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Abstract. Os estreptomicetes sado bactérias caracterizadas por sua
habilidade em formar hifas, amplamente distribuidos no ambiente e
conhecidos pela produgdo de moléculas biologicamente ativas. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
seis isolados de Streptomyces provenienttes de processo de
compostagem frente a dezenove cepas de Enterococcus. O perfil de
susceptibilidade dos Enterococcus foi avaliado para onze antibiéticos,
empregando a técnica de difusdo de disco em agar. A atividade
antimicrobiana dos estreptomicetes foi avaliada pela técnica da dupla
camada. Os isolados que apresentaram atividade foram cultivados em
meio amido caseina a temperatura de 30°C por sete dias, em agitagéo
constante. Apds crescimento a cultura foi filtrada para obtengao do extrato
bruto. A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada através da técnica
de difusdo em poco. O isolado que apresentou maior espectro de
atividade foi selecionado para crescimento em diferentes fontes de
carbono e nitrogénio, medidas de pH e biomassa foram realizadas
concomitantemente aos ensaios. Foi aplicada a técnica de cromatografia
em camada delgada para separagdo dos compostos presentes no extrato
bruto do isolado selecionado. Todos os isolados de Streptomyces foram
efetivos contra Enterococccus no ensaio de dupla camada. No ensaio de
difusdo em pocgo o isolado 8S apresentou maior atividade antibiética do

que os outros isolados de Streptomyces. Ao ser crescido em diferentes
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fontes de carbono e nitrogénio o extrato produzido por este isolado teve
melhor agdo antibiética em amido e nitrato potassio. Ndo foi notada
influéncia do crescimento ou da medida de pH para producdo de
moléculas antibidticas.

Keywords: Streptomyces, metabdlitos, resisténcia a antimicrobianos,

cocos Gram positivas.

Introducao

Os actinomicetos correspondem a um grupo de bactérias Gram-positivas
que apresentam um crescimento de micélio aéreo e sobre o substrato
extensivamente ramificado. O género Streptomyces é representado na
natureza por uma grande variedade e numero de espécies produtoras da
maioria dos antibioticos conhecidos na familia Actinomycetaceae (Thakur
et al. 2009). Membros do género Streptomyces sdo conhecidos por serem
uma fonte de antibidticos, pela sua diversidade de metabdlitos
secundarios, incluindo agentes antifungicos (Thakur et al., 2007), agentes
antitumorais (Konishi, M. et al, 1991), agentes anti-helminticos (Sanglier,
J.J et al, 1993) e herbicidas (Lee, H.B et al, 2003). A habilidade das
culturas de Streptomyces para a producdo de antibidticos ndo é uma
propriedade fixa, mas pode ser aumentada ou completamente perdida
sobre diferentes condi¢des de nutrigdo e cultivo (Waksman SA 1961).
Portanto, a constituicdo do meio de cultura juntamente com a capacidade
metabdlica do organismo produtor afeta a biossintese do antibidtico
(Hassan, et al. 2001). Fontes nutricionais como carbono, nitrogénio e
minerais e fatores ambientais como tempo, temperatura e pH tem uma
profunda influéncia na produgdo de antibidticos pelos actinomicetos

(Narayana, and Vijavalakshmi, 2008).



O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de fontes
nutricionais na capacidade de producdo de substancias bioativas
produzidas por seis isolados de Streptomyces contra isolados de

Enterococcus de origem clinica e ambiental.

Material e Métodos

Isolados de actinomicetos

Os seis isolados de Streptomyces sp. utilizados neste estudo pertencem a
bacterioteca do laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia - ICBS/UFRGS. Os
microorganismos foram isolados e identificados através de provas

morfoldgicas, bioquimicas e moleculares por Oliveira (2002).

Perfil de susceptibilidade das amostras de Enterococcus sp.

Os dezenove 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 s&o oriundos de amostras clinicas e
ambientais isolados e cedidos pela Dr. Ana Paula Guedes Frazzon.

O perfil de susceptibilidade das amostras de Enterococcus foi
determinado através da técnica de difusao de disco em agar conforme as
recomendacgdes da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
2007. Os antibidticos empregados no antibiograma foram: ampicilina

(AMP), cefoxitina (CFO), ciprofloxacino (CIP), cloranfenicol (CLO),



eritromicina (ERI), imipenem (IMP), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina

(NOR), penicilina (PEN), tetraciclina (TET) e vancomicina (VAN).

Tabela 1. Origem de Streptomyces e Enteroroccus aplicados no estudo.

Isolados Origem

2S, 38, 8S Central de Triagem e
Compostagem de Residuos

%]
8 Solidos de Sapiranga
E‘ 48, 50, AP Composteira experimental da
*3 Faculdade de Agronomia —
o UFRGS.
&
3.2,3.8,3.19,3.20,4.16,5.4,5.6,5.13,5.16 Arroio Dilavio
2 (ambientais)
[$)
§ 155 (clinico) Desconhecida
9] 488, 570, 581, 603, 617, 619, 1247, 1300 (clinicos) Urina
2 555 (clinico) Cateter
w

Atividade antimicrobiana dos isolados de Streptomyces.

Técnica da dupla camada

A atividade antimicrobiana dos seis isolados de Streptomyces sp. foi
determinada, primeiramente, através da técnica da dupla camada. Foram
empregados neste ensaio 19 microrganismos-teste de Enterococcus sp..
Os isolados de Streptomyces sp. foram inoculados em meio agar amido
caseina (ACA: amido 10 g; caseina, 0,12 g; NaCl, 2,0 g; KNOs, 2,0g;
KoHPO4, 2,0g; MgSOg4, 0,05g; FeSO4, 0,01g, CaCOs 0,02 g, agar
bacterioldgico 6g) pelo método da picada. Apos 14 dias de crescimento a
30°C foram vertidas sobre os crescimentos na placa de Petri uma
suspens3do contendo 1 mL (10® células/mL de Enterococcus sp.) e 9 mL
de agar Muller-Hilton fundido. As placas foram incubadas a 37° C por 24-
48 horas. A partir deste ensaio foi determinada a atividade qualitativa,
presencga ou auséncia de halos, dos isolados de Streptomyces sp. contra

Enterococcus sp.



Producgéo de extrato bruto

Para a producgao do extrato de interesse, os isolados foram crescidos em
frascos de 250 mL contendo 50 mL caldo amido caseina (AC: amido, 10
g; caseina, 0,12g; NaCl, 2,0 g; KNOs, 2,0g; KoHPO4, 2,0g; MgSO4, 0,05g;
FeSO4, 0,01g, CaCO3; 0,02 g) sob agitagao por 7 dias a 30°C. O pré-
in6culo para cada isolado de Streptomyces sp. foi preparado em meio AC
cultivado por 48h a 30°C sob agitagao de 100 r.p.m. Apds esse periodo, 5
mL do cultivo com crescimento celular foi transferido para um novo frasco
contendo o mesmo meio de cultura e permaneceu em crescimento por 7
dias sob as mesmas condigbes de temperatura e agitagdo descritas
acima. As amostras coletadas no final do periodo foram submetidas ao
processo filtragdo utilizando-se membrana filtrante (0,22 ym) para a

obtencao do extrato bruto livres de células.

Técnica de difusdo em pogo

O ensaio de difusdao em poco consistiu na semeadura utilizando um swab
impregnado de uma cultura Enterococcus sp. na concentracdo de 10°
células/mL (0,5 da escala de MacFarland) sobre uma placa contendo agar
Muller Hinton. Apdés a semeadura foram realizados pocos utilizando
cilindros de aproximadamente 9 mm, distribuidos equidistantes na placa.
Em cada pocgo, foram aplicados 100 ul do extrato bruto de cada isolado. A
placa permaneceu primeiramente a 4°C por 16 horas para a difusao do
extrato no meio de cultura e posteriormente foi incubado a 37°C por 48h.
A partir desta técnica foi determinada a atividade quantitativa dos extratos
através da medigdo dos halos de inibicdo, formados pelos extratos
produzidos pelos isolados, perante o microorganismo de interesse.
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Baseado nos resultados obtidos no ensaio de sobrecamada e no ensaio
de pogo escolheu-se o isolado de Streptomyces que apresentou maior

espectro de atividade em ambas as analises.

Crescimento e produgéo de metabdlitos sob diferentes fontes de carbono

O ensaio da producdo de metabolitos do isolado de interesse sob
diferentes fontes de carbono foi realizado contra os Enterococcus sp. que
apresentam maior perfil de resisténcia no antibiograma. Para avaliar o
efeito da fonte de carbono na produgdo de antibiético e na biomassa,
diferentes fontes de carbono - amido, sacarose, glicerol e glicose - foram
adicionados individualmente ao meio basal contendo caseina, 0,3g; NaCl,
2,0 g; KoHPO,4, 2,0g; MgSO,4, 0,05g; FeSO4, 0,01g, CaCO3 0,02 g. As
fontes de carbono foram adicionadas na concentracdo de 1% no meio
basal suplementado com KNOs3, 2,0g; como fonte de nitrogénio. O isolado
8S foi inoculado em frascos de 250 mL contendo 50 mL dos meios com
diferentes fontes de carbono para a producédo do pré-indculo e apds o
periodo de 48h de crescimento 5 mL de cada pré-inéculo foram
transferidos para novos meios liquidos de cultura de acordo com a fonte
de carbono. Para os ensaios com cada fonte de carbono cinco frascos
foram inoculados com o isolado de actinomiceto. As analises de producao
de antimicrobiano foram realizadas a cada 24h por 5 dias. As amostras
foram filtradas através do uso de membrana filtrante (0,22um) para
obtencado do extrato-teste. Apods a filtracdo a membrana de cada amostra
foi acondicionada em estufa de 37°C para pesagem e posterior
determinacdo do peso seco. Também foi determinada o pH de cada

amostra por tempo de crescimento. Para determinar a atividade



antimicrobiana aliquotas foram retiradas no tempo zero (inoculagdo),
intervalos de 24h, 48h, 72h, 96h e 120h. 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 maior
efeito positivo em menor tempo contra os Enterococcus sp. foi submetida

ao crescimento em diferentes fontes de nitrogénio.

Crescimento e produgédo de metabdlitos sob diferentes fontes de
nitrogénio

O impacto de diferentes fontes de nitrogénio sob a produgédo e o
crescimento do isolado de interesse foi testado adicionando como fonte
de nitrogénio, sulfato de aménia, peptona e extrato de levedura na
proporcdo de 0,2% no meio basal contendo a fonte de carbono com
melhor resultado no ensaio sob diferentes fontes de carbono. Como
controle utilizou-se o meio basal suplementado com nitrato de potassio
(KNO3) na mesma propor¢gao citada acima. Os procedimentos de
atividade antimicrobiana foram realizados da mesma forma como descrito

anteriormente.
Concentragao minima inibitéria (MIC)

Para determinacdo da concentracdo minima inibitéria do extrato bruto de
72 horas produzido pelo isolado escolhido foram realizadas diluigdes do
mesmo em meio tripticaseina de soja (TSB) nas propor¢des de 1 até 1/64.
O ensaio foi realizado em microplacas de polipropileno com 96 pocgos e
cada poco foi preenchido com 90 ul do extrato do isolado e suas
respectivas diluicbes acrescidas de 10 ul de amostras dos Enterococcus

na concentracdo final de 10° CFU/mL. As placas foram incubadas a 37°C
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por 24 horas. A viabilidade das diluicbes foi determinada através da

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

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia foi realiza com o uso de tiras de papel de silica (fase
estacionaria) e os seguintes solventes (fase moével): agua destilada,
cloroférmio e diclorometano, colocados separadamente em recipientes de
vidro no volume de 20 mL cada. Foram colocados 10uL do extrato bruto
produzido pelo isolado 8S sob as melhores condi¢des nutricionais de
carbono e nitrogénio sobre a fase estacionaria e os solventes subiram por
capilaridade por aproximadamente 3 horas. As manchas foram reveladas
por meio de lampada ultravioleta (Handheld UV Lamp Model 9403F) nos

comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm.

Resultados e Discussao

O perfil de susceptibilidade, determinado através da técnica de difuséo de
disco em agar, das amostras ambientais e clinicas de Enterococcus sp.
mostrou que estas sdo resistentes a pelo menos dois antibiéticos (Tabela
2 e 3). Nas amostras clinicas prevaleceu a resisténcia a pelo menos trés
antibioticos. A maioria das amostras clinicas apresentou resisténcia a
tetraciclina (60%), eritromicina (90%) e cefoxitina (80%), as amostras
ambientais em sua grande parte tiveram resisténcia notavel a eritromicina
(55,56%) e cefoxitina (88,89%). A habilidade deste grupo em adquirir
novos genes de resisténcia importados em plasmideos, transposons e

transposons conjugativos € perturbadora, especialmente se essas



resisténcias estdo associadas com o aumento de sua patogenicidade

(Amyes 2007).

Tabela 2 Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos dos isolados ambientais de
Enterococcus sp
OR NIT*
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Eritromicina; 'Norfloxacina; *Nitrofurantoina. R= resistente; I= intermediario; S= sensivel.

Tabela 3 Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos dos isolados clinicos de
Enterococcus sp
OR NIT*

Enterococcus CFO® TET® VAN® AMP® IMP® PEN' CLO° CIP" ERI
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488
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570
581
603
617
619
1247
1300
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“Cefoxitina; b'I"etraciclina; Vancomicina; dAmpicilina; °Imipenen; 'Penicilina; °Cloranfenicol; hCiproxacina;
Eritromicina; 'Norfloxacina; *Nitrofurantoina. R= resistente; I= intermediario; S= sensivel.

O género Enterococcus tem surgido como um dos mais importantes
patdgenos 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 elevagao na frequéncia de cepas
resistentes aos antimicrobianos de uso corrente (Honer et al 2005). De
acordo com as pesquisas recentes da National Nosocomial Infections
Surveillance os Enterococcus permanecem na terceira posi¢do como o
patdégeno mais comum causador de infeccdes nosocomiais (Fraser et al,

2010).
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Além da resisténcia aos beta-lactdmicos e aos glicopeptideos, os
Enterococos adquiriram resisténcia elevada a outros antimicrobianos, por
mutacdo ou transferéncia de plasmidios. Estes enterococos
multirresistentes sdo também resistentes ao cloranfenicol, tetraciclinas,
eritromicina e rifampicina variando seu isolamento com caracteristicas
locais (Tavares 2000).

No ensaio de dupla camada os seis isolados de Streptomyces utilizados
foram efetivos contra os Enterococcus sp. de origem ambiental (Tabela
4). Das amostras clinicas o isolado 155 de Enterococcus sp. nao sofreu
inibicdo por nenhum isolado de Streptomyces (Tabela 5). No ensaio de
difusdo em pogo o extrato produzido pelo isolado Streptomyces AP
apresentou atividade inibitéria contra 22,22% das amostras ambientais e
50% das amostras clinicas (Tabela 6 e 7). O extrato bruto produzido pelo
isolado Streptomyces 8S mostrou maior atividade antimicrobiana contra
os isolados de Enterococcus sp., no entanto, este resultado nao foi efetivo
para a amostra 155 (Fig. 1).

No ensaio sob diferentes fontes de carbono, a melhor atividade
antimicrobiana em menor tempo ocorreu na presenca do amido como
fonte de carbono, com formacao de halos com didmetros que variaram de
20-25 cm em 72 horas de crescimento do isolado 8S (Tabela 8). A
producao de metabdlitos com atividade antimicrobiana foi notada a partir
do P.I. para sacarose e amido. O uso de sacarose apresentou dois picos
maximos de atividade, 96 horas e 120 horas, sendo a atividade
antimicrobiana maior no ultimo pico. Os picos de atividade maxima
antimicrobiana, observados no uso de sacarose como fonte de carbono

podem indicar que o isolado ao degradar o dissacarideo em glicose e

11



frutose pode utilizar os monossacarideos para produ¢cdo de compostos
secundarios com propriedades antimicrobianas. A producdo de
metabdlitos com acédo antimicrobiana no meio contendo glicerol foi

observada apods 48 horas, tendo atividade maxima em 72 horas.

Fig. 1 Ensaio de difusdo em pogo. Atividade antibidtica do extrato bruto produzido pelo
isolado 8S sob diferentes fontes de carbono (AM: amido; SA: sacarose; GLI: glicose;
GLCL: glicerol).

A — Enterococcus ambiental 5.4. Halos presentes em AM, AS e GLCL B — Enterococcus clinico
155. Auséncia de halos de inibigao.

Tabela 4 Perfil da atividade antimicrobiana de isolados de Streptomyces sp. contra
Enterococcus sp. de origem ambiental pela técnica de dupla camada

Streptomyces  2S 38 8S 48 50 AP

Enterococcus

3.2 + + + + + +
3.8 + + + + + +
3.19 + + + + + +
3.20 + + + + + +
4.16 + + + + + +
54 + + + + + +
5.6

513 + + + + + +
5.16 + + + + + -

(+) Formagéo de halo. (-) Auséncia de halo.
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Tabela 5 Perfil da atividade antimicrobiana de isolados de Streptomyces sp. contra

Enterococcus sp. de origem clinica pela técnica de dupla camada

Streptomyces

Enterococcus

28

3S

8S

48

50

AP

155
488
555
570
581
603
617
619
1247
1300

+ o+ 4+ o+ o+

+

+

+

+ + + o+ 4+

+

+

+

+ + + o+ 4+

+

+

+ + + o+ 4+

+

+

+ + + o+ 4+

+

+

+ o+ + o+ o+

+

(+) Formagéo de halo. (-) Auséncia de halo.

Tabela 6 Perfil da atividade antimicrobiana de isolados de Streptomyces sp. contra
Enterococcus sp. de origem ambiental. Técnica de difusdo em poco

Streptomyces

28 38 8S 48 50 AP
Enterococcus
3.2 17 23 25 21 21 -
3.8 19 23 25 23 25 -
3.19 17 22 26 22 25 -
3.20 17 22 27 21 25 -
4.16 25 23 23 21 17 -
5.4 21 25 29 25 25 -
5.6 17 21 25 19 21 18
5.13 19 23 19 21 24 19
5.16 21 21 27 23 25 -

Diametro da zona de inibigdo (mm).

Tabela 7 Perfil da atividade antimicrobiana de isolados de Streptomyces sp. contra
Enterococcus sp. de origem clinica. Técnica de difusdo em pogo
Streptomyces

28 3S 8S 48 50 AP
Enterococcus
155 - - - - - -
488 18 25 29 28 27 -
555 21 25 37 25 37 25
570 13 25 29 29 23 -
581 21 21 29 29 37 -
603 25 25 37 29 14 21
617 25 25 37 29 33 33
619 25 25 37 29 41 17
1247 - 24 37 26 33 21
1300 - - 29 25 33 -

Diadmetro da zona de inibigdo (mm).
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No presente estudo, o isolado 8S produziu metabdlitos secundarios
bioativos na presenca de amido, sacarose e glicerol como fontes de
carbono. O uso de glicose como fonte de carbono foi observado
crescimento celular, porém a producao de metabdlitos bioativos néo foi
detectavel ou encontrava-se em baixa concentracdo. A glicose € uma
molécula mais simples que as demais fontes de carbono e pode estar
sendo metabolizada mais rapidamente e contribuindo apenas para
sintese de material celular. Dessa forma, uma pequena quantidade de
carbono e energia fica disponivel para a produgéo de antibiéticos.

A (glicose tem sido usada extensivamente como substrato para
crescimento e produgdo por fermentacdo de um grande numero de
antibiodticos e metabdlitos secundarios. Entretanto, a producdo desses
compostos pode ser negativamente afetada pela concentracdo deste
carboidrato assim como a absor¢cdo de outras fontes de carbono
rapidamente assimilaveis. A influéncia negativa da D-glicose vem sendo
bem documentada em diversos antibiéticos. Contudo, exceto para alguns
exemplos como a biossintese de eritromicina por Sacharopolyspora
erythrae ou formagao de actinomicina D em Streptomyces antibioticus, a
base bioquimica e molecular dessa repressdo nao foi claramente
estabelecida e a processo regulador envolvido permanece sem
elucidacao (Escalante et al. 1999).

Relacionando o uso da sacarose e da glicose como fontes de carbono
podemos inferir que a hidrolise da molécula de sacarose em duas fontes
de agucar permite que o organismo tenha um saldo energético para a
produgao de metabdlitos secundarios, utilizando os compostos tanto para

sintese de material celular quanto para a producédo de compostos
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bioativos. Além disso, o crescimento do microrganismo nao esta
diretamente relacionado com a producao de extratos antimicrobianos, um
organismo pode crescer sem produzir metabdlitos com esta fungao, ou
seja, mesmo que 0 meio promova o crescimento do isolado a producao
de moléculas bioativas pode ser baixa. Thakur et al (2009) ao testar a
influéncia da nutricio na produgcdo de metabdlitos antimicrobianos
produzidos por Streptomyces sp. 201 verificaram que a capacidade de
formacédo de zonas de inibicdo ndao estava correlacionada com o peso
seco do micélio.

Em relagdo a biomassa, o crescimento de 8S foi constante durante os
cinco dias na presenca de amido (Fig. 2). Para sacarose o crescimento
apresentou um decréscimo apos 72 horas e um novo pico apés 96 horas.
Através desses resultados pode-se inferir que, para tais condicbes, a
biomassa ndo apresenta relacdo direta com a produgao de metabdlitos
com acgao antimicrobiana para as fontes de carbono analisadas
separadamente. Quando comparados amido e sacarose, observa-se que
a sacarose apresenta maior atividade que o amido com menor
crescimento celular para os periodos de 24 horas e 120 horas. Diferente
dos resultados encontrados neste experimento, Sarra et al (1993)
obtiveram maior peso seco e maior atividade antimicrobiana de
Streptomyces lividans TK21 quando crescido em amido comparado a
sacarose. O mesmo fato ocorreu quando Zahrani (2007) estudou o efeito
de diferentes fontes de carbono sob Streptomyces isolado J12. Ja Os
experimentos relatados por Sathi el at (2001) apontam a sacarose como

melhor fonte de carbono para atividade antimicrobiana.
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O pH da cultura manteve-se constate quando as fontes de carbono foram

sacarose e glicerol (pH 8,0). O isolado crescido tendo amido como fonte

de carbono, manteve-se com pH 6,0 a partir de 48 horas, € no meio com

glicose o pH 7,0 apresentando decaimento em 24 e 120 horas (Fig. 3).

Tabela 8 Peffil
Enterococcus sp. clinicos, ambientais e E .faecium ATCC crescendo em diferentes
fontes de carbono: glicose (GLI), glicerol (GLCL), amido (AM) e sacarose (SA)

de atividade antimicrobiana do

isolado 8S contra

isolados de

PI 24h 48h

Enterococcus GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM AS
155 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4.16 0 0 18 24 O 0 12 18 0 0 20 0

5.4 0 21 20 22 O 0 15 20 O 0 24 17
5.6 0 22 25 25 O 0 0o 21 0 0 25 15
5.16 0 20 20 24 O 0 13 19 0 0 21 16
581 0 20 20 23 O 13 13 17 0 0 23 21
619 0 19 20 25 O 14 15 20 O 0 24 21
1300 0 0 19 21 0 13 22 0 0 0 20
E.faecium 0 20 20 25 O 15 20 O 0 12 20

72h 96h 120h

Enterococcus GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM AS
155 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4.16 0 15 24 18 0 22 22 20 O 26 12 25
5.4 0 11 20 20 O 21 22 21 0 28 25 26
5.6 0 11 25 24 0 14 21 22 0 25 24 22
5.16 0 10 25 19 0 22 21 20 O 26 23 27
581 0 12 22 20 O 18 24 20 O 27 23 25
619 0 12 22 20 O 20 22 22 0 28 11 20
1300 0 15 20 18 O 17 18 19 0 22 26 27
E.faecium 0 18 23 15 0 23 22 24 0 24 25 26

Diametro de zona de inibi¢ao (mm).
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Fig. 2 Curva de crescimento do isolado Streptomyces 8S em diferentes fontes de carbono.
Agitacdo de 100 r.p.m, 30°C durante 120 horas de crescimento
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Fig. 3 Determinagdo do pH da cultura do isolado Streptomyces 8S quando crescido em diferentes
fontes de carbono

No ensaio utilizando-se diferentes fontes de nitrogénio, nitrato de potassio
mostrou melhor acdo antimicrobiana do que as demais fontes de
nitrogénio utilizadas. Thakur et al (2009) ao testar a influéncia da
suplementacao de nitrogénio na produg¢ao de metabdlitos antimicrobianos
por Streptomyces sp. 201 detectaram maior formacao de zona de inibigao
com o uso de nitrato de potassio e asparagina. O ensaio antimicrobiano
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realizado com o pré-indculo ndo mostrou atividade antimicrobiana quando
o nitrogénio era oriundo de extrato de levedura. Os extratos compostos
por sulfato de aménia, extrato de levedura e peptona apresentaram
atividade apenas depois de 72 horas de crescimento. Tanto o extrato
produzido com o uso de peptona quanto o produzido com extrato de
levedura apresentaram atividade maxima ap6s 120 horas (Tabela 9). Ao
testar a influéncia de fontes de nitrogénio Al-Zahrani (2007) obteve as
maiores atividades antimicrobianas nos meios de culturas contendo
nitrato de potassio, extrato de levedura e peptona, respectivamente, e

sulfato de amédnia apresentou a menor formagao de zona de inibigao.

Tabela 9 Perfil de atividade antimicrobiana do isolado 8S contra Enterococcus sp.
clinicos, ambientais e E.faecium ATCC crescido nas fontes de nitrogénio: sulfato de

amonia (AS), peptona (PEP), extrato de levedura (EL) e nitrato de potassio (KNOs).

PI 24h 48h
Enterococcus AS PEP EL KNO; AS PEP EL KNO; AS PEP EL KNO;

155 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4.16 15 15 0 17 0 0 0 9 0 0 0 18
5.4 10 15 0 20 0 0 0 14 0 0 0 21
5.6 13 13 0 22 0 0 0 0 0 0 0 25
5.16 13 13 0 19 0 0 0 13 0 0 0 19
581 15 13 0 19 0 0 0 11 0 0 0 21
619 16 13 0 18 0 0 0 13 0 0 0 20
1300 13 15 0 19 0 0 0 13 0 0 0 0
E.faecium 16 15 0 18 0 0 0 14 0 0 0 11
72h 96h 120h

Enterococcus AS PEP EL KNO; AS PEP EL KNO3; AS PEP EL KNO;

155 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4.16 0 10 14 10 0 16 0 20 0 18 17 15
5.4 0 15 12 17 0 19 0 18 0 20 19 16
5.6 12 22 16 25 0 22 0 22 16 271 22 23
5.16 0 13 0 12 0 16 0 18 0 17 16 15
581 11 16 11 20 0 18 0 21 14 20 19 17
619 0 17 0 18 0 19 0 21 17 20 20 18
1300 0 18 12 18 0 20 0 21 11 20 20 15
E.faecium 11 18 16 20 0 20 0 21 11 18 20 13

Diametro de zona de inibigdo (mm).
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O isolado 8S apresentou maior biomassa nos meios contendo fontes
organicas de nitrogénio (peptona e extrato de levedura) onde também foi
possivel observar a produgado de um pigmento na cor marrom. Himabindu
& Jetty (2006) demonstraram em estudos com Micromonospora
echinospora que 0 meio suplementado com extrato de levedura é
favoravel ao crescimento fisico do microrganismo, mas nao é favoravel
para a producao de antibidticos. O crescimento do isolado foi constante
até as primeiras 96 horas com suprimento de nitrato de potassio e sulfato
de amdnia, apos esse periodo observou-se uma declinio na produgao de
biomassa (Fig. 4). O crescimento do isolado 8S no meio de cultura nitrato
de potassio como fonte de nitrogénio manteve o pH estavel em 7,0 até as
96h de crescimento apresentando um declinio para pH5,0 apds este
periodo. No meio contendo peptona e também extrato de levedura o pH
dos cultivos permaneceram em torno de 6,0. Em sulfato de aménia o pH
inicial foi 6,0 subindo para pH 7,0 apds 24 h e decaindo para pH 5,0 apds

72 horas (Fig. 5).

0,05 -

peso (g/mL)
o
o
s

0,03 // N

/"
0,02 /
0,01 - : ; i,‘j 5 -
0 . . . . .
PI 24h 48h 72h 96h 120h
tempo
—e—Peptona —=— Extrato de Levedura —a—KNO3 Sulfato de Aménia

Fig. 4 Curva de crescimento do Streptomyces 8S utilizando-se diferentes fontes de nitrogénio. Em
agitacdo de 100 r.p.m a 30°C durante 120 horas de crescimento
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Fig. 5 Medidas de pH do Streptomyces 8S em diferentes fontes de nitrogénio. Em agitacéo de 100
r.p.m, 30°C durante 120 horas de crescimento

O decréscimo de pH observado para glicose como fonte de carbono e
para sulfato de aménia como fonte de nitrogénio, pode influenciar na
producdo de antibidticos assim como o crescimento das culturas.
Vasavada et al (2006) reportaram a influéncia do pH na produgédo e no
crescimento de Streptomyces sannanensis e observaram que essa
espécie, assim como outras pertencentes ao género, secretam
metabdlitos antimicrobianos em condi¢des alcalinas e que o crescimento
também é influenciado pela taxa de pH. O mesmo efeito foi observado
por Sultan et al (2002) ao obter melhores condi¢gbes de produgéo in vitro
de metabdlitos ativos de Streptomyces em pH 8 e diminui¢ao de produgao
com a acidificagdo do pH. Neste presente estudo, a melhor atividade

obtida foi em pH 6 perante a suplementacdo de amido e nitrato potassio.
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A concentracdo minima inibitéria (MIC) do composto produzido pelo

isolado 8S contra as amostras de Enterococcus 155, 5.16, 5.4,581, 5.6,

4.16, 619, 1300 e E. faecium foram 0 (ausente), 1:32, 1:32, 1, 1:32, 1,

1:64, 1:8 e 1 respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9 Concentragdo minima inibitoria do extrato de 72 horas produzido pelo isolado 8S

Enterococcus Dilui¢do minima inibitoria
155 -

5.16 1:32

5.4 1:32

581 1

5.6 1:32

4.16 1

619 1:64

1300 1:8

E. faccium 1

A cromatografia em

camada delgada realizada com o solvente

diclorometano mostrou a presenca de uma banda visualizada com luz UV

no comprimento 254 nm. (Fig. 8).

A auséncia de outras bandas pode estar relacionada ao fato destas nao

serem visiveis nos comprimentos de onda utilizados.
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Diclorometano (Fase mdvel 100% diclorometano).

Fig. 8 Identificacdo de compostos bioativos do isolado de Streptomyces 8S usando a
técnica de cromatografia em camada delgada

Conclusoes

- Todos os isolados de Streptomyces apresentaram atividade contra
Enterococcus sp.

- O isolado 8S mostrou um maior espectro de atividade antimicrobiana.

- A fonte de carbono e nitrogénio pode influenciar na capacidade de
produgcao de metabdlitos secundarios.

- A atividade antimicrobiana do isolado 8S foi melhor utilizando-se amido
e nitrato de potassio como fontes de carbono e nitrogénio
respectivamente.

- O pH nao apresentou grandes variagdes frente as diferentes fontes

nutricionais de carbono e nitrogénio.
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- A producao de antibidticos € influenciada pelo tipo e qualidade dos

elementos nutricionais e fatores ambientais.
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