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Apresentagao

Optou-se por apresentar este trabalho em forma de artigo cientifico, conforme
possibilitado pela Decisdo 01/2010 da Comissdo de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas
(http://www.ufrgs.br/comgradbio/index.php). O presente trabalho sera submetido a
revista Memorias do Instituto Oswaldo Cruz e obedece aos padrdes de apresentacado
exigidos pela mesma, devidamente anexados ao final do artigo. No entanto, decidiu-se
por apresentar as figuras e tabelas no decorrer do texto devido a praticidade de leitura
e correcdo pelos membros da Banca Examinadora. Assim como a numeracdo das

paginas.
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Sumario

O presente trabalho avalia a atividade antimicrobiana de um isolado de Streptomyces
8S contra cepas de Enterococcus sp. e Staphylococcus sp. de origem clinica
multirresistentes a antimicrobianos, visando a obtencdo de condi¢des otimizadas para
a maior produgao do composto antimicrobiano presente no isolado. Os ensaios de
otimizacdo da producdo do composto foram realizados em cultura submersa,
buscando a producdo do extrato bruto e alternando diferentes fontes de carbono
(sacarose ou amido), temperatura (30°C a 55°C, variando 5°C) e pH (5,0 a 10,0) do
meio de cultivo. A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada através da técnica
de difusdo em poco. O isolado 8S apresentou maior atividade antimicrobiana frente as

bactérias teste quando crescido com sacarose com fonte de carbono a uma



temperatura de 30°C. No que se refere ao pH do meio de cultivo, observou-se que
guando ocorreu o tamponamento para manutencdo do pH determinado, o isolado
apresentou maior atividade em pH 8,0. Sem a utilizacdo de tampdes no meio de
cultivo, nenhum resultado foi superior aquele obtido com o tamponamento. Os
resultados obtidos sugerem a producdo de um composto com uma 6tima atividade
contra bactérias Gram-positivas multirresistentes e de grande importancia nas

infeccbes nosocomiais.

Palavras — chave
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Patrocinio
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Introducao

Streptomyces é um importante género bacteriano pertencente ao grupo dos
actinomicetos (Waskman & Henrici 1943). Os actinomicetos formam um clado extenso
e diversificado de bactérias Gram-positivas que desempenham um importante papel
como produtores de substancias biologicamente ativas, como resultado da producao
de metabdlitos secundarios (Bérdy 2005). Estes micro-organismos representam uma
das maiores comunidades microbianas do solo e a sua ocorréncia é bastante
influenciada por condi¢cdes ambientais como umidade, temperatura e pH (Basilio et al.

2003). Os estreptomicetos, por sua vez, sdao produtores de cerca de dois tercos dos



antibioticos conhecidos disponiveis no mercado (Bérdy 2005). Os estreptomicetos
continuam sendo a maior fonte de substancias bioativas, pois um grande numero de
novos compostos ainda estd por ser descoberto (Kurtboke 2012). As condicbes de
cultivo desse micro-organismo sao fatores determinantes para a producdo in vitro da
substancia biologicamente ativa (Hassan et al. 2001), sendo que os aspectos
fisioldgicos sdo fundamentais na prospeccdo de moléculas antibidticas.

Doencas infecciosas ainda pontuam como a segunda causa mundial de morte
(Yoneyama & Katsumata 2006). Visando a prevencao destas, muitos esforcos ainda sao
necessarios para o desenvolvimento de novas drogas antibacterianas, antes do
aparecimento e disseminagdao de novos casos de resisténcia. A selecdao, nos diferentes
ambientes, de bactérias resistentes vem contribuindo para o aumento do pool de
genes de resisténcia, devido principalmente ao indiscriminado uso de antibidticos
(Alvan et al. 2011). As consequéncias desse processo estdo sendo cada vez mais
evidentes e o processo de descoberta de novas drogas é lento, possui uma baixa taxa
de aproveitamento, além do elevado custo. Estas moléculas ndo podem ser tdxicas ao
ser humano, mas devem ser absorvidas para que o efeito desejado aconteca e
também devem ser eliminadas do organismo (Tang et al. 2012).

Staphylococcus aureus, apesar de ser naturalmente suscetivel a praticamente
todos os antibidticos ja desenvolvidos (Chambers & Deleo 2009), tornou-se
mundialmente conhecido por causar transtornos em hospitais ao adquirir resisténcia a
meticilina (Neu 1992). Hoje no Brasil, cerca de 50% das infecgdes hospitalares ocorrem
devido ao grupo dos estafilococos (ANVISA 2009). A infeccdo por Staphylococcus

epidermidis tornou-se um problema devido a utilizacdo de dispositivos médicos, tais



como cateteres e valvulas cardiacas, pelo aumento da chance de contaminacdo do
instrumento através da inoculacdo desse micro-organismo, presente normalmente na
pele humana, levando a infeccdo para dentro do corpo do paciente (Otto 2009).

Os Enterococcus sp. sao naturalmente resistente a varios antibidticos de uso
rotineiro na medicina. Estes micro-organismos possuem alta capacidade de adquirir
resisténcia a vancomicina, sendo entdo agentes de disseminacdo de genes de
resisténcia (Arias & Murray 2012). Enterococcus é hoje um género importante nas
infeccbes nosocomiais e as duas espécies mais comumente encontradas em amostras
clinicas sdo E. faecalis e E. faecium (Panesso et al. 2010).

Considerando o exposto acima, o presente estudo teve como objetivos avaliar e
otimizar a produgdao do composto antimicrobiano do isolado Streptomyces 8S, ativo

contra cepas de Staphylococcus e Enterecoccus multirresistentes a antibioticos.

Materiais e Métodos
1. Streptomyces 8S

O isolado utilizado no presente estudo, Streptomyces 8S, é oriundo de
processos de compostagem e pertencente a bacterioteca do laboratério de
Microbiologia Ambiental do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia — ICBS/UFRGS. O isolado 8S foi identificado em nivel de género,
juntamente com outros isolados, utilizando provas morfoldgicas, bioquimicas e
moleculares (Oliveira 2003). Posteriormente, seu potencial antimicrobiano foi testado
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras

(Salamoni et al 2010, Antunes 2013).



2. Bactérias-teste

Foram selecionadas bactérias Gram-positivas dos géneros Staphylococcus e
Enterococcus multirresistentes a uma série de antibidticos (Antunes 2013). As
amostras foram cedidas pelo Professor Dr. Pedro d’Azevedo da Universidade Federal
de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA) e pela Dr. Ana Lucia Antunes da
Faculdade de Farmdcia da UFRGS. Os micro-organismos sdo oriundos de amostras
clinicas, sendo eles cinco S. aureus, trés S. epidermidis, onze E. faecalis e dois E.

faecium.

3. Selecdo das amostras teste

Dentre as vinte e uma amostras clinicas cedidas para execugao deste trabalho,
foram selecionadas aquelas que apresentaram melhor perfil de inibicdo quando
exposto ao extrato bruto produzido pelo isolado Streptomyces 8S. O ensaio foi

realizado utilizando o método de difusdo em pogo como descrito no item 5.

4. Cultivo em cultura submersa

Para a producdo do extrato bruto, o isolado Streptomyces 8S foi cultivado em
frascos de 250 mL contendo 50 mL de caldo amido caseina (amido 10,0 g; caseina 0,3
g; NaCl 2,0 g; KNO3 2,0 g; K,HPO,4 2,0 g; MgS0,4 0,05 g; FeSO,4 0,01 g, CaC0O3 0,02 g). O
pré-indculo foi cultivado por 72 h a 30°C sob agitacdo de 100 rpm. Apds esse periodo,
5 mL do cultivo com crescimento celular foram transferidos para um novo frasco

contendo o mesmo meio de cultura e este, entdo, incubado nas mesmas condigdes de



temperatura e agitacdo por um periodo de 7 dias. Apds o periodo determinado de
crescimento, o caldo com crescimento celular era centrifugado, em microcentrifuga,
em aliquotas de 2 mL, por vinte minutos e 13000 rpm. O precipitado era entdo

desprezado e o sobrenadante, extrato bruto, era armazenado em -18°C.

5. Método de difusdo em pogo

O ensaio de difusdo em pogo consistiu na semeadura utilizando um suabe
impregnado de uma cultura de bactéria teste na concentragdo de 108 células/mL (0,5
da escala MacFarland) sobre uma placa contendo agar triptona de soja (TSA). Apds a
semeadura, foram realizados pocos de aproximadamente 7 mm de diametro
distribuidos equidistantes na placa. Em cada pog¢o, foram aplicados 100 plL do extrato
bruto. A placa permaneceu por até 24h a 4°C para a difusdo do extrato bruto no meio
de cultivo e posteriormente foi incubado a 37°C por 24h. A atividade quantitativa do

composto antimicrobiano foi determinada através da medicdo dos halos de inibicdo.

6. Crescimento e producdo de metabdlitos sob diferentes fontes de carbono

Para avaliar o efeito da fonte de carbono na producdo de antibidticos pelo
isolado Streptomyces 8S, amido e sacarose foram adicionados individualmente ao
meio basal contendo caseina 0,3 g; NaCl 2,0 g; KNOs 2,0 g; K;HPO,4 2,0 g; MgS0, 0,05g;
FeSO,4 0,01g, CaCO;5 0,02 g. As fontes de carbono foram adicionadas na concentragao
de 1%. O isolado Streptomyces 8S foi inoculado em frascos de 250 mL contendo 50 mL
do meio basal acrescido de cada fonte de carbono e incubados a 30°C por 72h. Do pré-

indculo foram retirados 5mL da cultura e inoculados em um novo frasco contendo



meio de cultivo igual ao respectivo pré-indculo. Para determinar a atividade
antimicrobiana, aliquotas foram retiradas no tempo zero (inoculacdo), com intervalos
de 24h até o término do periodo de incubacdo. A atividade dos extratos produzidos
com relacdo ao tempo de crescimento do isolado Streptomyces 8S foi determinada
utilizando a técnica de difusdo em poco. Aquela fonte de carbono que proporcionou
um extrato com melhor atividade antimicrobiana em um menor tempo foi utilizada

para o crescimento do isolado testando diferentes temperaturas e pH.

7. Avaliacdo da temperatura

A avaliacdo das diferentes temperaturas foi realizada utilizando cultura
submersa e a fonte de carbono com a qual o isolado Streptomyces 8S apresentou
melhor atividade antimicrobiana. Utilizando-se o meio de cultivo acima descrito, com a
fonte de carbono previamente selecionada, ensaios utilizando diferentes temperaturas
de incubacdo foram realizados. As temperaturas de incubacdo variaram de 30°C até

55°C, com intervalos de 5°C. O tempo de crescimento foi de 3 dias.

8. Avaliagao de pH

Com a fonte de carbono e a temperatura determinadas, o meio de cultivo teve
seu pH medido e ajustado para valores de 5,0 a 10,0 com intervalos de 1,0. No
primeiro ensaio, o meio de cultivo ndo sofreu alteracdo, somente o ajuste do pH
inicial. Em outro ensaio, foram utilizadas solu¢des tampao para manuten¢ao do pH

ajustado. Para as faixas de pH de 5,0 a 8,0 foi utilizada a Solugdo Tampao de Mcllvaine



e para as faixas de pH 9,0 e 10,0 foram utilizadas duas solug¢des, acido bérico - cloreto

de potassio 0,1M e acido aminoacético 0,1M.

Resultados

Dentre as amostras clinicas testadas, foram escolhidas aquelas que
apresentaram a melhor resposta frente ao antimicrobiano presente no extrato bruto
produzido no cultivo do isolado Streptomyces 8S. Foram selecionadas duas cepas de
cada espécie, conforme Tabela I. A escolha das amostras de E. faecalis foi devido a
formacao dos halos associados a melhor dispersdo deste micro-organismo sobre a
placa de Petri no momento da manipulagao.

No ensaio para testar a produgdo do antimicrobiano usando como varidvel a
fonte de carbono, observou-se que a sacarose foi a fonte de carbono mais efetiva,
visando a maior producdao do antimicrobiano em um menor tempo. Em 48h de
crescimento ja foi observada atividade antimicrobiana contra todas as amostras testes
(Tabelas 1l). Quando o amido foi utilizado como fonte de carbono, pode-se observar
uma acao contra todas as amostras testes somente apds 72h de crescimento (Tabela
[l). Levando em consideragao os resultados obtidos com as duas fontes de carbono,
optou-se por usar a sacarose nos demais ensaios de otimizacdo da producdo do
antimicrobiano. Conforme Tabela Il, pode-se observar que o tempo de incubacdo de
72h foi o menor tempo de crescimento necessario para obtencdo do extrato bruto

com a melhor acdo antibidtica contra as cepas testadas (Figura 1).



Tabela I: Perfil da atividade antimicrobiana do isolado Streptomyces 8S contra
amostras clinicas incubado a 30°C por 7 dias com amido como fonte de carbono e sem

controle de pH. Cepas destacadas foram as escolhidas para todos os ensaios.

Espécie Cepa D. H. Origem
E.faecium 488 22 Urina
1300 19,5 Urina
E. faecalis 2389 22,5 Urina
2074 22,5 Sangue
2688 25 Sangue
2714 21 Sangue
2499 22 Sangue
2390 24,5 Sangue
1854 23,5 Urina
1885 22 Sangue
1950 22,5 Urina
1953 21,5 Urina
2319 25 Urina
S. aureus 21 28,5 IRC
28 23,5 10S
53 25 IRC, 10S
103 24 DM/HAS/IRC/CI, 10S
209 24 IRC, 10S
S. epidermidis 221 20 10S
229 22 10S
51 R Nao especificada

D.H.: diametro em mm do halo de inibicao, R: Resistente, IRC: infec¢do renal cronica, DM: diabete mellitus, HAS:

hipertensdo arterial, Cl: insuficiéncia cardiaca, |0S: infecgdo em outro sitio.



Tabela II: Perfil da atividade antimicrobiana do extrato bruto produzido pelo isolado

Streptomyces 8S contra amostras clinicas durante 7 dias de crescimento a 30°C com

sacarose como fonte de carbono.

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

488 1300 2389 2688 21 53 221 229

1 14,5 12,5 17,5 15,5 19,5 18,5 0 13,5

2 23 23,5 27,5 26 26 25 20 24,5

3 24,5 25 27 25 28,5 27 21 25

4 25,5 245 24,5 25 25 26 20,5 25
5 25 25 28,5 25 24 26,7 S
6 25 22,5 28,5 25 21,5 23,5 S
7 21,5 19,5 23,5 21,5 20 19 S

Valores dos diametros dos halos de inibigdo (mm). S: sem medida.

Tabela lll: Perfil da atividade antimicrobiana do extrato bruto produzido pelo isolado

Streptomyces 8S contra amostras clinicas durante 7 dias de crescimento a 30°C

utilizando amido como fonte de carbono.

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

488 1300 2389 2688 21 53 221 229
1 0 0 0 0 0 0 0 16,5
2 0 0 0 0 13,5 14,5 0 20,5
3 18,5 18,5 21,5 21,5 20 18 11,5 24,5
4 21,5 26,5 22,5 21 24 24,5 13,5 26
5 18 22 15,5 19 19,5 17 19,5 20,5
6 16,5 19 15 15 22,5 25 20 26
7 24,5 21,5 22,5 23,5 25 24,5 23 26,4

Valores dos didmetros dos halos de inibigdo (mm).
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Figura 1: Ensaio de difusdo em pogo com extrato bruto produzido pelo isolado de

Streptomyces sp. 8S testado contra S. aureus ATCC 29213. Os halos de inibicao
formados pela acdo do composto antimicrobiano nos respectivos dias de crescimento.
Meio de cultivo contendo sacarose como fonte de carbono e temperatura de cultivo

de 30°C, sem controle de pH.

No ensaio onde sacarose foi a fonte de carbono utilizada no crescimento do
isolado Streptomyces 8S, o extrato bruto apresentou a producdo de halos de inibicdo

duplos quando testado contra as duas cepas de S. epidermidis (Figura 2).
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Figura 2: Ensaio de difusdo em poco. Extrato bruto de Streptomyces sp. testado contra
S. epidermidis 229. Halos de inibicdo formados pela producdo do composto
antimicrobiano nos respectivos dias de crescimento, com meio de cultura contendo
sacarose como fonte de carbono e temperatura de cultivo de 30°C, sem controle de

pH.

No ensaio para otimizacdo da producdo do metabdlito, considerando o fator
fisico temperatura de incubacdo, foi observado que dentre as temperaturas testadas,
de 30 a 55°C, o melhor resultado foi obtido com a temperatura de 30°C, considerando
os maiores halos de inibicdo apresentados pela maioria das cepas testadas no menor
tempo de incubacdo (Tabela IV). A 55°C o isolado parou de produzir o composto ou o
mesmo era sensivel a esta temperatura, no entanto nao houve inibigdo no crescimento

da biomassa.
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Tabela IV: Perfil da atividade antimicrobiana do extrato bruto produzido pelo isolado
Streptomyces 8S contra amostras clinicas durante 72h de crescimento com sacarose

como fonte de carbono nas diferentes temperaturas.

Temperatura E. faecium E. faecalis S. aureus S. epidermidis
488 1300 2389 2688 21 53 221 229

30°C 24,5 25 27 25 28,5 27 21 25
35°C 19,5 21,5 19,5 21 24,5 21 17,5 14,5
40°C 21,5 23,5 19,5 22 23 23,5 15,5 17,5
45°C 12 14 13,5 19 21,5 16,5 14 21,5
50°C 12 14,5 17 16 18 19 0 10

Valores dos didmetros dos halos de inibigdo (mm).

No que diz respeito ao pH, o isolado Streptomyces 8S apresentou maior
producao do antimicrobiano quando o meio de cultura foi tamponado com a solugao
de Mcllvaine em pH 8,0 (Figura 3). Quando o tampao utilizado foi a solu¢do de acido
bdrico - cloreto de potdssio 0,1M para o pH 9,0 e o pH 10,0 o isolado ndo apresentou
atividade antibacteriana. Um novo teste foi realizado, com outra solugdo, a fim de
verificar se os reagentes usados ndo foram responsaveis pela alteracdo no
metabolismo da bactéria. Porém, com a solucdo de dcido aminoacético — hidréxido de
sédio 0,1IM também ndo foi detectada a presenca do antibidtico, desta forma
confirmando que no pH acima de 9,0 ndo ha producdo do antimicrobiano. Em todos os
crescimentos com pH ndo tamponado, o estreptomiceto alterou o pH do meio de

cultivo para valores em torno de 7,0 (Figura 4).
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Diametro do halo (mm)

Amostras clinicas 221 229

Figura 3: Gréafico demonstrativo da atividade antimicrobiana do isolado Streptomyces
8S com meio de cultura tamponado. Crescimento durante 72h com sacarose como
fonte de carbono e temperatura de 30°C. Para pH de 5,0 a 8,0 foi utilizada a Soluc¢3o

Tampdo de Mcllvaine e para pH 9,0 e 10,0 a solucdo de acido bérico-cloreto de

potassio 0,1M.

= m72h
z w4sh
I

o m24h

mTempo Zero

10

pH final

Figura 4: Grdafico demonstrativo da alteracdo do pH realizada pelo isolado
Streptomyces 8S considerando os diferentes tempos de crescimento. O isolado alterou

o pH inicial do meio de cultivo para valores préximos a 7,0.
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Em pH dacido o isolado ndo foi capaz de produzir o antimicrobiano. Quando nao
houve tamponamento do meio de cultivo, o isolado foi capaz de produzir o composto
antimicrobiano em pH 9,0 e 10,0, possivelmente pela alteracdo realizada no pH do
meio no qual o isolado estava inserido (Tabela V).

Comparando-se os valores dos halos de inibicdo obtidos em todos os ensaios,
foi escolhido pH 8,0 tamponado para dar continuidade na otimizacdo do crescimento e

producdo do metabdlito bioativo do isolado Streptomyces 8S.

Tabela V: Perfil da atividade antimicrobiana do extrato bruto produzido pelo isolado
Streptomyces 8S quando alterado o pH do meio de cultivo. Método de difusdo em
poco realizado com amostras clinicas apdés 72h de crescimento do isolado com

sacarose como fonte de carbono e temperatura de crescimento de 30°C.

E. faecium E. faecalis S. aureus S. epidermidis
488 1300 2389 2688 21 53 221 229
PH sem tamp3o
8 21 22 20 20,5 23 25 14,5 20,5
9 26 25,5 25 25,5 26 25 19,5 24,5
10 26 25 25 24 26 26 20 23,5
pPH com tamp3o
7 20 13 16,5 18 27,5 23,5 13,5 20,5
8 29,5 20 24 25 34,5 32 23 22,5

Valores dos didametros dos halos de inibigdo (mm).

Discussao

O uso da sacarose como fonte de carbono foi mais efetivo para a producdo do
composto bioativo produzido pelo isolado Streptomyces 8S. O amido é uma molécula
mais complexa do que a sacarose, possibilitando um aporte continuo de energia para o

crescimento bacteriano. No entanto, a reducdo da taxa de crescimento é um
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importante sinal para desencadear o metabolismo secundario (Bibb 2005). A sacarose
oferece uma fonte nutricional que atua no seu limite, fazendo com que o
estreptomiceto produza os metabdlitos secundarios durante a maior parte do
crescimento e ndao somente na fase estacionaria. O crescimento do micro-organismo
ndo estd diretamente relacionado com a producdo de extratos antimicrobianos, um
organismo pode crescer sem produzir metabdlitos com esta funcao, isto €, mesmo que
0 meio promova o crescimento do isolado, a produ¢cdao de moléculas pode ser baixa.
Thakur et al. (2009), ao testar a influéncia da nutricdo na producdo de metabdlitos
antimicrobianos produzidos por um isolado de Streptomyces sp. observaram que a
capacidade de formacao de zonas de inibicdo ndo estava correlacionada com o peso
seco do micélio.

A presenca de halos de inibicdo duplos, observados para espécie S. epidermidis
pode ser resultado do efeito bacteriostatico do composto frente a essa cepa. Também
deve ser considerado que os duplos halos podem representar a existéncia de mais de
um composto com atividade antimicrobiana. O aparecimento dos duplos halos
utilizando extratos do quinto dia de cultivo pode indicar a presenca de um novo
composto sendo produzido apds esse periodo. Ainda, o composto antimicrobiano
pode ter uma maior dificuldade em difundir-se no agar, isto pelo tamanho da molécula
ou pela sua composicao quimica. A presenca de mais de um composto bioativo em
isolados de Streptomyces, muitas vezes com diferentes acdes, é algo bastante comum
(Intaraudom et al. 2011; Smaoui et al. 2012). Entretanto, se o isolado produz mais de
um antimicrobiano desde o inicio do seu crescimento, a presenca destes pode ter uma

acao sinérgica na inibicdo do crescimento das bactérias teste. Dessa maneira também,
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se um dos compostos deixa de ser produzido depois do quinto dia, a falta deste pode
ser a causa dos duplos halos, sendo o(s) composto(s) restante(s) incapaz(es) de inibir a
bactéria.

O isolado 8S apresentou crescimento em temperaturas bastante altas, fato este
ja esperado uma vez que o isolado é oriundo de um processo de compostagem, onde
as temperaturas podem exceder 60°C (Xu et al. 2010). Porém, a partir de 40°C a
producdao do composto antimicrobiano comegou a declinar. Embora a verdadeira
funcdo dos metabdlitos secunddrios no ambiente ndo esteja bem estabelecida
(Raijmakers & Mazzola 2012), pode-se especular que a produc¢dao dos compostos
antimicrobianos seja um importante fator para a competicao existente no solo, visto
que 30°C, temperatura onde obteve-se a maior producdo do antimicrobiano presente
no isolado 8S, é a temperatura ideal para a maioria dos micro-organismos presente
neste ambiente. O pH das composteiras sofre alteracdes dependentes dos micro-
organismos que ali crescem, como visto por Choi e Park (1998). O pH alcalino favorece
o crescimento de micro-organismos como os actinomicetos, fato este que corrobora
com o resultado obtido de maior produc¢do do composto em pH 8,0.

Lewis (2012) questiona se perdemos a habilidade de descobrir novos
compostos antimicrobianos. Isto devido ao fato de que o grande potencial esperado
na descoberta de novas drogas através das técnicas modernas de biologia molecular
ndo foi alcancado. Porém, as moléculas com potencial biolégico ndo se saturaram, mas
houve falhas nos mecanismos de investigacdo. Sugere-se utilizar as ferramentas atuais
de pesquisa com auxilio das técnicas de microbiologia basica bem sucedidas no

passado. Segundo Carlet et al. (2012), os antibidticos continuam sendo tratados como
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drogas comuns e sendo livremente receitados por agentes da saude sem o
treinamento adequado. Tendo em vista a clara disseminacdo dos genes de resisténcia,
é urgente a necessidade de novas moléculas com atividade antimicrobiana e, além
disso, de novos esforcos que unam a tecnologia das metodologias moleculares com o

ja conceituado padrao tradicional.
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