. Atividade residual do extrato bruto produzido pelo actinomiceto 50

apos o tratamento com enzimas proteoliticas.

4.7. Cromatografia em camada delgada

4.7.1. Separacao dos compostos e autobiografia

A cromatografia em camada delgada realizada com o sistema de
solvente BAW (butanol, acido acético e agua) na proporcao de 4:1:5 mostrou a
presenca de duas bandas visualizadas na luz UV no comprimento de onda de
365 nm, com um fator de retencéo de 0,28 (Rf1) e 0,57 (Rf2), respectivamente

(Figura 5). O fator de retengcédo é a razdo entre a distancia percorrida pela

substancia em questéo e a distancia percorrida pela fase movel.
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Figura 5. Cromatografia em camada delgada do extrato bruto do isolado 50.
Sistema de solvente BAW (butanol, acido acético e agua) 4:1:5. Leitura 365
nm. Rfl (Fator de retencdo 1 = 0,28); Rf2(Fator de retencédo 2 = 0,57), P.A

(ponte de aplicacado da amostra).

A autobiografia revelou que a banda capaz de inibir o crescimento do

isolado clinico 53 se localizava entre as bandas visiveis Rfl e Rf2 (Figura 6).
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Figura 6. Autobiografia do extrato bruto do isolado 50 em cromatografia de
camada delgada do sistema BAW (butanol, acido acético e agua) 4:1:5.

Microrganismo teste: isolado clinico 53.

4.7.2. Coloragdo CCD

Os resultados obtidos nos testes de coloracdo na Cromatografia em

Camada Delgada estéo dispostos na tabela 13.
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TABELA 13. Resultados dos testes de coloracao de CCD.

Antimicrobiano Ninhidrina  Cloreto Férrico (FeCls)  Anisaldeido
Ciprofloxacino + - +
Eritromicina - - -
Penicilina G + - +
Rifampicina - + +
Estreptomicina + - +
Tetraciclina - + +
Vancomicina + - -

1
1
+

Extrato bruto 50

(+) resultado positivo, (-) resultado negativo.

O uso de reagentes revelou que a molécula analisada ndo possui
hidroxilas fenodlicas devido ao resultado negativo na coloragcdo com cloreto
férrico; ndo possui grupamentos de amina livre devido a auséncia de reacéo a
ninhidrina. Devido ao resultado positivo no teste com o anisaldeido é provavel
gque o0s compostos produzidos possuam uma estrutura caracteristica de
alcaloide. Nesta analise, observou-se que a coloracdo do extrato bruto ocorreu

na mesma altura do antimicrobiano estreptomicina.

As figuras 7, 8 e 9 mostram as fotos dos testes de coloracdo com

anisaldeido, cloreto férrico e ninhidrina, respectivamente.
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Figura 7. Cromatografia em camada delgada utilizando o reagente anisaldeido.

Antimicrobianos utilizados: 1 - ciprofloxacino; 2 — eritromicina; 3 — penicilina G;
4 — rifampicina; 5 — estreptomicina; 6 — tetraciclina; 7 — cloridrato de
vancomicina; E — extrato bruto. As setas indicam a coloragcdo na mesma altura

do antimicrobiano estreptomicina e do extrato bruto.
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Figura 8. Cromatografia em camada delgada utilizando o reagente cloreto
férrico. Antimicrobianos utilizados: 1 - ciprofloxacino; 2 — eritromicina; 3 —
penicilina G; 4 — rifampicina; 5 — estreptomicina; 6 — tetraciclina; 7 — cloridrato
de vancomicina; E — extrato bruto. As setas indicam resultados positivos da

coloragéo.
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Figura 9. Cromatografia em camada delgada utilizando o reagente ninhidrina.
Antimicrobianos utilizados: 1 - ciprofloxacino; 2 — eritromicina; 3 — penicilina G;
4 — rifampicina; 5 — estreptomicina; 6 - tetraciclina; 7 — cloridrato de

vancomicina; E — extrato bruto. As setas indicam resultados positivos da

coloracéo.

Os resultados obtidos através da CCD séo apenas analises preliminares
para a caracterizacao da(s) molécula(s) presente(s) no extrato bruto produzido
pelo isolado 50. Esta analise geralmente é primaria em estudos que procuram
caracterizar moléculas bioativas (NANDA & ZARINA, 2011; HOZZEIN et al.,
2011; HECK, M. G, 2007), sendo necessarias outras andlises para tal fim.
Neste trabalho o uso da CCD permitiu inferir algumas sugestbes sobre a

estrutura dos compostos bioativos.
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A resisténcia de microrganismo patdgenos a antimicrobianos é um problema
mundial. Atualmente se busca, a partir de fontes naturais, novas moléculas
bioativas com acao antibidticas. Os actinomicetos tém sido um grande aliado
na descoberta de novos compostos bioativos devido a sua habilidade de
producdo de moléculas bioativas, especialmente antibioticos e outros agentes
da industria farmacéutica. Como observado neste estudo, alguns fatores fisicos
e guimicos (fonte de carbono, fonte de nitrogénio, temperatura, pH, etc)
influenciam profundamente na habilidade de producédo das moléculas bioativas.
Por isso é importante avaliar quais as melhores condi¢des de crescimento para

a otimizacao do produto metabdlito de interesse.
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5. CONCLUSOES

1. No ensaio de sobrecamada 57, 5% das amostras de actinomicetos formaram

halo de inibicdo contra pelo menos 1 isolado clinico.

2. Os isolados 50 e 8S foram capazes de inibir 90% deos isolados clinicos no

ensaio de sobrecamada.

3. No ensaio de difusdo em pogo o extrato bruto produzido pelo isolado 50 foi
capaz de formar halos de inibicdo contra 91,66% dos isolados clinicos,

enguanto que o isolado 8S inibiu 83,33%.

4. A melhor fonte de carbono para a producdo de moléculas bioativas para o

isolado 50 foi o amido.

5. O isolado 50 mostrou habilidade em crescer até a temperatura de 50°C,

sendo 30° a melhor temperatura para a producao de molécula(s) bioativa(s) .

6. Em relacdo ao pH, ndo houve diferenca significativa na producdo de
compostos com atividade antibiética com pH do meio ndo tamponado. Nessas

condic¢des, o isolado 50 foi capaz de modular o pH para em torno de 6,5.

7. Quando ocorreu o tamponamento do pH, o melhor resultado obtido foi em

pH 5.0 apos 96 h. Nao sendo observada atividade nos pH 9 e 10.
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8. Na determinacdo da CIM do extrato bruto as amostras de Staphylococcus
sp. foram mais suscetiveis a diluicbes maiores do que as amostras de

Enterococcus sp.

9. O extrato bruto produzido pelo isolado 50 demonstrou estabilidade térmica
até 100°C. No tratamento com proteases, 0 extrato bruto teve seu maior indice
de reducéo frente a tripsina, mas sua atividade inibitoria foi reduzida perante o

tratamento com todas as proteinases.

10. A CCD revelou duas bandas com mostrou a presenca de duas bandas

com fator de retencao de 0,28 (Rf1) e 0,57 (Rf2). A coloracdo da CCD mostrou

resultado positivo no teste com o anisaldeido.
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6. PERSPECTIVAS

1. Capturar e purificar os compostos antibioticos produzidos pelo isolado 50

através de cromatografia de gel filtrac&o e troca-idnica.

2. ldentificar a molécula através de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massas.

3. Realizar teste de toxicidade dos compostos com atividade antibidtica.

4. Analisar os dados do sequénciamento do isolado 50.
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8. APENDICE

a) Meio de cultura para crescimento de actinomiceto:
Agar Amido Caseina (AC)

Amido: 10 g

Caseina: 0,12¢g

NaCl: 2,0 g

KNOs. 2,09

K,HPO,. 2,09

MgSO,. 0,059

FeSO.. 0,01g

CaCOs. 0,02 g

b) Lisozima (10 mg/mL)
Lisozima 0.01 g

Agua 1.0 mL

c) Proteinase K (20 mg/mL)
Proteinase K: 0.02 g

Agua: 1.0 mL
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d) SOLUCOES TAMPAO

pH 5,0

Solucéo tampéao de Mcllvaine (fosfato dissédico — acido citrico)
Na2HPO4 - 0,2 M (mL): 10,30.
Acido citrico — 0,1 M (mL): 9,70.

pH 6,0

Solugdo tampéo de Mcllvaine (fosfato dissddico — acido citrico)
Na2HPO4 - 0,2 M (mL): 12,63.
Acido citrico — 0,1 M (mL): 7,37.

pH 7,0

Solugdo tampéo de Mcllvaine (fosfato dissddico — acido citrico)
Na2HPO4 — 0,2 M (mL): 16,47.
Acido citrico — 0,1 M (mL): 3,53.

pH 8,0

Solucédo tampéo de acido borico — cloreto de potassio.
H3BO3 KCI - 0,1 M (mL): 50,00.

NaOH - 0,1 M (mL): 4,00.

Agua (ml): 46,00.

pH 9,0

Solucdo tampédo de acido bérico — cloreto de potassio.
H3BO3 KCIl - 0,1 M (mL): 50,00.

NaOH — 0,1 M (mL): 21,24.

Agua (mL): 28,76.

pH 10,0
Solucéo tampéao de acido borico — cloreto de potassio.
H3BO3 KCIl - 0,1 M (mL): 50,00.

NaOH - 0,1 M (mL): 43,90.
Agua (mL): 6,10.
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