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RESUMO: (Influéncia da fonte nutricional no crescimento 6timo e na produgao de antimicrobianos produzidos por isolados
de Streptomyces sp. ). Os actinomicetos sdo bactérias caracterizadas por sua habilidade em formar hifas, amplamente dis-
tribuidos no ambiente e conhecidos pela diversidade na produgao de moléculas biologicamente ativas. O presente trabalho
teve por objetivo avaliar a atividade de compostos produzidos por seis isolados de Streptomyces contra dezenove cepas de
Enterococcus. O perfil de susceptibilidade dos Enterococcus foi avaliado para onze antibidticos, empregando a técnica de
difusdo de disco em agar. A atividade antimicrobiana dos estreptomicetos foi avaliada pela técnica da dupla camada. Os iso-
lados que apresentaram atividade foram cultivados em caldo amido caseina a temperatura de 30 °C por sete dias, em agitagdo
constante. Ap6s crescimento, a cultura foi filtrada para obtengdo do extrato bruto. A atividade antimicrobiana do extrato
foi avaliada através da técnica de difusdo em pogo. O isolado que apresentou maior espectro de agao foi selecionado para
crescimento em meios de cultura suplementados com diferentes fontes de carbono e nitrogénio. O pH da cultura e biomassa
foram determinados em todos os ensaios. Todos os isolados de Streptomyces foram efetivos contra Enterococcus no ensaio
de dupla camada. No ensaio de difusdo em poco, o isolado 8S apresentou maior atividade antibidtica que os demais isolados
de Streptomyces testados. Ao ser crescido em diferentes fontes de carbono e nitrogénio, o extrato bruto produzido por este
isolado teve melhor agdo antibidtica em amido e nitrato de potassio. Nao foi observada influéncia da biomassa ou do pH na
produgao de moléculas antibioticas.

Palavras-chave: Streptomyces, resisténcia, antimicrobianos, cocos Gram positivos.

ABSTRACT: (Influence of nutritional source in optimum growth and in the production of antibiotics by Streptomyces sp
strains). The actinomycetes are characterized by their ability to form hyphae, are widely distributed in the environment and
well known for the production of biologically active molecules. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of
six Streptomyces isolates against nineteen Enterococcus strains. The susceptibility profiles of Enterococcus were evaluated
against eleven antibiotics by employing the disk diffusion in agar assay. The antimicrobial activity of the streptomycetes was
assessed by means of the double layer method. Isolates which showed activity against the test microorganisms were grown in
starch casein broth at 30 °C for seven days, under constant agitation. After growth, the culture was filtered to obtain the crude
extract. The antimicrobial activity of the crude extract was evaluated by well diffusion method. The isolate that showed the
greatest spectrum of activity was used for growth condition optimization. The isolate was grown in broth medium supple-
mented with different sources of carbon and nitrogen. The pH of the culture and biomass were determined during all assays
period. All Streptomyces strains showed activity against all Enterococcus in the double layer assay. In the well diffusion as-
say isolate Streptomyces 8S showed the higher antibiotic activity against the test microorganisms. When grown on different
carbon and nitrogen sources, the crude extract produced by isolate 8S had better antibiotic activity when grown on starch and
potassium nitrate. There was no effect of biomass or the pH in the production of antibiotic molecules.

Key words: Streptomyces, resistance, antimicrobials, Gram positive coccus.

INTRODUCAO et al. 2003). O género Streptomyces € representado na

Os actinomicetos sdo bem conhecidos pela sua capa- natureza por uma grande variedade e nimero de espécies

cidade de produzir antimicrobianos e outros metabolitos
secundarios importantes tais como antitumorais, antin-
flamatorios (Konishi ez al. 1991, Saadoun & Gharaibeh
2003), agentes antifungicos (Thakur ez al. 2007), agentes
anti-helminticos (Sanglier et al. 1993) e herbicidas (Lee

produtoras da maioria dos antibioticos conhecidos na fa-
milia Actinomycetaceae (Thakur et al. 2009). Os Strep-
tomyces, produzem cerca de 75% dos antibidticos de uso
na medicina humana e veterinaria e 60% dos usados na
agricultura (Watwe et al. 2001). Os principais tipos de
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antibioticos produzidos por espécies de Streptomyces
sdo os aminoglicosideos, antraciclinas, glicopeptideos,
B-lactamicos, macrolideos, nucleosideos, peptideos, po-
lienos, polieteres, e tetraciclinas. O indiscriminado uso
de antimicrobianos na medicina tem contribuido para a
emergéncia cada vez maior de bactérias resistentes aos
antimicrobianos (Ferber 2002, Mathew et al. 2007).

Enterococcus sdo conhecidos como importantes mi-
crorganismos associados com infec¢des nosocomiais. A
emergéncia de Enterococcus nas infec¢des nosocomiais
tem crescido em paralelo com o acentuado niimero de
cepas resistentes a um grande niimero de antimicro-
bianos usados no tratamento de infec¢des em humanos
(Shepard & Gilmore 2002, d’Azevedo et al. 2006, Ma-
covei & Zurek 2007).

A habilidade das culturas de Streptomyces na produ-
¢do de antibioticos ndo ¢ uma propriedade fixa, mas pode
ser aumentada ou completamente perdida sobre diferen-
tes condi¢des de nutricdo e cultivo (Waksman 1961).
Portanto, a constituicdo do meio de cultura, juntamente
com a capacidade metabolica do organismo produtor,
afeta a biossintese do antibidtico (Hassan er al. 2001).
Fontes nutricionais como carbono, nitrogénio e minerais
e fatores ambientais como tempo, temperatura ¢ pH t€ém
uma profunda influéncia na produgdo de antibidticos
pelos actinomicetos (Narayana & Vijayalaksnm 2008).
O presente estudo teve como objetivo avaliar a influ-
éncia de fontes nutricionais na capacidade de producao
de substancias bioativas produzidas por seis isolados de
Streptomyces contra isolados de Enterococcus de origem
clinica e ambiental.

MATERIAL E METODOS

Isolados de actinomicetos

Os seis isolados de Streptomyces sp. utilizados neste
estudo sdo oriundos de processo de compostagem e per-
tencem a bacterioteca do laboratorio de Microbiologia
Ambiental do Departamento de Microbiologia, Imunolo-
gia e Parasitologia — ICBS/UFRGS. Os microrganismos
foram isolados e identificados em nosso laboratdrio utili-
zando provas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares.
As linhagens foram caracterizadas morfologicamente,
seguindo as determinacdes descritas no International
Streptomyces Project (ISP) (Shirling & Gottieb 1966,
Williams et al. 1983). A morfologia das hifas aéreas e no
substrato e a cadeia de esporo foi determinada por analise
de microscopia das culturas apds 10 dias de crescimento
a 30 °C (Williams & Cross 1971). As linhagens cresce-
ram nos meios de cultura agar extrato de malte e levedu-
ra (ISP2) (Shirling & Gottieb 1966) e agar amido caseina
(ACA) seguindo as dire¢des contidas no Bergey’s Manu-
al of Systematic Bacteriology (Williams ez al. 1983). A
determinacdo da cor do substrato aéreo ¢ do micélio, ¢ a
producdo de pigmento foi avaliada nos meios ISP2, agar
inorganico de sal-amido (ISP4) e agar de glicerol-aspara-
gina (ISP5), respectivamente de acordo com o protocolo
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descrito por Shirling & Gottieb (1966).

Para confirmagdo da identificacdo realizada, baseada
nas caracteristicas morfologicas, foram realizadas ampli-
ficagdes da regido 16S rDNA, utilizando os oligonucleo-
tideos descritos por Rintala et al. (2001) especifico para
o género Streptomyces.

Perfil de susceptibilidade das amostras de Enterococcus

Os isolados de Enterococcus oriundos do ambiente
pertencem a bacterioteca do laboratorio de Microbio-
logia Ambiental do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia — ICBS/UFRGS. Os isolados
oriundos de amostras clinicas foram cedidos pelo Dr. Pe-
dro d’Azevedo (UFCSPA). O perfil de susceptibilidade
dos 19 isolados de Enterococcus foi determinado através
da técnica de difusdo de disco em agar conforme as re-
comendacdes da Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute (CLSI 2007). Os antibidticos empregados no anti-
biograma foram: ampicilina (AMP), cefoxitina (CFO),
ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO), eritromicina
(ERI), imipenem (IMP), nitrofurantoina (NIT), norfloxa-
cina (NOR), penicilina (PEN), tetraciclina (TET) e van-
comicina (VAN).

Atividade antimicrobiana dos isolados de Streptomyces:

Técnica da dupla camada

A atividade antimicrobiana dos seis isolados de Strep-
tomyces sp. foi determinada, inicialmente, através da téc-
nica da dupla camada. Foram empregados neste ensaio as
19 cepas de Enterococcus. Os isolados de Streptomyces
sp. foram inoculados em meio agar amido caseina (ACA:
amido 10 g; caseina, 0,12 g; NaCl, 2,0 g; KNO,, 2,0g;
K,HPO,, 2,0 g; MgSO,, 0,05 g; FeSO,, 0,01 g, CaCO,
0,02 g, agar bacteriologico 6 g) pelo método da picada.
Apos 14 dias de crescimento a 30 °C foi vertida sobre os
crescimentos na placa de Petri uma suspensdo contendo
1 mL (10 células/mL) de uma cultura de Enterococcus
¢ 9 mL de agar Miiller-Hilton fundido. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24-48 horas. A partir deste ensaio
foi determinada a atividade qualitativa, presenca ou au-
séncia de halos, dos isolados de Streptomyces sp. contra
as cepas de Enterococcus .

Cultivo em cultura submersa

Para a produgdo do extrato de interesse, os isolados
foram crescidos em frascos de 250 mL contendo 50 mL
caldo amido caseina (AC: amido, 10 g; caseina, 0,12
g; NaCl, 2,0 g; KNO,, 2,0 g; K.HPO,, 2,0 g; MgSO,,
0,05 g; FeSO,, 0,01 g, CaCO, 0,02 g) sob agita¢ao por 7
dias a 30 °C. O pré-ino6culo foi preparado em meio AC
num volume de 50 mL, sem controle de pH, para cada
isolado de Streptomyces sp. O pré-indculo foi cultivado
por 48 horas a 30 °C sob agitacdo de 100 rpm. Apods
esse periodo, 5 mL do cultivo com crescimento celular
foi transferido para um novo frasco contendo o mesmo
meio de cultura e foram incubadas nas mesmas condi-
¢oOes de temperatura e agitacdo por um periodo de 7 dias.
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As amostras coletadas no final do periodo foram sub-
metidas ao processo filtragdo utilizando-se membrana
filtrante (0,22 pm) para a obtengdo dos extratos brutos
livres de células.

Técnica de difusdo em pogo

O ensaio de difusdo em poco consistiu na semeadura
utilizando um suabe impregnado de uma cultura Entero-
coccus. na concentragio de 108 células/mL (0,5 da escala
de MacFarland) sobre uma placa contendo agar Muller
Hinton. Apds a semeadura, foram realizados pogos com
o auxilio de cilindros de aproximadamente 9 mm de
diametro distribuidos eqiiidistantes na placa. Em cada
poco, foram aplicados 100 uL. do extrato bruto de cada
isolado. A placa permaneceu por 16 horas a 4 °C para a
difusdo do extrato no meio de cultura e posteriormente
foi incubado a 37 °C por 48h. A partir desta técnica foi
determinada a atividade semi-quantitativa dos extratos
através da medig@o dos halos de inibigao formados pelos
extratos produzidos pelos isolados perante o microrga-
nismo de interesse. Baseado nos resultados obtidos no
ensaio de sobrecamada e no ensaio de pogo, escolheu-se
o isolado de Streptomyces que apresentou maior espec-
tro de atividade em ambos os ensaios.

Crescimento e produgdo de metabolitos sob diferentes

fontes de carbono

O ensaio da produgdo de metabolitos do isolado de
interesse sob diferentes fontes de carbono foi realizado
contra os Enterococcus que apresentaram o maior perfil
de resisténcia no antibiograma. Para avaliar o efeito da
fonte de carbono na producdo de antibidtico e na bio-
massa, diferentes fontes de carbono foram testadas: ami-
do, sacarose, glicerol e glicose, que foram adicionados
individualmente ao meio basal contendo caseina, 0,3 g;
NaCl, 2,0 g; K. HPO,, 2,0 g; MgSO,, 0,05 g; FeSO,, 0,01
g, CaCO, 0,02 g. As fontes de carbono foram adiciona-
das na concentracdo de 1% no meio basal suplementado
com KNO,, 2,0 g; como fonte de nitrogénio. O isolado
selecionado foi inoculado em frascos de 250 mL conten-
do 50 mL do meio basal acrescido de cada fonte de car-
bono e incubados a 30 °C por 48h. Destes pré-indculos,
foram retirados 5 mL da cultura e inoculados em novos
meios de cultura acrescidos com suas respectivas fon-
tes de carbono. Para os ensaios com cada fonte de car-
bono, cinco frascos foram inoculados com o isolado de
actinomiceto. Os ensaios para determinar a producdo de
antimicrobiano foram realizados a cada 24h por 5 dias.
As amostras foram filtradas através do uso de membrana
filtrante (0,22 pum) para obten¢do do extrato livre de cé-
lulas. Apds a filtragdo, a membrana de cada amostra foi
acondicionada em estufa de 37 °C para pesagem e poste-
rior determinagdo do peso seco. Também foi determina-
da o pH de cada amostra por tempo de crescimento. Para
determinar a atividade antimicrobiana, aliquotas foram
retiradas no tempo zero (inoculagdo - PI), intervalos de
24h, 48h, 72h, 96h e 120h. A atividade dos extratos pro-

duzidos com relagdo ao tempo de crescimento do isolado
de Streptomyces foi determinada utilizando a técnica de
difusdo em pogo. Aquela fonte de carbono que propor-
cionou um extrato com melhor atividade antimicrobiana
em um menor tempo contra os Enterococcus foi utili-
zada para o crescimento do isolado testando diferentes
fontes de nitrogénio.

Crescimento e produgdo de metabdlitos sob diferentes
fontes de nitrogénio

O impacto de diferentes fontes de nitrogénio sob a
producao e o crescimento do isolado de interesse foi tes-
tado adicionando como fonte de nitrogénio, sulfato de
amonia, peptona e extrato de levedura na propor¢do de
0,2% no meio basal contendo a fonte de carbono com
melhor resultado do ensaio sob diferentes fontes de
carbono. Como controle utilizou-se o meio basal suple-
mentado de 0,2% KNO,. Os procedimentos de atividade
antimicrobiana foram realizados da mesma forma como
descrito anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No perfil de susceptibilidade das cepas de Entero-
coccus, observou-se que todas foram resistentes a pelo
menos dois dos antimicrobianos testados (Tab. 1). Nas
amostras clinicas, 90% dos isolados foram resistentes a
eritromicina, cefoxitina e ciprofloxacina e 80% mostram
perfil de resisténcia a tetraciclina e cloranfenicol. Das
amostras ambientais, 90% foram resistentes a cefoxiti-
na e eritromicina (Tab. 1). A habilidade deste grupo em
adquirir novos genes de resisténcia carreados em plas-
mideos, transposons e transposons conjugativos ¢ preo-
cupante, especialmente nos casos onde estas resisténcias
também estdo associadas com o aumento da patogenici-
dade do microrganismo (Amyes 2007).

O género Enterococcus tem surgido como um dos
mais importantes patdgenos hospitalares no mundo intei-
ro. A freqiiéncia de seu isolamento vem aumentando des-
de a ultima década e, paralelamente ao aumento da in-
cidéncia, tem-se observado uma elevagdo na freqiiéncia
de cepas resistentes aos antimicrobianos de uso corrente
(Honer et al. 2005). De acordo com as pesquisas recentes
da National Nosocomial Infections Surveillance, os En-
terococcus permanecem na terceira posicdo como o pa-
togeno mais comum causador de infec¢des nosocomiais
(Fraser et al. 2010). Os Enterococcus, além de apresen-
tarem resisténcia aos B-lactamicos e aos glicopeptideos,
também apresentam elevada resisténcia a outros antimi-
crobianos, como o cloranfenicol, tetraciclinas, eritromi-
cina e rifampicina, com varia¢des que irdo depender do
local de origem da amostra e das caracteristicas desses
locais (Tavares 2000).

No ensaio de dupla camada os seis isolados de Strep-
tomyces utilizados foram efetivos contra os Enterococ-
cus de origem ambiental (Tab. 2). Das amostras clini-
cas, o isolado 155 ndo foi inibido por nenhum isolado
de Streptomyces (Tab. 2). Cabe salientar que a cepa 155
foi resistente a maioria dos antimicrobianos testados,
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Tabela 1. Perfil fenotipico de resisténcia (R, resistente; S, sensivel) a antimicrobianos dos isolados ambientais e clinicos de Enterococcus sp.

Enterococcus CFO TET VAN AMP

IMP

PEN CLO CIP ERI NOR NIT

W
3.8”
3.19"
3.20™
4.16™
5.4

S S

AAANAIAAAIAIAAAIAIINIAIAIAIAIA
THIHIRIIABANADT DT NNNNRENNNN
nLrnnnnnnnnINNNNNNnnn
NN INNNNNNNn

S R S

nnxxurnnnnmIdTurnrnndnnnnn
AAAAAIAI I NN ENNN
AR NAAIIIITLNnnNnnLnnnn
AAAAAAAITNAIAAIIIAIADT TN
AAF LA I TLnNILIITNNNNN
nunnnnnnnndTITrnnInn

* Amostras clinicas.””Amostras ambientais. Abreviaturas: CFO, Cefoxitina; TET, Tetraciclina; VAN, Vancomicina; AMP, Ampicilina; IMP,
Imipenen; PEN, Penicilina; CLO, Cloranfenicol; CIP, Ciproxacina; ERI, Eritromicina; NOR, Norfloxacina; NIT, Nitrofurantoina.

exceto ao cloranfenicol. No ensaio de difusdo em pogo,
o extrato produzido pelo isolado Streptomyces AP apre-
sentou a menor acdo antibidtica (Tab. 3). O extrato bruto
produzido pelo isolado Streptomyces 8S mostrou maior
atividade antimicrobiana contra os isolados de Entero-
coccus (Tab. 3).

No ensaio utilizando diferentes fontes de carbono, a
melhor atividade antimicrobiana com o menor tempo de
crescimento foi obtido para o isolado 8S quando crescido
na presenca de amido como fonte de carbono. Halos de
inibicdo com didmetros que variaram de 20-25 mm fo-
ram observados em 72 horas de crescimento (Tab. 4). A
produgdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana
foi observada partir do tempo zero (P.I) para sacarose e
amido. O uso de sacarose apresentou dois picos maxi-
mos de atividade, 96 h ¢ 120 h, sendo a maior atividade

antimicrobiana observada as 120h. Os picos de maxima
atividade antimicrobiana observados no uso de sacarose
como fonte de carbono podem indicar que o isolado ao
degradar o dissacarideo em glicose e frutose pode uti-
lizar os monossacarideos para produgdo de compostos
secundarios com propriedades antimicrobianas. No meio
contendo glicerol a produgdo de metabolitos com agdo
antimicrobiana foi observada apds 48 horas, com ativi-
dade maxima em 72 horas (Tab. 4).

No presente estudo, o isolado 8S produziu metaboli-
tos secundarios bioativos na preseng¢a de amido, sacarose
e glicerol como fontes de carbono. No uso de glicose,
como fonte de carbono, foi observado crescimento ce-
lular, porém a produgdo de metabdlitos bioativos nao foi
detectavel ou estes encontravam-se em baixa concentra-
¢do. A glicose ¢ uma molécula simples que pode estar

Tabela 2. Perfil da atividade antimicrobiana de isolados de Streptomyces sp. contra Enterococcus sp. de origem ambiental* e clinica** pela

técnica de dupla camada.

Streptomyces

(54
9]
[
9]

Enterococcus

=4
9]
S
(=]
[9)]
=]
>
~

3
38"
3.19™
3.20"
4.16™
5.4
5.6™
5.13"
5.16™
1557
488"
555"
570"
581"
603"
617"
619"
1247
1300"

ottt
A+ttt

e e L
e e e

+

I e
A+t
e e
e e

+ o+

R e i S S S
+

o+
+ 4+ +

+

(+) Formagao de halo. (-) Auséncia de halo.
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Tabela 3. Perfil da atividade antimicrobiana de isolados de Streptomyces sp. contra Enterococcus sp. de origem ambiental* e clinica** pel

técnica de difusdo em pogo.

Streptomyces

Enterococcus 28 3S 8S 48 50 AP
32" 1 7%%* 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 -
54" 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 -
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 -

**% Diametro da zona de inibi¢ao (mm).

sendo metabolizada mais rapidamente e contribuindo
apenas para sintese de material celular. Dessa forma,
uma pequena quantidade de carbono e energia fica dis-
ponivel para a produgdo de antibidticos. A producdo de
metabolitos secundarios ¢ frequentemente afetada de
forma negativa devido a fonte de carbono. Esse feno-
meno regulatorio, chamado de repressdo catabdlica do
carbono, afeta a producdo de metabolitos secundarios
(Inoue et al. 2007). Repressao catabdlica é um fendme-
no generalizado na natureza que pode ser definido como
a repressao de atividades enzimaticas pela presenca de
um catabdlito no meio de crescimento. Embora este
possa ser qualquer catabdlico, maior interesse tem sido
focado no mecanismo de repressao pela glicose (Kwak-

man et al. 1994). Entretanto, a producdo desses com-
postos pode ser negativamente afetada pela concentra-
¢do do carboidrato, assim como a absor¢do de outras
fontes de carbono rapidamente assimilaveis. A influén-
cia negativa da D-glicose vem sendo bem documentada
na producdo de diversos antibidticos (Kwakman ez al.
1994, Kim et al. 2001). Contudo, exceto para alguns
exemplos como a biossintese de eritromicina por Sa-
charopolyspora erythrae ou formagao de actinomicina
D em Streptomyces antibioticus, a base bioquimica e
molecular dessa repressdo nao foi claramente estabele-
cida e o processo regulador envolvido permanece sem
elucidagdo (Escalante et al. 1999).

Relacionando o uso da sacarose e da glicose como

Tabela 4. Perfil de atividade antimicrobiana do isolado 8S contra isolados de Enterococcus sp. clinicos*, ambientais** e E .faecium ATCC,

crescendo em diferentes fontes de carbono: glicose (GLI), glicerol (GLCL), amido (AM) e sacarose (SA).

PI 24h 48h
Enterococcus GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM AS
155" QF** 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4.16™ 0 0 18 24 0 0 12 18 0 0 20 0
54" 0 21 20 22 0 0 15 20 0 0 24 17
5.6” 0 22 25 25 0 0 0 21 0 0 25 15
5.16™ 0 20 20 24 0 0 13 19 0 0 21 16
581" 0 20 20 23 0 13 13 17 0 0 23 21
619" 0 19 20 25 0 14 15 20 0 0 24 21
1300 0 0 19 21 0 0 13 22 0 0 0 20
E.faecium 0 20 20 25 0 0 15 20 0 0 12 20
72h 96h 120h

Enterococcus GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM SA GLI GLCL AM SA
155" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4.16™ 0 15 24 18 0 22 22 20 0 26 12 25
54 0 11 20 20 0 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 0 26 23 27
581" 0 12 22 20 0 18 24 20 0 27 23 25
619™ 0 12 22 20 0 20 22 22 0 28 11 20
1300° 0 15 20 18 0 17 18 19 0 22 26 27
E.faecium 0 18 23 15 0 23 22 24 0 24 25 26

*** Diametro da zona de inibi¢do (mm). PI, Tempo zero.
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Tabela 5. 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) € nitrato de potassio (KNO,).

PI 24h 48h
Enterococcus AS PEP EL KNO3 AS PEP EL KNO3 AS PEP EL KNO3
155% O*** 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 KNO3 AS PEP EL KNO3 AS PEP EL KNO3

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 27 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 inibi¢o em milimetros. P.I., Tempo zero.

fontes de carbono, podemos inferir que a hidrolise da
molécula de sacarose em duas fontes de agucar per-
mite que o organismo tenha um saldo energético para
a producdo de metabolitos secundarios, utilizando os
compostos tanto para sintese de material celular quanto
para a produ¢@o de compostos bioativos. Além disso, 0
crescimento do microrganismo nao esta diretamente re-
lacionado com a produgdo de extratos antimicrobianos;
um organismo pode crescer sem produzir metabolitos
com esta fun¢do, ou seja, mesmo que 0 meio promo-
va o crescimento do isolado, a produgdo de moléculas
bioativas pode ser baixa. Thakur et al. (2009), ao testa-
rem a influéncia da nutri¢do na producdo de metabdlitos
antimicrobianos produzidos por Streptomyces sp. 201,
verificaram que a capacidade de formacdo de zonas de
inibi¢do ndo estava correlacionada com o peso seco do
micélio.

O isolado 8S quando crescido em amido apresen-
tou um aumento constante da biomassa durante os cin-
co dias de incubagdo (Fig. 1). No entanto, as demais

0,14

0,12
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T
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Y
o [=]
@ ®
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fontes de carbono testadas induziram um aumento da
biomassa. Analisando os resultados obtidos (Tab. 4) po-
de-se inferir que, para as condigdes testadas, o aumen-
to da biomassa ndo apresenta uma rela¢do direta com
0 aumento da producdo de metabolitos com atividade
antimicrobiana. Quando comparados os resultados de
acdo antimicrobiana do isolado 8S crescido em amido
e sacarose, observamos que houve uma maior ativida-
de antimicrobiana do isolado 8S, quando crescido em
sacarose, nos periodos de 24 horas e 120 horas, onde a
biomassa era menor daquela obtida pelo crescimento do
isolado em amido. Sarra ef al. (1993) obtiveram maior
peso seco e maior atividade antimicrobiana de Strep-
tomyces lividans TK21 quando crescido na presencga
de amido comparado com o resultado obtido com sa-
carose. O mesmo fato ocorreu quando Zahrani (2007),
que estudou o efeito de diferentes fontes de carbono em
Streptomyces isolado J12. Sathi ez al. (2001) apontam a
sacarose como melhor fonte de carbono para atividade
antimicrobiana.

e} 2ah 4sh

72h 96h 120h

—4—glicose —#—glicerol —&—amido —@—sacarose

Figura 1. Curvas de crescimento do isolado Streptomyces 8S sob diferentes fontes de carbono, a temperatura de 30 °C, por 120 horas e agitagdo

de 100 rpm.
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Biomassa(mg/ml)

—— Peptona —8— Extrato de levedura

—a— Fosfato de potassio

Tempo (h)

——sulfato de aménio

Figura 2. Curvas de crescimento do isolado Streptomyces 8S sob diferentes fontes de nitrogénio, a temperatura de 30 °C, por 120 horas e

agitacao de 100 rpm.

O pH da cultura manteve-se constante quando as fon-
tes de carbono foram sacarose e glicerol (pH 8,0). O
isolado crescido em amido apos 48 horas manteve o
pH em 6,0. Quando crescido com glicose, o pH 7,0 foi
mantido com um declinio em 120 horas.

No ensaio onde diferentes fontes de nitrogénio foram
testadas, a acdo antimicrobiana foi mais eficiente quan-
do o isolado 8S foi crescido em nitrato de potéssio (Tab.
5). Thakur et al. (2009), ao testarem a influéncia da su-
plementac@o de nitrogénio na producdo de metabolitos
antimicrobianos por Streptomyces sp. 201, detectaram
uma maior formacdo de zona de inibi¢do com o uso de
nitrato de potassio e asparagina.

Os extratos brutos resultantes do crescimento do iso-
lado em sulfato de amonia, extrato de levedura e pepto-
na apresentaram atividade somente 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 (Tab.
5). Ao testar a influéncia de fontes de nitrogénio, Al-
-Zahrani (2007) obteve as maiores atividades antimi-
crobianas nos meios de culturas contendo nitrato de po-
tassio, extrato de levedura e peptona, respectivamente,
e sulfato de amoénia apresentou a menor formagao de
zona de inibigdo.

O isolado 8S apresentou formagdo de biomassa to-
tal nos meios contendo fontes organicas de nitrogé-
nio (peptona e extrato de levedura), onde também foi
possivel observar a producdo de um pigmento de cor
marrom. Himabindu & Jetty (2006) demonstraram em
estudos com Micromonospora echinospora que o meio
suplementado com extrato de levedura ¢ favoravel ao
crescimento fisico do microrganismo, mas ndo ¢ favo-
ravel para a producdo de antibidticos. Observou-se um
aumento da biomassa durante toda a curva de cresci-
mento do isolado em meio de cultura com suprimen-
to de sulfato de amonia, peptona e extrato de levedu-
ra, sendo este mais acentuado perante a influéncia de
sulfato de amonio. Para suplementacdo com nitrato de
potassio, pode-se observar um crescimento da biomassa
nas primeiras 96 horas, seguida por um leve declinio na
producdo em sua formagao (Fig. 2). O crescimento do
isolado 8S no meio de cultura suplementado com nitra-

to de potassio manteve o pH estavel em 7,0 até as 96
horas de crescimento e apds observou-se um declinio
para pH 5,0. Nos meios de cultura contendo peptona e
extrato de levedura, o pH dos cultivos permaneceram
em torno de 6,0. Em sulfato de amonia, o pH inicial foi
6,0 passando para pH 7,0 ap6s 24 h e decaindo para pH
5,0 apds 72 horas.

O decréscimo de pH observado para glicose como
fonte de carbono e para sulfato de amdnia como fonte
de nitrogénio pode influenciar na producao de antibioti-
cos bem como o crescimento das culturas. Vasavada et
al. (2006) reportaram a influéncia do pH na produgao e
no crescimento de Streptomyces sannanensis e observa-
ram que essa espécie, assim como outras pertencentes
ao género, secreta metabodlitos antimicrobianos em con-
di¢des alcalinas e que o crescimento também ¢ influen-
ciado pela taxa de pH. O mesmo efeito foi observado
por Sultan et al. (2002) ao obter melhores condigoes de
producao in vitro de metabdlitos ativos de Streptomyces
em pH 8 e diminui¢do de producdo com a acidificagio
do pH. No presente estudo, observou-se que o isolado
8S foi capaz de produzir moléculas bioativas na presen-
¢a de diversas fontes de carbono e nitrogénio bem como
diferentes condi¢des de crescimento, sob influéncia de
variagdo de pH, temperatura e tempo de incubagdo. A
melhor atividade foi obtida para o isolado Streptomyces
8S quando crescido em meio de cultura suplementado
com amido como fonte de carbono, nitrato potassio
como fonte de nitrogénio e pH 6,0 . A atividade inibi-
toria contra as amostras clinicas e ambientais de Ente-
rococcus resistentes a antimicrobianos de uso constante
na pratica clinica caracteriza este isolado como um mi-
crorganismo com uma grande potencial biotecnologico,
pois este composto bioativo, de interesse, pode ser em-
pregado em estudos futuros visando a purificagdo deste
produto para conhecimento da molécula quimica e estu-
do da viabilidade e produ¢ao do mesmo em biorreator.

CONCLUSOES

Todos os isolados de Streptomyces apresentaram ati-
vidade contra Enterococcus. O isolado 8S mostrou um
maior espectro de atividade antimicrobiana quando cres-
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cido em amido e nitrato de potassio. O pH no apresen-
tou grandes variagdes frente as diferentes fontes nutricio-
nais de carbono e nitrogénio. A producdo de antibidticos
¢ influenciada pelo tipo e qualidade dos elementos nutri-
cionais e fatores ambientais.
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