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Resumo:

O surgimento e disseminacdo de bactérias multirresistentes, como Staphylococcus aureus que podem
apresentar elevada morbidade e mortalidade, consistem em relevantes problemas de saude publica. Neste
contexto, a comunidade cientifica tem empreendido esforgos para desenvolver ou descobrir novas classes de
antibiéticos. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de metabdlitos
produzidos por Streptomyces spp. frente a isolados clinicos de Staphylococcus aureus. A metodologia
empregada para producdo de metabdlitos bioativos por Streptomyces spp. foi realizada através de uma
fermentacdo semi-solida. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana destes metabdlitos foi determinada a
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e a Concentracdo Minima Bactericida (CMB) pelo método da microdiluicéo
em caldo de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Todos o0s extratos provenientes
da fermentacdo de Streptomyces spp. apresentaram atividade antimicrobiana com CMI < 15 mg/mL, sendo mais
ativo os extratos EMeOH-3405 e EMeOH-3413. Os metabdlitos de Streptomyces spp. apresentam potencial
antimicrobiano. Esforcos para isolar os compostos responsaveis por essa atividade estdo em andamento.
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Introducéo:

Streptomyces é um género de bactérias Gram-positivas encontradas em uma diversidade de habitats,
em particular no solo (Chater, 2016). S&o conhecidas como produtoras de uma ampla variedade de antibiéticos
e outros compostos bioativos, sendo este género o maior produtor em numero e diversidade de novos
antibidticos, se comparados a outros géneros bacterianos (Rashad et al., 2015). As principais classes de
antibidticos produzidos por Streptomyces incluem aminoglicosideos, antraciclinas, glicopeptideos, B-lactamicos,
macrolideos, nucleosideos, peptideos, polienos, poliésteres e tetraciclinas (Antunes et al., 2013). Além da
atividade antibiética, os metabdlitos secundéarios produzidos por Streptomyces séo descritos na literatura como
antifungicos (Kavitha et al., 2010), antivirais (Ara et al., 2014), anticancerigenos (Tan el al., 2015) e antioxidantes
(Lee et al., 2014).

Apesar de existir no mercado uma gama de farmacos antibiéticos de varias classes quimicas, ainda se
faz necessario a investigacéo de novas moléculas, porque devido ao uso indiscriminado desses farmacos tem
surgido, cada vez mais frequente, estirpes bacterianas multirresistentes®. O desenvolvimento de resisténcia a
multiplas drogas € um problema importante no tratamento de doencas infecciosas causadas por micro-
organismos patogénicos (Wright, 2012).

Um exemplo de bactéria muito propagada em ambientes hospitalares é Staphylococcus aureus
resistente a oxacilina (também conhecida como ORSA - Oxacillin-resistant S. aureus) que se tornou resistente
a varios antibidticos e devido a sua resisténcia crescente é chamada de super-bactéria (CDC, 2017). Infec¢bes
causadas por ORSA estédo associadas com uma taxa de mortalidade de 15-60% (Hemachandran et al., 2011).
De acordo com o centro para Controle e Prevencdo de Doencas dos EUA (CDC), infec¢des causadas por
Staphylococcus ocasiona mais 6bito nos EUA do que a AIDS (Mahajan; Balachandran, 2012)

A evolugdo da resisténcia aos antibidticos por importantes patégenos humanos tornou os antibioéticos
originais (penicilina, estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclinas) e a maioria dos seus sucessores ineficazes. O
interesse da pesquisa em investigar a atividade antimicrobiana de metabdlitos secundarios de Streptomyces
spp. € justificado pelo potencial que o género Streptomyces apresenta em produzir metabdlitos Gteis na industria
farmacéutica.

Metodologia:
Streptomyces spp.

As linhagens bacterianas Streptomyces sp. UFPEDA 3413, Streptomyces sp. UFPEDA 3412 e
Streptomyces sp. UFPEDA 3405 foram isoladas do solo da rizosfera de Paullinia cupana (Kunth) var. sorbilis
(Mart.) Ducke, uma planta nativa do Amazonas-Brasil, conhecida como guarana. As cepas encontram-se
depositadas na Colecao de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos (UFPEDA) sob imersao em dleo
mineral e liofilizada.
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Obtencao dos Metabdlitos de Streptomyces spp. na Fermentacdo Semi-Sélida

O in6culo foi obtido pelo cultivo de Streptomyces sp. UFPEDA 3405, Streptomyces sp. UFPEDA 3412 e
Streptomyces sp. UFPEDA 3413 em frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de meio ISP-2 liquido com
inoculagdo de 20 blocos de gelose de 10 mm de didmetro retirados do crescimento em forma de tapete da
linhagem em ISP-2 4gar, cultivada por 14 dias a 30 °C, e submetidos a agitagdo por 48 h (200 rpm, 30 ‘C). Para
fermentacao, 10 mL do indculo foi adicionado em frasco Erlenmeyer contendo 90 g de arroz parboilizado cozido
incubado por 21 dias a 30 °C.

Ao fermentado semi-sélido foi adicionado 150 mL de metanol e deixados por 48 h a 30 ‘C. Em seguida,
o extrato foi filtrado e adicionado mais 100 mL de metanol por 24 h a 30 °C. O extrato foi novamente filtrado e
concentrado em rotaevaporador sob presséo reduzida a 50 ‘C.

Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada aplicando-se o teste de susceptibilidade para a determinacdo da
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e da Concentragdo Minima Bactericida (CMB). Os extratos testados foram
analiticamente pesados (0,03 g), solubilizados em 100 pL de DMSO e acrescentados 900 pL de meio de cultura
liquido Mueller Hinton (MH), obtendo-se uma solucao estoque de concentracédo 30 mg/mL.

Os micro-organismos utilizados no ensaio foram isolados clinicos do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco: Staphylococcus aureus UFPEDA 700 (Secrecao de Ulcera), S. aureus
UFPEDA 705 ORSA (Ferida operatoria), S. aureus UFPEDA 707 (Secrecao traqueal) e S. aureus UFPEDA 729
ORSA (Secrecao nasal), pertencentes a Colegdo Microbiana do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPEDA). Durante o experimento, os isolados clinicos foram padronizados pela
turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland em &gua destilada estéril, correspondente a uma
concentracdo de aproximadamente 108 UFC/mL.

A CMI foi realizada através da técnica de microdiluicdo, em multiplacas com 96 pocos cultivadas a 37 °C
por 18-24 horas, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2010). A CMB foi
definida como a menor concentracdo da droga que mata 99,9% do micro-organismo utilizado no teste dentro de
um periodo de tempo definido (CLSI, 2008; CLSI, 2010). Sendo determinadas pela subcultura dos pocos azuis
do teste de determinagdo da CMI em placa de Petri contendo o meio sélido MH, incubada a 37 °C por 18-24
horas. Cada amostra foi testada em triplicata em dois experimentos independentes.

Resultados e Discusséo:

Todos os extratos provenientes da fermentacédo de Streptomyces sp UFPEDA 3405, Streptomyces sp
UFPEDA 3412 e Streptomyces sp UFPEDA 3413 apresentaram atividade antimicrobiana em isolados clinicos
de Staphylococcus aureus com CMI < 15 mg/mL. Os extratos mais ativos foram o EMeOH-3405 e 0 EMeOH-
3413 com CMI de 1,87 mg/mL frente a S. aureus UFPEDA 700, S. aureus UFPEDA 707 e S. aureus UFPEDA
729 ORSA

A CMI de diferentes compostos ndo é constante porque € influenciada por muitos fatores, incluindo: a
natureza do micro-organismo empregado no ensaio, o tamanho do inéculo, a composi¢cdo do meio de cultura, o
tempo de incubacdo e aeracdo. Esta concentracdo d4 uma ideia de qual nivel da diluicdo tem atividade
(Zgurskaya; Nikaido, 2000). Na literatura muitos trabalhos relatam a atividade antimicrobiana de metabdlitos
provenientes de Streptomyces spp. Uma série de novos antibiéticos glicopeptideos (manopeptimicinas) foram
isolados do género Streptomyces e apresentaram atividade contra S. aureus resistente a meticilina (He et al.,
2002). Recentemente, Lima et al (2017) também encontrou extratos e fracdes de metabdlitos do género
Streptomyces com atividade frente isolados clinicos de S. aureus.

Conclusdes:
Streptomyces spp. produz metabdlitos secundarios com potencial antimicrobiano. Esfor¢os para
identificacdo das espécies, juntamente com o isolamento, a elucidacdo e 0 mecanismo de a¢éo dos compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana estdo em andamento.
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