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RESUMO - As actinobactérias sdo bactérias filamentosas Gram-positivas com grande
potencial na producdo de diversos metabdlitos, como enzimas, compostos antitumorais e
compostos antimicrobianos. O desenvolvimento de estudos em bioprospeccdo € muito
importante na busca de novas fontes potenciais para producdo de substancias com acéo
antimicrobiana (SAMs). Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial de
diversas linhagens de actinobactérias isoladas de diferentes biomas brasileiros na producéo
de SAMs. Ao todo, 176 linhagens de actinobactérias foram testadas contra diferentes
linhagens de bactérias teste (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus MRSA) e leveduras (Cryptococcus neoformans, Candida albicans) com relevancia
médica. As actinobactérias foram cultivadas em meio Agar Muller-Hinton por 12 dias a 28°C
e, apos esse periodo, os microrganismos-teste foram inoculados pela técnica cross-streak
(antibiose) e incubados a 35°C por 48 horas. A linhagem AM6-12 apresentou os melhores
resultados no teste de antibiose e foi selecionada para producdo da SAM por fermentacéo
submersa. A linhagem foi inoculada em frasco conico (1.000 mL) contendo glicerol-peptona,
incubada a 28°C por 12 dias e ap0s obtengdo do sobrenadante, 3 concentracGes diferentes
(50, 100 e 150 wL) do extrato foram aplicados em discos de papel de filtro (<5 mm). Os
discos foram colocados na superficie do meio Agar Muller-Hinton, inoculado com suspens&o
dos microrganismos-teste padronizada (0.5 escala McFarland) e incubados a 35°C por 36h.
Ap0s esse periodo, os halos de inibicao foram medidos e o potencial de inibi¢do determinado.
Os maiores halos de inibicdo foram observados para o S. aureus MRSA (& 19 mm) e P.
aeruginosas (& 10 mm). Assim, os resultados obtidos sugerem o potencial biotecnoldgico da
linhagem AMG6-12 para producao de SAMs por processo fermentativo.

1. INTRODUCAO

As actinobactérias compreendem bactérias Gram-positivas, aerdbias, anaerobias
facultativas ou anaerdbias estritas, quimiorganotréficas e mesofilicas (Goodfellow e Findley,
2010). As actinobactérias estdo amplamente distribuidas em ambientes aquaticos e terrestres,
incluindo ambientes extremos tais como sedimentos de aguas profundas. Porém o principal
reservatorio das actinobactérias, em especial, género Streptomyces, € o solo, apresentando um
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papel preponderante na reclicagem da matéria organica e de moléculas recalcitrantes
(Jurelevicius et al., 2017). Devido a sua grande diversidade metabdlica, as actinobactérias do
género Streptomyces vém sendo descritas como as principais produtores de antibiéticos do
solo e por isso séo consideradas um dos mais importantes microrganismos do ponto de vista
industrial. Apds os antibidticos, as enzimas sdo 0s compostos mais importantes produzidos
pelas actinobactérias. A vantagem da utilizacdo de actinobactérias na producdo de enzimas em
substituicdo as tradicionais fontes animais e vegetais, diz respeito ao rendimento
relativamente alto, eficiéncia de custos e susceptibilidade a manipulacdo genética. Esses
microrganismos sdo capazes de produzir enzimas de interesse médico, como as asparaginases
e proteases; comercial, como celulases e queratinases; e ambiental, como as lipases,
quitinases e lignina peroxidases (Jurelevicius et al., 2017).

Estudar actinobacterias é de grande relevancia biotecnoldgica, em especial nos
diferentes biomas brasileiros. Assim o presente trabalho objetivou avaliar o potencial
antimicrobiano de diferentes linhagens de actinobactérias isoladas de solo de Cerrado, Mata
Atlantica e Ambiente Costeiro (manguezal e restinga) contra bactérias e fungos de
importancia medica.

2. MATERIAL E METODOS

2. 1. Manutencéo das Actinobacteérias e Ensaio de Antibiose

As linhagens de actinobactérias (176) isoladas de diferentes biomas brasileiros
(Cerrado, Mata Atlantica e Ambientes Costeiros) foram cultivadas inicialmente em meio Agar
ISP-2 e incubadas a 28°C por 10 dias para obtencdo de biomassa (Pridham et al., 1956-57).
Apos esse periodo as linhagens foram transferidas com auxilio de uma alga de platina para
outra placa contendo meio Agar Muller-Hinton, sendo, o indculo, realizado na forma de uma
estria central (Figura 1) e o sistema incubado a 28°C / 12 dias. Apds esse periodo 0s
microrganismos-testes (Staphylococcus aureus MRSA BMB9393, Pseudomonas aeruginosas
ATCC9027, Escherichia coli ATCC11229, Candida albicans ATCC 10231 e Cryptococcus
neoformans T1444) foram inoculados através da técnica cross-streak (Figura 1), e entdo
incubados a 35°C / 48 horas (bactérias) e 120 horas (fungos). As placas contendo crescimento
dos microrganismos-testes, sem a presenca das actinobactérias, foram utilizadas como
controle. As linhagens consideradas promissoras foram selecionadas para etapa posterior.

( ) ( ] B Figura 1 — llustracdo esquemaética da forma de inoculacéo
em cross-streak. (A) actinobacteria; (B) microrganismos-
( ] ( ] teste
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2.2. Producéo do Extrato e Antibiograma

Apos avaliacdo do potencial antimicrobiano das actinobactérias pela técnica cross-
streak, a linhagem considerada promissora foi cultivada em meio agar ISP-2 a 28°C / 10 dias,
sendo entdo transferidas, na forma de 2 slots (1 cm?) para frascos conicos (1.000 mL)
contendo 200 mL de meio glicerol peptona (pH 6.5) e incubados a 180 rpm / 28°C / 12 dias
(Sacramento, 2004). Apds esse periodo, a biomassa microbiana foi separada do sobrenadante
por filtracdo a vacuo utilizando papel de filtro (0,45 um) e o sobrenadante conservado sob
refrigeracdo (4°C), para as analises posteriores.

Para a realizacdo do ensaio de antibiograma, diferentes concentracGes de sobrenadante
(50, 100 e 150 pL) foram aplicadas em discos de papel de filtro Whatman (<& 0,5 cm).
Primeiramente, as placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton (20 mL) foram inoculadas
com os diferentes microrganismos-testes (Bactérias: P. aeruginosas ATCC9027, E. coli
ATCC11229, S. aureus MRSA BMB9393; Leveduras: C. albicans ATCC 10231 e C.
neoformans T1444), de forma padronizada (0,5 escala de McFarland), pela técnica do spread
plate, com auxilio de swabb estéril. Apos o inéculo, os discos contendo as diferentes
concentracOes do sobrenadante da cultura da linhagem AMG6-12 foram colocados gentilmente
na superficie do meio de cultura e o sistema incubado a 35°C / 36 h. A verificacdo das zonas
de inibigdo foi realizada medindo-se o didmetro total da area sem crescimento microbiano
(Barry e Thornsberry, 1991).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As 176 linhagens de actinobactérias testadas no presente trabalho fazem parte da colecédo
de culturas do Laboratdrio de Ecologia e Processos Microbianos da Escola de Quimica, UFRJ. As
linhagens foram isoladas de diferentes biomas brasileiros. Apenas 2 linhagens (AM6-12 e CDPI-
73B) foram capazes de inibir 100% (zona de inibicdo > 34 mm) o crescimento das bactérias S.
aureus MRSA BMB9393, E.coli ATCC11229 e P. aeruginosas ATCC 9027 (Tabela 1), e cerca de
150 linhagens foram capazes de inibir o crescimento das leveduras C. albicans ATCC10231 e C.
neoformans T1444. Kumar e Rao (2012) avaliaram o potencial antimicrobiano de 51 linhagens de
actinobactérias, pela técnica de cross-streak, contra S. aureus MRSA, sendo 5 (SRB1, SRB20,
SRB5, SRB32, SRB38) consideradas promissoras, apresentando zonas de inibicdo entre 4,7 e 18,1
mm. A linhagem AMG6-12 foi avaliada quanto a producdo das SAMSs por processo fermentativo e
subsequente avaliacdo do potencial de inibicéo pela técnica do antibiograma. Quando as bactérias-
teste S. aureus MRSA BMB9393 e P. aeruginosas ATCC9027 foram expostas ao disco contendo
150 pL do sobrenadante obtido, foram observadas zonas de inibigéo de & 19,0 mm e & 10,0 mm,
respectivamente, ao fim de 24 h / 35°C. Singh et al. (2012) apresentaram resultados positivos
contra S. aureus MRSA (& 14,0 mm) e E. coli ATCC25922 (& 14,0 mm) quando se utilizou o
sobrenadante obtido a partir da linhagem de actinobactéria MITS1005, isolada de solo de Gwalior
/ India.
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Tabela 1 — Relagdo das actinobactérias mais promissoras quanto a capacidade em inibir o crescimento de
bactérias e leveduras teste

Lir}hagens d_e E.coli SMa;r;:S P. aeruginosas C. albicans C. neoformans
Actinobactéria ATCC11229 BMB9393 ATCC 9027 ATCC10231 T1444

AMB6-12 +++ +++ +++ +++ +++

AIM6-6 - ++ - +++ +++
CDPI-78B - ++ - +++ +++
CDPI-73B +++ +++ +++ +++ +++
CDCI-21A - ++ - +++ +++
CDCI-21B - ++ - +++ +++

(-) auséncia de inibi¢do; (+) inibicdo entre 10-15 mm; (++) inibi¢do entre 15-34 mm; (+++) auséncia de crescimento

4. CONCLUSAO

As actinobactérias sdo amplamente conhecidas como as principais produtoras de
compostos com acdo antimicrobiana no ambiente. A linhagem AM6-12, isolada de ambiente
costeiro, apresentou potencial antimicrobiano contra S. aureus MRSA, um patégeno de grande
relevancia médica, principalmente em ambientes hospitalares. Este resultado sugere seu potencial
uso para fins biotecnoldgicos, em especial pela industria farmacéutica.
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