Q\V

A
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA - CAMPUS V
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E SOCIAIS APLICADAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

VITORIA GASPAR BERNARDO

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS EDAFICAS DO
SEMIARIDO PARAIBANO

JOAO PESSOA
2022



VITORIA GASPAR BERNARDO

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS EDAFICAS DO
SEMIARIDO PARAIBANO

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado ao Curso de Graduagao em
Ciéncias Biologicas da Universidade
Estadual da Paraiba, como requisito
parcial a obtengdo do grau de Bacharel
em Ciéncias Biologicas.

Area de concentragdo: Microbiologia
aplicada.

Orientador: Profa. Dra. Brigida Thais Luckwu de Lucena.

JOAO PESSOA
2022



E expressamente proibido a comercializacdo deste documento, tanto na forma impressa como eletronica.
Sua reproducéo total ou parcial é permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reproducao figure a identificacdo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

B523a  Bernardo, Vitoria Gaspar.

Andlise da atividade antimicrobiana de bactérias edéficas
do semiarido paraibano [manuscrito] / Vitéria Gaspar
Bernardo. - 2022.

50 p. : il. colorido.

Digitado.

Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Ciéncias
Biolégicas) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Bioldgicas e Sociais Aplicadas , 2022.

"Orientacdo : Profa. Dra. Brigida Thais Luckwu de Lucena ,
Coordenacéo do Curso de Ciéncias Bioldgicas - CCBSA."

1. Bioprospeccéo. 2. Antimicrobianos. 3. Caatinga. I. Titulo
21. ed. CDD 615.32

Elaborada por Elesbao S. Neto - CRB - 15/347 BSC5/UEPB




VITORIA GASPAR BERNARDO

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS EDAFICAS DO

SEMIARIDO PARAIBANO

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Ciéncias Biologicas da Universidade
Estadual da Paraiba, como requisito
parcial a obtengao do grau de Bacharel
em Ciéncias Biologicas.

Area de concentragao: Microbiologia
aplicada.

Aprovadaem: Z() /03 /2027 .

BANCA EXAMINADORA

i

//

14 Ndﬂ/’ LM )/)1411/ u// ’ pj/ab-/w\
Profa/Dra B/rlglda Thais Luckwu de Lucena (Orientadora)
" Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

Do baorndoy Fendes

Profa. Dra. Daniela Santos Pontes
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

&’eﬂiumu ‘gwx) » J.u kﬂj o

Profa. Dra. Estefania Fernandes Garcia
Universidade Federal da Paraiba (UFPB)




AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Dra. Brigida Thais Luckwu de Lucena, pelo
suporte tanto académico quanto pessoal ao longo da minha iniciagdo como
pesquisadora. Pelas palavras e agdes de encorajamento, me fornecendo diversas
oportunidades de amadurecimento enquanto pesquisadora e pessoa.

Ao corpo docente do curso de Ciéncias Biolégicas da UEPB pela didatica e
comprometimento com o aprendizado do aluno. Aos funcionarios administrativos
e técnicos laboratoriais que contribuiram para o andamento eficiente das
atividades académicas. Agradeco também, a UEPB pela infraestrutura,
financiamentos e oportunidades proporcionadas, permitindo minha iniciagdo na
carreira cientifica e académica.

Aos amigos, Ana Luiza Macedo, Jessica Sobral de Souza, Roberta
Gongalves, Romulo Leite Ramalho e Virginia Milani pelas conversas
descontraidas, pelos momentos de prestigio e desabafo, e principalmente pelos
nossos encontros de jogos e fofocas.

Aos meus pais pela confianga e suporte as minhas escolhas, sacrificando
o0 desejo de permanéncia ao seu lado para permitir que eu siga em busca dos
meus objetivos.

Por fim, ao meu companheiro Bruno Sidnei Guerra Passeti, por
compartilhar a vida comigo, desde tdo novo, mesmo distante da familia. Por sua
confianga, apoio nas tarefas cotidianas, e por seu incentivo tanto intelectual

quanto pessoal.



RESUMO

O crescente surgimento de cepas resistentes a multiplos farmacos (MDR) é um dos
maiores problemas de saude publica mundial, pois reduz as possibilidades de
tratamento de doencgas infecciosas, tornando a descoberta de novos antimicrobianos
extremamente necessaria. Nesse sentido, tais compostos podem ser produzidos
naturalmente por bactérias isoladas das regides semiaridas. As quais se mostram
uma fonte promissora para novos compostos bioativos, ja que as condigdes a que
estdo sujeitas podem ativar diferentes vias metabdlicas e, consequentemente,
podem levar a produgcdo de metabdlitos secundarios ainda nao estudados,
considerando que esse ambiente ainda é pouco explorado quanto a aplicacao
biotecnolégica de sua microbiota. Diante desses fatos, este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de bactérias do solo do semiarido
paraibano. Para isso, foi avaliado o liquido metabdlico de 60 isolados bacterianos
através do método de difusdo em poco, contra Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Aeromonas hydrophila. Entre os quais, os isolados SJC 6.16 (Paenibacillus sp.),
SJC 2.21 (Enterobacter sp.), SJC 5.11 e 5.12 (Bacillus cereus) demonstraram
atividade antimicrobiana em experimentos em que ndo houve separagdao completa
entre fase celular e liquida. Com isso, foi realizada a avaliagao direta do conteudo
celular desses isolados pelo método de bloco de gelose. E todos se mostraram
ativos frente a A. hydrophila, adicionalmente, SJC 6.16 e SJC 5.11 apresentaram
atividade frente a S. enteritidis, SJC 2.21 frente a S. aureus, e, por fim, SJC 5.11 e
SJC 5.12 frente a S. aureus, S. typhimurium e E. coli. Assim, a partir dos resultados
obtidos até o momento, pode-se inferir que tais isolados constituem potenciais
candidatos para a descoberta de novas moléculas antimicrobianas. Dessa forma, o
potencial antimicrobiano precisa ser confirmado com a analise do extrato bruto

desses isolados frente aos patdgenos ja testados e a patégenos resistentes.

Palavras-Chave: Bioprospecc¢ao; Antimicrobianos; Caatinga.



ABSTRACT

The growing emergence of multiple-drug resistant (MDR) strains is one of the major
global health problems, because it reduces the possibilities of infectious diseases
treatment, making the discovery of new antimicrobials extremely necessary. In this
context, these compounds can be produced by bacteria isolated from semiarid
regions. These bacterias display different metabolic pathways leading to the
production of unknown secondary metabolites, whereas this environment is
underexplored regarding the biotechnological application of its microbiota, making
them a promising source of new bioactive compounds. Therefore, this study aimed to
evaluate the antimicrobial potential of bacterias from semiarid soil. To this, the
metabolic liquid of 60 isolates was evaluated by the well diffusion method, against
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, and Aeromonas hydrophila. In experiments that did not
have complete separation between cellular and liquid phases, four isolates, in
particular, SJC 6.16 (Paenibacillus sp.), SIC 2.21 (Enterobacter sp.), SJC 5.11, and
5.12 (Bacillus cereus) demonstrated antimicrobial activity. Thus, the evaluation of the
cellular content of these isolates was performed by the agar plug diffusion method.
All of these isolates have shown to be active against A. hydrophila, additionally, SJC
6.16 e SJC 5.11 against S. enteritidis, SJC 2.21 against S. aureus, and, finally, SJC
5.11 e SJC 5.12 against S. aureus, S. typhimurium e E. coli. Our results showed that
these isolates are promising candidates for the discovery of new antimicrobial
molecules. Therefore, the antimicrobial potential must be confirmed by crude extract

analysis of these isolates against already tested pathogens and resistant pathogens.

Keywords: Bioprospection; Antimicrobials; Caatinga.
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1 INTRODUGAO

A crescente incidéncia de patégenos resistentes a multiplas drogas (MDR-
multidrug resistant) dificulta o tratamento de doencas infecciosas, dessa forma,
aumentando o risco de morte por essas infecgdes, tal fato se configura, portanto, um
problema de saude publica mundial. Assim, ao identificar a gravidade do problema, a
organizacdo mundial de saude (OMS) emitiu uma lista de cepas MDR prioritarias,
para as quais ha necessidade urgente de produgédo de novos antibiéticos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

A maioria dos antibioticos comercializados s&o de origem natural, ou seja, sao
compostos produzidos naturalmente, geralmente, por bactérias, fungos e plantas,
devido a sua facilidade de cultivo para produgdo em larga escala. Antimicrobianos
naturais apresentam complexidade estrutural e caracteristicas fisico-quimicas unicas
selecionadas para interagdo com organismos especificos, o que faz com que sua
identificacado seja realizada de forma mais rapida, com equipamentos mais baratos e
menor gasto de insumos, sendo assim, menos custosa que sua elaboragao quimica

(KUNAKOM; EUSTAQUIO, 2019).

1.1 Resisténcia antimicrobiana

Os antibidticos combatem patégenos bacterianos em diversos sistemas vivos,
evitando a morte de humanos, plantas e animais de interesse econédmico. Seu uso
impacta diretamente a economia global e a saude da populagdo humana,
combatendo infec¢des, permitindo a seguranga alimentar e, simultaneamente, a
producdo agropecuaria e aquicola em grande escala. Na pecuaria, em especial seu
uso é corriqueiro, de modo que antibioéticos sédo dados aos animais criados nao
somente para tratamento, mas também como forma de prevenir infecgbes e garantir
uma maior massa muscular, aumentando os ganhos dos criadores na venda da
carne desses animais (GAWRYJOLEK 2021).

O uso intensivo, e muitas vezes sem necessidade, de antibiéticos de amplo
espectro na medicina e, principalmente, na pecuaria favorece o fenbmeno de

resisténcia antimicrobiana, causando a ineficiéncia do tratamento. Dessa forma,
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outros antibidticos sdo usados, mas a continuacdo do uso indiscriminado realimenta
o ciclo de resisténcia antimicrobiana gerando patégenos MDR (RICHTER et al.,
2019). O descarte inadequado de residuos contaminados, pulverizagdo agricola,
aplicacao de esterco contendo residuos de antibidticos, saneamento inadequado,
grande liberagdo de metais no ambiente sdo alguns dos fatores que também podem
causar contaminagdes ambientais que favorecem a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana (AHMAD et al., 2021). Esse conjunto de fatores vem aumentando as
taxas de incidéncia de patégenos MDR nas ultimas décadas, levando a um
problema de saude publica mundial. Por essa razdo, torna-se urgente o
desenvolvimento de solugdes inovadoras para o tratamento dessas doengas, aliadas
a solugdes sanitarias que reduzam o risco de contaminagdo (GHOSH et al., 2019;
SINGH et al., 2021).

Apesar do uso indiscriminado de antibidticos ser um dos fatores que levam a
resisténcia antimicrobiana, tais farmacos sao a principal forma de tratamento contra
infeccdes de patégenos MDR. Logo, para a continuidade e eficacia do tratamento de
patdogenos resistentes é necessaria a descoberta de novas moléculas
antimicrobianas, as quais podem levar a formagao de novos antibidticos, ao
aprimoramento de antibioticos ja comercializados ou podem servir de base para a
producado de farmacos semi-sintéticos (DESRIAC et al., 2013; TRACANNA et al.,
2017).

A partir dos anos 90 até 2005 houve um preterimento sobre os
antimicrobianos sintéticos por parte das industrias, em detrimento dos
antimicrobianos naturais. Além disso, o investimento para a descoberta de novos
antibidticos foi reduzido nos ultimos anos devido ao baixo retorno financeiro em
relagdo a outros produtos farmacéuticos de uso prolongado, assim, favorecendo a
reducao das opgdes de tratamentos de doencgas infecciosas. Esses fatores aliados a
demora para a aprovagao de medicamentos contribuem para o agravamento do
problema de resisténcia. Atualmente, surtos de patdgenos bacterianos ressaltam a
necessidade de pesquisas dedicadas a obtencdo de novas moléculas
antimicrobianas, sejam elas sintéticas ou naturais. A necessidade é tamanha que,
governantes e instituicdes investigam a possibilidade de incentivos econémicos para

a descoberta de novos antimicrobianos, flexibilizacdo no processo de aprovagao de
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antibioticos e até mesmo prolongagao do periodo de patente (DEMAIN, 2014; JIANG
et al., 2021; MAHLAPUU; BJORN; EKBLOM, 2020).

1.2 Antimicrobianos de Origem Natural

Organismos produzem moléculas antimicrobianas de forma natural, com
finalidade de defesa de patdgenos ou até mesmo, no caso de microrganismos, com
finalidade competitiva, para garantir a colonizagdo de um ambiente. Esses
compostos utilizados na competicdo geralmente sao derivados do metabolismo
secundario dos microrganismos, as quais sao liberadas no meio e nao séo
essenciais a sobrevivéncia do organismo, mas podem permitir melhor exploragao do
meio ambiente, assim como, podem possuir atividade antimicrobiana (DURAND;
RAOULT; DUBOURG, 2019).

Compostos naturais possuem certa vantagem em relagdo a compostos
sintéticos, pois anos de evolugao propiciaram o aprimoramento de ferramentas para
competicdo, como a producdo de compostos que impedem o crescimento
(bacteriostaticos) ou levam a morte (bacteriocidas) de bactérias competidoras
(GRANATO; MEILLER-LEGRAND; FOSTER, 2019). A dindmica das comunidades
microbianas leva a uma coexisténcia equilibrada de cepas produtoras de
antimicrobianos, resistentes e sensiveis. Assim, teoricamente, segundo
Garcia-Gutierrez (2019), a presenca de bactérias resistentes em um ambiente
implica no aprimoramento da produgao de antimicrobianos em cepas produtoras, a
fim de garantir sua continuidade no mesmo ambiente. Da mesma maneira que a
presenca de antimicrobianos no meio seleciona bactérias resistentes. Por essas
razbes, esse autor afirma que, fontes naturais contendo uma ampla diversidade de
microrganismos séo uma fonte subexplorada de novos antimicrobianos.

Os metabdlitos produzidos por bactérias que podem ter atividade
antimicrobiana, incluem lipidios, glicolipidios, oligossacarideos, terpendides,
policetideos(PKS), aminoacidos, peptideos sintetizados por vias ribossomais (como
bacteriocinas) ou nao ribossomais (peptideos nao ribossomais - NRP). Compostos
quimicos produzidos por bactérias intestinais, como acidos organicos, apresentam

atividade antimicrobiana n&o especifica, assim, causando alteragcdes no ambiente ou
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mesmo na ceélula bacteriana como um todo, levando ao estresse celular
(GARCIA-GUTIERREZ, 2019).

Apesar da produgdo de antimicrobianos ser determinada geneticamente,
fatores ambientais interferem na produgdo, alterando a expressao génica e
favorecendo determinadas rotas metabdlicas, potencializando a producédo de
determinado composto (WESTHOFF et al., 2021). Logo, as condi¢gdes de cultivo sao

fatores definitivos para a detecc¢ao da atividade antimicrobiana.

1.3 Métodos de detecgao da atividade antimicrobiana baseados em cultura

Métodos para detecgdo de compostos bioativos baseados em cultivo séo
empregados desde a descoberta dos primeiros antibiéticos, contudo a deteccéo de
um composto bioativo pode levar muito tempo, sendo desgastante para o
pesquisador e, as vezes, nao € reprodutivel, devido ao uso de diferentes
metodologias ndo padronizadas. Dessa forma, a utilizacdo de métodos dependentes
de cultura passou a ser preterida nos ultimos anos, mas seu uso ainda é justificado
por sua simplicidade, baixo custo e pelo fornecimento de resultados baseados em
fendtipo, sendo considerado padréo ouro na detecgdo de microrganismos bioativos
(ALIERO et al., 2018; KHABTHANI; ROLAIN; MERHEJ, 2021; RIOS; RECIO;
VILLAR, 1988).

Métodos independentes de cultura podem ser utilizados em associagao aos
métodos baseados em cultivo, como meétodos metagendmicos e a mineragao
genbmica, que buscam genes associados a producdo de antibidticos, a fim de
agilizar o andamento de pesquisas, detectando potenciais organismos produtores de
antimicrobianos. A limitagdo desse tipo de metodologia tem relagdo com a
expressao génica, pois a presenga de genes associados a produgao de
antimicrobianos ndo garante a produgdo de tais compostos, uma vez que esses
genes podem estar inativados ou reprimidos. Por essa razdo, a produgado de
compostos bioativos s6 pode ser comprovada e bem avaliada com o uso de técnicas
que avaliam o fenétipo (GENILLOUD, 2019; HUG et al., 2018).

Os métodos baseados no cultivo microbiano incluem a andlise do conteudo

celular ou liquido metabdlico que consiste na fase liquida do cultivo bacteriano onde
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estdo apenas compostos secretados pelas células. Um dos métodos mais utilizados
em laboratoérios de microbiologia € o método de difusdo em disco (Figura 1A), o qual
se baseia na analise da atividade antimicrobiana do liquido metabdlico ou o extrato
liquido da bactéria de interesse contido em um disco de papel (BAUER et al., 1966).
O meétodo de difusdo em poco é uma variagao dessa técnica (Figura 1B), consistindo
na confecgcdo de furos no meio de cultura, nos quais € introduzido o liquido
metabodlico (ALAQEEL et al., 2021). Alguns estudos demonstram uma maior
sensibilidade do teste de difusdo em poco em detrimento do teste em disco
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; VALGAS et al., 2007). Segundo Ramires e
Castafio (2009), isso se deve ao fato que os discos de papéis podem reter
moléculas devido a carga elétrica da celulose.

Existem, ainda, métodos que avaliam a atividade celular, como, por exemplo,
o método de difusdo em agar, conhecido também como método de bloco de gelose
(Figura 1C) (ICHIKAWA et al., 1971), e o método de estrias cruzadas (Figura 1D)
(VELHO-PEREIRA; KAMAT, 2011). No método de bloco de gelose, blocos de agar
sdo removidos de uma placa com a bactéria de interesse cultivada, e a cultura
celular é colocada em contato com a placa contendo a bactéria patogénica (bactéria
teste). J& o método de estrias cruzadas, consiste na confeccdo de uma estria
principal da bactéria de interesse, com o comprimento do didmetro da placa, seguida
de estrias perpendiculares de bactérias teste. Sendo este, um teste rapido, mas que
nao é indicado para estudos quantitativos, pois, muitas vezes, as zonas de inibicao
nao se apresentam claras e bem delimitadas (VELHO-PEREIRA; KAMAT, 2011).

Tais métodos sdo bem utilizados para analise qualitativa do potencial
antimicrobiano de diversos isolados bacterianos, permitindo uma facil interpretagao
da atividade inibitoria e a avaliagdo de multiplos isolados conjuntamente (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Dessa forma, possibilitando a selegao de potenciais
candidatos produtores de novas moléculas antimicrobianas, as quais podem levar a
produgdo de novos antimicrobianos, ou mesmo o aprimoramento da acdo dos
antibidticos ja existentes. Muitos estudos ja evidenciaram o potencial antimicrobiano
de diferentes bactérias, especialmente, bactérias pertencentes aos filos
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria (QUINN et al., 2020; KIZHAKKEKALAM,;
CHAKRABORTY, 2020).
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Figura 1: Exemplos de Atividade Antimicrobiana Positiva por Diferentes Métodos
Dependentes de Cultura

Fonte: A: Kim et al. (2018) ; B: Srivastav e Pofali (2018); C: Ashok et al. (2020); D: Kamat e
Velho-Pereira (2012).

1.4 Actinobacteria

Um filo que possui grande destaque quanto a producéo de antimicrobianos &
o filo Actinobacteria, devido, principalmente, ao género Streptomyces, o qual
abrange espécies produtoras de diversos antimicrobianos importantes
comercializados, como estreptomicina, neomicina, tetraciclina, rifampicina, entre
outros (CHANDRA; KUMAR, 2017; LEE; GOH; CHAN, 2020). Sua diversidade de
isolados produtores de compostos bioativos € tamanha que, atualmente, ainda séo
identificadas novas espécies de Streptomyces produtoras de antibidticos contra
patégenos MDR, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina(MRSA),
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), Staphylococcus epidermidis
resistente a meticilina (MRSE) e Acinetobacter baumannii resistente a carbapenema
(QUINN et al., 2020).
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Contudo, outros géneros do grupo também vém sendo relatados
continuamente quanto ao seu potencial antimicrobiano. Na ultima década, ja foi
constatada a atividade antibacteriana de isolados endofiticos de Leifsonia
shinshuensis, Kocuria palustris e Micrococcus yunnanensis contra cepas MRSA
(ASSAD et al., 2021; LEE, 2012; RANJAN; JADEJA, 2017). Corroborando o
potencial antimicrobiano de M. yunnanensis, Palomo e colaboradores (2013)
evidenciaram que bactérias dessa espécie e de K. palustris produzem o peptideo
kocurina, conhecido pela agao contra cepas MRSA. A produgdo de um composto
semelhante a kocurina também foi registrada em uma cepa edéfica de K. kristinae
(KHUSHALANI et al., 2020). Em outro trabalho, o conteudo celular de um isolado da
mesma especie demonstrou atividade antimicrobiana no teste de estrias cruzadas
contra Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Salmonella typhi e
Aspergillus niger (ELBENDARY et al., 2018).

A partir dos fatos apresentados, é notoério que tanto actinobactérias terrestres
quanto marinhas sao candidatas promissoras para a descoberta de novos
antimicrobianos. No entanto, estudos recentes tém demonstrado um grande
potencial antimicrobiano de isolados de outros filos em detrimento das
actinobactérias. De modo que, algumas pesquisas revelam que a maioria das
bactérias bioativas encontradas em seus trabalhos n&o s&o actinobactérias, mas sim
pertencem os filos Firmicutes e Proteobacteria (MATOBOLE et al., 2017,
KIZHAKKEKALAM; CHAKRABORTY, 2020).

1.5 Firmicutes

O filo Firmicutes possui destaque biotecnolégico principalmente devido ao
género Bacillus. Estudos recentes relatam sua atividade antimicrobiana contra
diversos fitopatégenos e patdgenos clinicos, como Candida albicans, S. aureus e
Escherichia coli, mas também relatam a sua atividade catalitica para produgao de
outros farmacos utilizados no tratamento da obesidade e hiperglicemia (NGUYEN et
al., 2021; ROMANENKO et al., 2020; XIE et al., 2021). A atividade catalitica também
pode levar a producado de antimicrobianos, o estudo de Schmitz, Zapp e Bernhardt

(2012) demonstrou que uma hidroxilase esterdide de B. megaterium & capaz de
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produzir o composto triterpendide, 7[3,11a-dihidroxidipterocarpol, com potencial
farmacoldgico e seguro citologicamente.

As espécies B. thuringiensis, B. cereus e B. megaterium s&o conhecidas pela
produgdo das bacteriocinas com acédo contra diversos patdgenos clinicos e até
cepas MDR. A bacitracina, gramicidina e polimixina s&o alguns dos antibiéticos
comercializados derivados de compostos bioativos de Bacillus. Apesar de sua
intensa produgdo de antimicrobianos, poucos farmacos com base nesses
antimicrobianos naturais sdo comercializados devido a alta citotoxicidade desses
compostos (STOICA et al., 2019).

Outros géneros de Firmicutes com potencial antimicrobiano sao Paenibacillus
e Staphylococcus. A produgao de peptideos antibidticos € relatada em ambos
géneros. Staphylococcus warneri secreta SWLP1 (Staphylococcus warneri lantibiotic
peptide 1) que apresenta atividade inibitéria contra patégenos gram positivos como,
S. epidermidis, S. aureus, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus faecium.
Enquanto, Paenibacillus polymyxa secreta paenibacilina e polimixina, o que garante
a esse isolado atividade contra patégenos Gram-positivos e negativos (PETERSEN
et al., 2009; RUA et al., 2014; STOICA et al., 2019). Bibi e colaboradores (2018)
também relatam a atividade antifungica de isolados marinhos do género
Staphylococcus contra diversos fitopatogenos.

Portanto, como diversas espécies de Firmicutes demonstram producao de
antimicrobianos comprovada, esse filo demonstra ser também uma fonte promissora

para busca de antimicrobianos.

1.6 Proteobacteria

O filo Proteobacteria abrange diversos isolados de interesse biotecnoldgico,
com aplicabilidade nos setores industrial, agricola e médico. Em relagdo a sua
aplicagao na industria, pesquisas investigam o metabolismo de isolados desse filo a
fim de obter estratégias para degradagéao de lignina, a qual pode ser utilizadas na
producdo de combustiveis e produtos quimicos, aumentando a eficiéncia da
producao de combustiveis vegetais (KUMAR et al., 2018; MORYA et al., 2019.).
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Quanto a aplicagcdo agricola, diversos estudos avaliam a capacidade de
biocontrole de doencgas fungicas em plantas, constatando atividade antimicrobiana
de isolados como Enterobacter clocae, Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia
cepacia (MACEDO-RAYGOZA et al., 2019; JUNG et al., 2018; ROJAS-SOLIS;
ZETTER-SALMON; CONTRERAS-PEREZ, 2018; ZEIDAN et al., 2019).

Neste sentido, destaca-se o género Stenotrophomonas como fonte potencial
de antimicrobianos, Ryan e colaboradores (2009) relatam a capacidade de controle
biolégico de patdgenos fungicos e bacterianos em culturas vegetais, e também citam
a producao de antibidticos e enzimas pela espécie S. maltophila.

Além disso, Seo e colaboradores (2010) registram a atividade antagdnica de
isolados endofiticos deste género e de Pseudomonas contra Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum e Salmonella enterica
KCTC 12456. Nongkhlaw e Joshi (2015) também constataram nao s6 a atividade
antagbnica de S. maltophila contra S. aureus MTCC96, mas também de
Comamonas.

Segundo Drissi e colaboradores (2015), as bacteriocinas produzidas por
Proteobacteria da microbiota intestinal parecem ter maior atividade antibacteriana,
comparado a outros filos, devido as cargas catibnicas e estrutura a-hélices. Estas
ultimas aumentam sua capacidade de interacdo dependendo do meio, garantindo
uma potente atividade antibiotica em diferentes ambientes.

Nufiez-Montero e Barrientos (2018) afirmam que Proteobactérias s&o
potenciais fontes naturais de novas moléculas com aplicagdo farmacéutica.
Corroborando essa afirmacao, diversos isolados de a-proteobacteria demonstraram
atividade contra cepas selvagens de E. coli, C. albicans e contra S. aureus e S.
epidermidis MDR resistentes a diferentes antibiéticos como, oxacilina, penicilina,
piperacilina, amoxicilina, eritromicina, gentamicina, tetraciclina, entre outros
(HENTSCHEL et al., 2001).

Ainda, isolados do género Pseudomonas demonstraram atividade frente a
diversas cepas selvagens e resistentes de E. coli, S. aureus, E. clocae, S
epidermidis, Enterococcus faecalis e K. pneumoniae (ISMAIL-BEN ALI et al., 2012;
SANTOS et al., 2010). Outros trabalhos também relatam produgdo de compostos

com propriedades antibacterianas por isolados do filo, como holomicina, tiomarinol,
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pirrolnitrina, althiomicina, enaciloxina lla, entre outros (BUIJS et al., 2019;
DEPOORTER, 2016; DESRIAC et al., 2013).

Apesar da atividade antimicrobiana e produgdo de antimicrobianos
comprovada, ao que se sabe, nenhum medicamento derivado de compostos
bioativos de proteobactérias sdo comercializados ainda. Além disso, s&o poucos 0s
estudos que objetivam especificamente a busca por antimicrobianos de
proteobactérias. Por essas razdes, sao necessarios estudos mais aprofundados
nesse filo, objetivando realizar o isolamento do composto e avaliar sua citotoxicidade
para entdo serem realizados mais estudos clinicos. Assim, a detecgao da atividade
antimicrobiana de proteobacteria contra isolados clinicos € relevante pois contribui

para o embasamento de futuras pesquisas mais aprofundadas.

1.7 Potencial da microbiota do Semiarido

Organismos de diferentes ambientes estdo adaptados as suas respectivas
condigdes ambientais especificas, de modo que cada organismo apresenta uma rota
metabdlica unica adaptada para a sua sobrevivéncia nesse local, esse metabolismo
pode levar a producdo de composto unicos, os quais podem apresentar potencial
biotecnolégico (AL-AMOUDI et al.,2016;GRACA et al., 2015). Portanto, a origem da
bactéria pode ser fundamental para o éxito da busca por isolados produtores de
moléculas antimicrobianas.

O solo em si € uma importante fonte de organismos produtores de compostos
bioativos, a maioria dos antibioticos naturais estudados advém desse ambiente.
Apesar de serem bem estudados quanto a seu potencial biotecnolégico, o
microbioma dos solos é alvo de pesquisas até os dias atuais, tanto para fins
agricolas quanto para a descoberta de enzimas e outros compostos com aplicagao
industrial e farmacéutica (ABERA, 2021; ABHINANDAN et al., 2019; CHANDRA,
KUMAR, 2017)

Outra potencial fonte de organismos bioativos € o semiarido brasileiro, mais
especificamente a Caatinga, cujas condigdes ambientais peculiares a tornam um

local promissor para a busca de microrganismos com potencial antimicrobiano, no
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entanto, ainda € um ambiente pouco explorado do ponto de vista biotecnolégico.
Esse ecossistema € considerado um ambiente extremo por alguns autores por
apresentar baixa precipitacdo, altas doses de radiacido ultravioleta e temperaturas
(CARVALHO et al., 2016; DUARTE, 2012; FERREIRA, 2014). Tal fato contribui ainda
mais para o possivel potencial biotecnolégico da Caatinga, uma vez que estudos
correlacionam organismos com nova diversidade quimica a fontes naturais que
apresentam condi¢gdes ambientais extremas (NICOLAU, 2016; RADDADI et al.,2015;
SANCHEZ-OTERO et al.,2019).

Ainda destacando a forte influéncia dos fatores ambientais do semiarido na
producdo de antimicrobianos, o estudo de Charlop-Powers e colaboradores (2014)
demonstrou uma frequente associagao de microrganismos produtores de compostos
bioativos a solos aridos. Como o semiarido brasileiro, apresenta caracteristicas
semelhantes a ecossistemas aridos, € possivel que mecanismos de adaptacao
semelhantes possam estar presentes na microbiota edafica da Caatinga, tornando-a
um objeto de interesse para a investigacdo quanto a producdo de compostos com
potencial para bioprospec¢cdo. Embasando essa afirmagéo, estudos recentes ja
demonstraram a producao de enzimas e compostos com potencial antitumoral e com
aplicacdo em diversos setores industriais (DA SILVA; DA SILVA; COELHO, 2019;
MENDES-SILVA et al., 2021).

No entanto, tal ecossistema vem sofrendo com a desertificacdo impulsionada
pelo desmatamento promovido pelo setor agropecuario. Estudos ja comprovam que
tal processo € uma ameacga aos estoques de carbono da regido e a biodiversidade
da fauna, flora e do microbioma (DE ARAUJO FILHO et al., 2018; DE CASTRO
OLIVEIRA et al., 2019). Diante desses fatos evidenciados, este trabalho contribui
para expansdo do conhecimento sobre o potencial biotecnoldgico das bactérias
edaficas do semiarido brasileiro, proporcionando o destaque biotecnolégico da
regido. Tal destaque pode agregar valor econdmico ao ecossistema, atraindo olhares
de investidores para pesquisas futuras. Dessa forma, havera mais incentivos para o
estabelecimento de medidas conservacionais, uma vez que € necessario que a
microbiota, fonte biotecnoldgica, seja preservada para descobertas futuras e para o

usufruto dos compostos bioativos.
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Ainda, a descoberta de bactérias edaficas produtoras de antimicrobianos
contribuira no embasamento de pesquisas sobre antimicrobianos naturais de
bactérias e pode levar ao desenvolvimento de novos antibidticos ou a
potencializagao de antibidticos ja existentes. Dessa forma, reforcando a importancia
de compostos advindos de fontes naturais para a saude humana, assim como, para

a industria farmacéutica.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano de

bactérias isoladas do solo do semiarido paraibano.

2.1 Objetivos Especificos

- Investigar a atividade antimicrobiana do liquido metabdlico de isolados do filo
Proteobacteria contra diferentes isolados clinicos;

- Investigar a atividade antimicrobiana do liquido metabdlico de isolados do filo
Actinobacteria contra diferentes isolados clinicos;

- Investigar a atividade antimicrobiana do liquido metabdlico de isolados do filo
Firmicutes contra diferentes isolados clinicos.

- Investigar a atividade antimicrobiana do conteudo celular de isolados edaficos

contra diferentes isolados clinicos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Isolados bacterianos

Foram avaliadas 60 bactérias de interesse pertencentes aos filos
Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes (Tabela 1, 2 e 3, respectivamente). Tais
bactérias foram isoladas de amostras de solo do semiarido no Estado da Paraiba
como detalhado por Neves (2016) e Costa (2018), e sdo mantidas em suspensoes
de glicerol (20 %) a -20 °C junto a outros isolados bacterianos no Laboratério de
Genética e Biotecnologia (LaGeB) do Centro de Ciéncias Sociais Aplicada da

Universidade Estadual da Paraiba.

Tabela 1: Actinobactérias Edaficas Avaliadas Quanto a Atividade Antimicrobiana

IDENTIFICAGAO cODIGO IDENTIFICAGAO CcODIGO
Leifsonia shinshuensis FT 1.18 Micrococcus luteus FT 9.07
Leifsonia shinshuensis FT1.19 Micrococcus luteus FT 9.10
Leifsonia shinshuensis FT1.20 Micrococcus luteus FT 9.1
Leifsonia shinshuensis FT1.21 Micrococcus luteus FT 9.12

Kocuria palustris FT 7.27 Micrococcus luteus FT9.13

Kocuria palustris FT 7.29 Micrococcus luteus FT 9.15

Fonte: Elaborado pela autora;

Tabela 2: Isolados Edaficos de Firmicutes Avaliados Quanto a Atividade
Antimicrobiana

IDENTIFICAGAO cODIGO IDENTIFICAGAO cODIGO
Staphylococcus warneri FT 1.16 Bacillus cereus SJC 2.18
Staphylococcus epidermidis FT 5.16 Bacillus thuringiensis SJC 2.29
Staphylococcus epidermidis FT 5.28 Bacillus cereus SJC 2.8
Bacillus megaterium FT 9.16 Bacillus cereus SJC 5.11
Staphylococcus warneri FT 9.17 Bacillus cereus SJC 5.12
Staphylococcus warneri FT 9.18 Paenibacillus sp SJC 6.16
Staphylococcus cohnii FT 9.30 Paenibacillus sp SJC 6.20
Bacillus cereus SJC 2.10 Bacillus cereus SJC7.10
Bacillus megaterium SJC 2.12 Staphylococcus epidermidis SJC 7.11
Bacillus cereus SJC 2.13 Bacillus cereus SJC 7.29
Bacillus cereus SJC 2.14 Bacillus thuringiensis SJC75
Bacillus cereus SJC 2.15 Bacillus cereus SJC 7.9
Bacillus cereus SJC 2.16

Fonte: Elaborado pela autora;
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Tabela 3: Proteobactérias Edaficas Avaliadas Quanto a Atividade Antimicrobiana

IDENTIFICAGAO cODIGO IDENTIFICAGAO cODIGO
Enterobacter cloacae FT 1.07 Stenotrophomonas maltophilia FT 5.26
Burkholderia cepacia FT1.11 Burkholderia cepacia FT 7.22
Providencia vermicola FT 1.22 Enterobacter sp. SJC 2.21
Klebsiella pneumoniae FT 5.01 Enterobacter cloacae SJC 5.10
Klebsiella pneumoniae FT 5.03 Serratia marcens SJC 5.14

Stenotrophomonas maltophilia FT 5.04 Enterobacter cloacae SJC 5.16
Comamonas sp. FT 5.05 Enterobacter cloacae SJC 5.18
Stenotrophomonas maltophilia FT 5.06 Enterobacter cloacae SJC 5.20
Stenotrophomonas maltophilia FT 5.08 Enterobacter cloacae we zchecch  SJC 5.22
Stenotrophomonas maltophilia FT 5.12 Enterobacter cloacae SJC 5.24
Stenotrophomonas maltophilia FT 5.18 Enterobacter cloacae SJC 5.30
Comamonas terrae FT 5.25

Fonte: Elaborado pela autora;

3.2 Microrganismos teste

Foi avaliada atividade antagbénica do liquido metabdlico dos isolados

bacterianos frente a Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Klebsiella pneumoniae CBAM 0332,
Aeromonas hydrophila CBAM 0173 disponibilizadas pelo Departamento de

Microbiologia de Alimentos/lUFPB e Laboratério de Bioquimica, Genética e

Radiobiologia — BioGeR/UFPB. Adicionalmente, foi avaliada a atividade contra

Staphylococcus aureus, cedida por um laboratério de analises clinicas. Todas as

bactérias patogénicas foram cultivadas em meio TSB, suplementado com &agar a

1,5%, a 37°C, sendo conservadas em suspensdes de glicerol (20 %) a -20 °C,

renovadas a cada ano.
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3.3 Obtencgao do liquido metabdlico

A obtencdo do liquido metabdlico teve como base a preparagcao do
pré-indculo e indculo adaptado de Ferreira (2012). Para produg&o do pré-inéculo, os
isolados bacterianos foram inoculados em uma placa de petri contendo meio TSB,
suplementado com agar a 1,5%, e incubados por 48 horas a 37°C, para o
crescimento celular em toda a placa. Em seguida, foram confeccionados, com
auxilio de um furador esterilizado, blocos circulares de 6 mm de didmetro (blocos de
gelose). Destes, dois foram transferidos para erlenmeyer de 125ml, contendo 25 ml
do meio de cultura liquido TSB, e incubados novamente por 48 horas (Figura 1).

Entdo, uma aliquota de 1,25 mL do pré-inéculo (10% do volume final) foi
transferida para erlenmeyers contendo 12,5 mL de meio de cultura liquido. Em
seguida tal solugdo foi incubada por 96 horas. Para separagédo do sobrenadante e da
biomassa celular, esse cultivo foi centrifugado por 10 minutos a 4000 r.p.m, e entédo
a parte do sobrenadante foi reservada para evitar possiveis contaminacdes

celulares, obtendo-se assim o liquido metabdlico (Figura 2).

Figura 2: Esquema passo-a-passo para obteng¢ao do liquido metabdlico

INOCULAGAO

{ (I 12,5ml TSB /
REMQCAO DO SOBRENADANTE CENTRIFUGACAO INCUBAGAO 96 HRS B

(LIQUIDO METABOLICO) 10000 r.p.m. 10 min

INCUBAGCAQ 48 HRS 2FUROS 6 mm
(blocos de gelose)

25mL TS INCUBACAO 48 HRS

Fonte: Vetores modificados, obtidos em smart.servier.com/
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3.4 Método de difusao em pogo

O liquido metabdlico obtido de cada isolado bacteriano foi avaliado quanto ao
potencial antimicrobiano através do método de difusdo em poco adaptado de
Alageel e colaboradores (2021).

Para a realizagao do teste, foram confeccionados furos(pogos) de 6 mm de
didmetro com o auxilio de ponteiras estéreis de 200 pL, no meio de cultura sdlido
previamente inoculado com uma solugdo do microrganismo teste na escala 0,5
McFarland (equivalente a 1,5 x 10® UFC/mL). Em seguida, 50uL do liquido
metabdlico foram injetados em cada pogo, sendo deixados em repouso, em
temperatura ambiente por 20 minutos, para a difusdo do liquido (Figura 3). Foram
realizados testes em triplicatas, com o adicional de um pog¢o contendo apenas o
meio liquido de cultura como controle negativo, permitindo analisar a possibilidade

da atividade positiva advir do meio de cultivo.

Figura 3: Esquema do Método de Difusdo em Pogo

poco
controle

50 pl

TSB

solucdo patogénica
1,5 x 10® UFCs

50 pl liquido
metabdlico

furos de

Fonte: Vetores modificados, obtidos em smart.servier.com/
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Por fim as placas contendo o liquido metabdlico e o microrganismo teste
foram incubadas a 37 °C e observadas por 24 horas, ou até que o microrganismo
teste tenha crescido por toda a placa, permitindo assim a visualizagao da zona (halo)
de inibicdo, em caso de atividade antimicrobiana positiva. Tais halos tiveram seu
didmetro aferido a partir de um paquimetro digital, em seguida a média aritmética
dos resultados em ftriplicata foi realizada para, entdo, classificar a atividade

antimicrobiana do isolado, com base na classificagédo de Matsuura (2004) (Tabela 4).

Tabela 4: Classificacdo da atividade antimicrobiana

Categoria de atividade antimicrobiana Halo de inibigado médio(mm)
Inerte <7
Baixa 7-10
Moderada 11-14
Alta > 14

Fonte: Adaptado de Matsuura (2004)

3.5 Método bloco de gelose

O procedimento de realizacdo do experimento foi baseado em Ichikawa,
Ishikura e Ozaki (1971). Primeiramente as bactérias de interesse foram cultivadas
em placas contendo meio TSB, suplementado com agar a 1,5%, por 96 horas a
37°C. Desse cultivo foram removidos blocos cilindricos de 6,5 mm de didmetro
(blocos de gelose), os quais foram transferidos para as placas previamente
inoculadas com os microrganismos teste na concentragao equivalente a escala 0,5
de MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL), de modo que o cultivo da bactéria teste fique em
contato com a superficie do meio sdlido. Foram feitos testes em ftriplicatas, com o
adicional de um bloco de gelose estérii como controle negativo (Figura 4).
Finalmente, as placas contendo os blocos de gelose e o microrganismo teste foram
incubadas a 37 °C e observadas por 24 horas. Em caso de atividade antimicrobiana
positiva, o halo de inibicdo foi mensurado e a atividade antimicrobiana do isolado foi

classificada de acordo com a Tabela 4.



Figura 4: Esquema do Método Bloco de Gelose

solucao patogénica
1,5x 10° UFCs |

INCUBACAO 96 HRS

Bloco controle
TSB + dgar 1,5%
estéril

Fonte: Vetores modificados, obtidos em smart.servier.com/
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise do liquido metabdlico

O liquido metabdlico de 56 isolados avaliados ndo demonstrou atividade
antimicrobiana contra S. aureus, K. pneumoniae, A. hydrophila, E. coli, S. enteritidis
e S. typhimurium. Esse resultado pode ser fruto da estratégia de analise do potencial
antimicrobiano a partir do liquido metabdlico, em que as moléculas bioativas podem
se encontrar mais diluidas, desse modo, atenuando a atividade antimicrobiana.
Sendo assim, é possivel que o extrato bruto dos isolados avaliados neste trabalho
se mostre ativo. Makuwa e Serepa-Dlamini (2021) detectaram a atividade
antibacteriana dos extratos de isolados dos géneros Bacillus, Staphylococcus e
Stenotrophomonas frente a E. coli, B. cereus, S. aureus e P. aeruginosa. O extrato
do pigmento de espécies de Micrococcus, em especial, M. luteus, demonstrou ser
ativo contra E. coli, S. typhi, P. aeruginosa, Aspergillus flavus e A. niger
(KARBALAEI-HEIDARI; PARTOVIFAR; MEMARPOOR-YAZDI, 2020; NISHA et al.,
2020).

A acado antifungica de isolados dos géneros Bacillus, Stenotrophomonas e
Kocuria ja foi constatada contra fungos fitopatogénicos (AKTAS et al., 2022,
GOMAA, 2012; HASHEM et al., 2021; ROJAS-SOLIS et al., 2018; SETIAWAN et al.,
2022). Romanenko e colaboradores (2020) detectaram a atividade antimicrobiana de
Paenibacillus tundrae frente a E. faecium, Xanthomonas badrii e C. albicans. Dessa
forma, ainda n&o é possivel afirmar a inexisténcia de atividade antimicrobiana do
liquido metabdlico dos isolados avaliados, pois €& possivel haver atividade
microbiana contra outras bactérias e fungos ndo utilizadas nesse trabalho, como E.
faecium, X. bradii, P. aeruginosa, C. albicans, entre outros.

Ainda, é necessario levar em conta as condigdes experimentais, as quais sao
determinantes para a detecgdo da atividade antimicrobiana. O estudo de
Phonghanpot e Jarintanan (2022) é um exemplo claro da influéncia das condi¢des
experimentais. Nesse estudo foram detectados 3 metabdlitos de Staphylococcus sp.
e M. luteus capazes de inibir S. aureus ATCC 25923 apenas quando seus extratos

brutos foram preparados a partir de co-culturas. O
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O trabalho de Martinez-Cardefias e colaboradores (2012) verificou que a
produgado de bacteriocinas de B. thuringiensis € aprimorada quando o isolado é
co-cultivado com B. cereus, mas, também ¢é influenciada pelo meio de cultivo, pH,
temperatura e agitacdo. Logo, avaliar outras condigdes de cultivo para a obtengao
do liquido metabdlico pode ser objetivo de pesquisas futuras.

Fatores como limitacdo de nutrientes e compostos produzidos pela bactéria
antagonista podem interferir na atividade do composto antimicrobiano (SLATTERY;
RAJBHANDARI; WESSON, 2001; WESTHOFF et al., 2021). Estudos mostram que a
propria molécula antimicrobiana em si, em concentrag¢des subinibitérias, é capaz de
gerar respostas transcricionais em bactérias receptoras, podendo assim levar a
producdo de compostos bioativos nessas bactérias (DAVIS; RAYAN, 2012; MULLIS
et al.,2019)

Assim como, a fase de crescimento da cultura bacteriana em que o liquido
metabdlico é coletado afeta a diretamente sua atividade antimicrobiana, uma vez
que os compostos liberados em uma fase anterior podem ser degradados por
compostos liberados na fase seguinte (LERTCANAWANICHAKUL; SAWANGNORP,
2011). Segundo Lewis (2017), a producao de antimicrobianos geralmente atinge seu
pico proximo a fase estacionaria. Portanto, ter o conhecimento prévio da curva de
crescimento da bactéria a ser testada para a confec¢gao de protocolos de obtengao
do liquido metabdlico pode facilitar a busca por antimicrobianos.

Uma alternativa para solucionar o problema da interferéncia da fase de
crescimento pode ser avaliar o conteudo celular, pois os compostos serao difundidos
no meio logo em seguida a sua liberagéo, evitando sua degradagao e permitindo a
testagem de todos os compostos liberados. Entretanto, é possivel que o co-cultivo
induza a atividade antimicrobiana, ndo sendo uma producdo espontdnea do
antimicrobiano, ja que substancias liberadas pela bactéria patdgena podem ativar
vias biossintéticas na bactéria em estudo (bactéria de interesse) (WESTHOFF et al.,
2021). Logo, é interessante utilizar mais de um método de deteccdo, a fim de
eliminar duvidas sobre a producéo do antimicrobiano.

Durante a realizacdo dos experimentos de difusdo em poco foi detectada
atividade inibitéria apenas em experimentos com contaminacdes celulares dos
isolados SJC 2.21, SJC 5.11 e SJC 512 e SJIC 6.16 (Figura 5). Em tais
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experimentos a fase celular ndo foi separada completamente da fase liquida, apesar
de sucessivas centrifugacbes e visualmente parecer livre de contaminagdes
celulares. Por essa razédo foi realizada a analise da atividade antimicrobiana do

conteudo celular desses isolados através do método de bloco de gelose.

Figura 5: Atividade Antimicrobiana do Liquido Metabdlico com Contaminagao
Celular de Isolados Edaficos

Fonte: produzida pela autora;
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4.2 Analise pelo método de bloco de gelose

Foi registrada a atividade antimicrobiana positiva dos isolados: SJC 6.16
(Paenibacillus sp) contra A. hydrophila e S. Enteritidis (Figura 6), SJC 2.21
(Enterobacter sp) contra S. aureus e A. hydrophila (Figura 7), SJC 5.11 (B. cereus)
contra S. aureus, A. hydrophila, E. coli, S. typhimurium e S. enteritidis (Figura 8),
SJC 5.12 (B. cereus) contra os mesmos isolados de SJC 5.11, com excegao de S.
Enteritidis (Figura 9). O diametro do halo médio de cada atividade positiva pode ser

visualizado na tabela 5.

Tabela 5: Atividade Antimicrobiana de Isolados Edaficos Avaliados pelo Método de
Bloco de Gelose

HALO MEDIO (mm)

IDENTIFICAGAO cODIGO
SA KP AH EC SE ST
Paenibacillus sp SJC 6.16 - - 32,82 - 9,51
Enterobacter sp. SJC 221 15,07 - 15,99
Bacillus cereus SJC5.11 22,82 - 27,39 86 10,51 9,78
Bacillus cereus SJC512 27,7 - 26,88 10,91 - 9,83

Fonte: produzida pela autora; SA: S. aureus clinica, KP: K. pneumoniae CBAM 0332, AH: A.
hydrophila CBAM 0173, EC: E. coli ATCC 8739, SE: Salmonella enteritidis ATCC 13076, ST:
Salmonella typhimurium ATCC 14028.

Os isolados SJC 2.21, SJC 511 e SJC 5.12 apresentaram atividade
antimicrobiana alta contra S. aureus e A. hydrophila, enquanto o isolado SJC 6.16
apenas contra A. hydrophila, segundo a classificacdo de Matsuura (2004). Os
isolados SJC 5.11 e SJC 5.12, apresentaram atividade baixa contra E. coli e S.
typhimurium, assim como o isolado SJC 6.16 e o SJC 5.11 frente a S. enteritidis.
Sendo assim, o presente trabalho sera continuado com a analise do extrato bruto

destes isolados, e posterior identificacdo do metabdlito bioativo.
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Figura 6: Halos de Inibicao do Isolado SJC 6.16 Avaliado pelo Método de Bloco de
Gelose

Fonte: produzida pela autora;

Figura 7: Halos de Inibicdo do Isolado SJC 2.21 Avaliado pelo Método de Bloco de
Gelose

Fonte: produzida pela autora;
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Figura 8: Halos de Inibicdo do Isolado SJC 5.11 Avaliado pelo Método de Bloco de
Gelose

Fonte: produzida pela autora;
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Figura 9: Halos de Inibicdo do Isolado SJC 5.12 Avaliado pelo Método de Bloco de
Gelose

Fonte: produzida pela autora;

Os resultados positivos de Paenibacillus convergem com os resultados
registrados por Alkotaini e colaboradores (2014), os quais constataram a produgao
de um peptideo antimicrobiano intracelular em um isolado de Paenibacillus alvei
contra E. coli, S. Enteritidis, B. cereus e Lactobacillus delbrueckii. Chen, Liu e Hu
(2019) também detectaram a produgédo de um composto semelhante a bacteriocina
por Paenibacillus ehimensis, com atividade contra A. hydrophila, S. aureus, S.

typhimurium, L. monocytogenes, entre outros patégenos.
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A atividade antimicrobiana de isolados do género de Enterobacter também é
corroborada por diversos estudos, como a atividade antagbnica frente as bactérias
B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. typhi, K. pneumoniae,
Streptococcus sp;, e aos fungos patogénicos, C. albicans, A. flavus, Penicillium
expansum, Trichoderma viride, Trichoderma horzianum, entre outros (GONG et al.,
2019; GOPI et al., 2012; GUPTA; RANA, 2018; HAMEED; ABBAS; HAMEED, 2018;
KHALIFA et al., 2016).

Além disso, Shastry, Rekha e Rai (2019) relataram a capacidade de isolados
endofiticos de Enterobacter em inibir a formacao de biofilme de A. hydrophila e P.
aeruginosa, indicando um potencial farmacolégico, uma vez que a inibicdo do
biofilme dificulta o estabelecimento dessas bactérias no meio, dificultando a
propagacéao da infec¢do e, dessa forma atenuando a viruléncia desses patdgenos.

Estudos anteriores ja demonstraram que B. cereus também apresentou
atividade frente a diversos patdégenos como, E. coli, K. pneumoniae, Serratia
marcescens, S. aureus, B. subtilis, A. hydrophila e P. aeruginosa (BASIT et al., 2018;
FELIATRA et al, 2021; SEERANGARAJA et al., 2017; SINGH et al., 2019). A
atividade inibitéria do biofilme de B. cereus contra P. aeruginosa e S. epidermidis
também foi detectada por Sriram e colaboradores (2011).

A resisténcia a antimicrobianos em cepas de S. aureus e A. hydrophila vem
sendo continuamente relatada e, cada vez mais, tem se buscado compreender este
fendmeno nessas espécies (CONG; YANG; RAO, 2020; YU et al., 2021). Diante
disto, € de extrema importancia para pratica clinica a busca por novas estratégias de
tratamento contra tais patdégenos resistentes, como a descoberta de novos
compostos bioativos com acdo antimicrobiana, de forma a possibilitar o
desenvolvimento de novos antibidticos. A OMS ja preconiza a pesquisa e 0
desenvolvimento de novos antibidticos para as cepas MDR de S. aureus, E. coli e
bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Salmonella sp. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Nesse sentido, destaca-se que patdgenos destas espécies
foram inibidos pelas bactérias edaficas bioativas aqui estudadas, logo os compostos
produzidos por tais isolados podem possuir agdo contra linhagens resistentes.
Dessa forma, trabalhos futuros podem analisar a atividade do extrato desses

isolados frente a linhagens resistentes.
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Além da aplicagdo no desenvolvimento de novos antibioticos, os isolados
bioativos detectados neste trabalho podem ser aplicados na produgéo de
probioticos. A atividade antagbnica detectada sugere que os isolados bioativos,
principalmente de Bacillus, podem desempenhar um papel na exclusdo competitiva
de patdégenos, como Salmonella, dessa forma protegendo o organismo contra
infeccdes intestinais e contribuindo para uma microbiota mais diversa e saudavel
(KHOCHAMIT et al., 2020).

Segundo a revisao de Lee, Kim e Paik (2019) os esporos de B. cereus podem
se aderir mais eficientemente as células epiteliais humanas devido a sua
hidrofobicidade do que esporos de outras espécies de Bacillus, desse modo,
favorecendo sua atividade probidtica. Os mesmos autores também relatam que
probioticos de B. cereus para humanos ja sdo comercializados atualmente. Assim,
esses fatos embasam a investigacdo sobre o potencial probiético dessas bactérias,
a qual pode ser realizada em estudos futuros.

O método de bloco de gelose se mostrou eficiente para analise da atividade
celular, detectando uma atividade antimicrobiana mais ampla dos isolados SJC 5.11
e 5.12, em comparagao com a avaliagao pelo método de difusdo em pocgo. Isso
deve-se, provavelmente, ao fato do método de bloco de gelose enfatizar relagdes
antagbnicas (ARMENGOL; HARMANCI; LAFFLEUR, 2021). Como os organismos
sdo colocados em contato direto nesse método, € possivel que a atividade
antagonica observada seja derivada de mecanismos inibitorios dependentes de
contato (GRANATO; MEILLER-LEGRAND; FOSTER, 2019).

A utilizagcdo apenas do liquido metabdlico, no método de difusdo em poco,
impede que a atividade derivada desse tipo de mecanismo seja detectada. Assim, é
notado que cada técnica apresenta sua peculiaridade, de modo que,
frequentemente, ambas técnicas sao utilizadas para a triagem do potencial
antimicrobiano (ASHOK et al., 2020; BOTTA et al.,, 2020; CAMPOS et al., 2019;
LUTI, 2020).

O conhecimento da origem de producdo do composto bioativo é util para a
avaliacdo futura do extrato dos isolados, permitindo a economia de insumos na
producdo do extrato. Pois o solvente utilizado para extragdo do composto bioativo

varia de acordo com sua localizacido, devido a necessidade de lise da parede e
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membrana celular para o acesso ao composto, no caso de compostos bioativos
intracelulares (MOHANRAJ et al., 2011).

O método de bloco de gelose por si s6 nao diferencia a origem de produgao
do composto bioativo, uma vez que, a avaliagdo do conteudo celular implica na
detecgao de compostos retidos e secretados. Assim, para a localizagdo do composto
€ necessario a utilizagdo de metodologias adicionais que avaliem apenas compostos
secretados. Arena e colaboradores (2019) e Mohanraj e colaboradores (2011)
utilizaram o método de bloco de gelose associado ao método de difusdo em pogo
para determinar a localizacao do composto bioativos de seus isolados avaliados.

Portanto, levando em conta o exposto, os resultados positivos da avaliagcédo
do conteudo celular dos isolados SJC 5.11 e 5.12 frente a E. coli, S. enteritidis e S.
typhimurium (Figura 8 e 9), em detrimento dos resultados negativos do liquido
metabdlico (Figura 10), indicam a produgcdo de um composto antibacteriano
intracelular por esses isolados. Dessa forma, sugere-se que a utilizagdo de duas
metodologias que avaliem elementos bacterianos distintos (liquido metabdlico e
conteudo celular) € de suma importancia para a deteccédo e localizagdo (intra ou
extracelular) de compostos antimicrobianos.

No entanto, a origem do composto antimicrobiano desses isolados ativos
contra a A. hydrophila e S. aureus ainda € incerta, uma vez que né&o foi possivel
realizar experimentos em que o liquido metabdlico ndo apresentasse contaminagdes
por células bacterianas. Assim, € possivel que tais isolados produzam tanto
compostos antimicrobianos intracelulares e extracelulares.

O mesmo pode ser afirmado para o composto antimicrobiano de SJC 6.16 e
SJC 2.21, cujos experimentos de difusdo em pogco também apresentaram
contaminagdes celulares, mesmo apos sucessivas centrifugacées. Com isso, é
necessario realizar a obtengcao do extrato bruto da fase celular e liquida de todos os
isolados ativos, para assim, identificar a origem de produg¢do do composto

antimicrobiano.
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Figura 10: Atividade Antimicrobiana Negativa do Liquido Metabdlico dos
Isolados SJC 5.11 e SJC 5.12

Fonte: produzida pela autora;
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos € possivel sugerir que o liquido metabdlico de
isolados de Actinobacteria testados nao apresentam atividade antibacteriana contra
as cepas patogenas avaliadas nas condi¢gdes desenvolvidas neste trabalho.

Apenas o conteudo celular dos isolados de Proteobacteria (SJC2.21 -
Enterobacter sp) e Firmicutes (SJC 6.16 - Paenibacillus sp., SJC 5.11 e SJC 5.12 -
Bacillus cereus) demonstrou atividade antibacteriana. Tais resultados indicam uma
possivel producdo de compostos antibacterianos intracelulares por esses isolados.

No entanto, o potencial antimicrobiano do liquido metabdlico desses isolados
ainda demanda mais estudos, podendo ser analisado futuramente a partir da analise
do extrato bruto da fase liquida desses isolados. Trabalhos futuros podem ser
realizados avaliando o extrato bruto desses isolados frente a cepas resistentes
desses microrganismos teste, como também podem buscar o aprimoramento da
atividade antimicrobiana avaliando outras condi¢gdes de cultivo.

O conteudo celular de isolados de B. cereus se mostrou ativo contra uma
gama maior de patdogenos, sendo candidatos promissores para descoberta de
moléculas antibacterianas de amplo espectro.

A utilizacdo de diferentes metodologias dependentes de cultura foi crucial
para a deteccdo eficiente da atividade antimicrobiana, o que serve de indicacéo para

trabalhos futuros.
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