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RESUMO

Nos tltimos anos, devido ao aparecimento de cepas patogé€nicas resistentes a multiplos
farmacos (MDR), existe a necessidade de busca de novos compostos antimicrobianos. As
bactérias isoladas de regides semidridas sdo fonte promissora de descobertas de novos
compostos antimicrobianos, visto que podem ativar diferentes vias metabdlicas quando
submetidas a condi¢des de estresse, o que consequentemente pode levar a producdo de
metabdlitos secundarios ainda ndo estudados, e isso abre a possibilidade de descobertas de
novos produtos bioativos e desenvolvimento de novos antimicrobianos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano de Micrococcus luteus isolados do solo do
semidrido paraibano. Catorze isolados de Micrococcus luteus foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana através dos métodos de bloco de gelose e de difusdo em disco.
Nenhum dos isolados de Micrococcus luteus estudados apresentou atividade antimicrobiana
contra as cepas testadas pelo método do bloco de gelose. No entanto, seis cepas apresentaram
atividade contra Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae e duas apresentaram contra
Aeromonas hydrophila e Serratia marcescens, quando testadas pelo método de difusao em 4gar.
Portanto, diante dos resultados obtidos, pode-se inferir que 42,86% dos isolados testados
apresentaram atividade antimicrobiana frente aos microrganismos teste. Contudo, outros

estudos s@o necessarios para comprovar a efetividade dos mesmos.

Palavras-chaves: Bioprospecc¢ao. Antimicrobianos. Caatinga.



ABSTRACT

In recent years, due to the emergence of multidrug resistant pathogenic strains (MDR), it has
been searching for new antimicrobial compounds. The bacteria isolated from semi-arid regions
seem to be a promising source of discoveries of new metabolites, seeing that they can activate
diferente metabolic pathways when subjected to stress conditions, and consequently may lead
to the production of secondary metabolites not yet studied, opening, thus, the possibility of
discoveries of new bioactive products and development of new antimicrobials. The purpose of
this work was screened for the antimicrobial potential of Micrococcus luteus isolated from the
semiarid Paraiba soil. Fourteen isolates of Micrococcus luteus were evaluated for antimicrobial
activity by disk diffusion and agar piece methods. None of the isolates of Micrococcus luteus
showed antimicrobial activity when tested by the agar piece method. However, six strains
showed activity against Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae and two against
Aeromonas hydrophila and Serratia marcescens, when tested by disk diffusion. Thereby, given
the results obtained, it can be inferred that 42,86% of the isolates tested the antimicrobial
activity against the test microorganisms. Although further studies are needed to confirm their

effectiveness.

Key-words: Bioprospection. Antimicrobials. Caatinga.
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1 INTRODUCAO
1.1 Historico dos antibidticos

O termo antibiético (do grego anti+bios — “contrario da vida”) foi introduzido em 1889
pelo micologista francés, Paul Vuillemin. Na década de 1940, o microbiologista descobridor da
estreptomicina, Selman Waksman conceituou antibidtico como substancias produzidas por
microrganismos com potencial de inibi¢do ou destrui¢do de outros microrganismos em solucdes
diluidas (STROHL, 1997; BELLOSO, 2009). Portanto, os antibidticos sdo considerados hoje
compostos naturais ou sintéticos, classificados como bacteriostaticos (quando inibem o
crescimento microbiano) ou bactericidas (quando causam morte de bactérias) (CHAMBERS,

2003; WALSH et al., 2003; SILVA, 2018).

A descoberta dos antibidticos iniciou-se em 1910, quando Paul Ehrlich desenvolveu o
primeiro antibidtico sintético (salvarsan) utilizado contra a sifilis. Posteriormente houveram
poucas descobertas para o desenvolvimento de novos compostos bioatvos, até o
desenvolvimento da proflavina, utilizado contra infec¢cdes durante a Segunda Guerra mundial,
porém este composto foi considerado téxico para ser utilizado contra infeccdes bacterianas, o
que comprovava a necessidade de obter compostos mais eficazes (AMINOV, 2010).

O principal marco na histdria dos antibiéticos foi a descoberta da penicilina em 1928,
por Alexander Fleming (PEREIRA e PITA, 2005; NICOLAOU e MONTAGNON, 2008). A
atividade deste composto era superior a das sulfas, e o fato dos fungos produzirem substincias
capazes de conter a proliferacdo bacteriana, proporcionando a cura de diversas doencgas
infecciosas, motivou a busca de novos antibidticos gerados por culturas de microrganismos

(BETINA, 1983; DELEO e CHAMBERS, 2009; GUIMARARES et al., 2010).

O ano de 1935 foi marcado pela descoberta do pré farmaco prontosil, pelo pesquisador
Gerhard Domagk, no qual este composto demonstrava atividade contra infec¢cdes causadas por
Streptococcus spp. A descoberta do prontosil ocasionou a produ¢do de uma nova classe de
antibidticos sintéticos, sdo elas: as sulfas ou sulfonamidas, as quais formaram a primeira classe
de compostos contra infecgdes sistémicas utilizadas desde os inicios de 1940 (GUIMARAES
et al., 2010).

Entre os anos de 1940-1960 diversos antibidticos foram desenvolvidos através de
triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles utilizados para o tratamento
de bactérias Gram positiva como: peptideos (vancomicina), macrolideos (eritromicina), -

lactamicos (cefalosporina), aminoglicosideos (estreptomicina), tetraciclinas (clortetraciclina),
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e outros (cloranfenicol, rifamicina B, clindamicina e polimixina). E neste periodo somente trés
derivados sintéticos foram produzidos (HARAGUCH, 2000; FERNANDES, 2006;
GUIMARAES et al., 2010; WALSH e WENCEWICZ, 2014).

Durante os anos de 1960-1980 foram inserido no mercado diversos antibidticos semi-
sintéticos eficientes para tratamento contra patégenos Gram positivos e Gram negativos,
similares aos antibidticos de origem natural. Grande parte destes antibidticos foram obtidos a
partir de protdtipos naturais microbianos, como derivados andlogos da tetraciclina, derivados
aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina, amicacina), b-lactamicos (andlogos de penicilina
e cefalosporina, 4cido clavulanico, aztreonam) (FERNANDES, 2006; GUIMARAES et al.,
2010).

Entre os anos de 1980-2000 houve uma diminuicdo na identificacio de novos
antibidticos, a0 mesmo tempo em que sucedeu um aumento na incidéncia de resisténcia
bacteriana. Esta época foi marcada pela alteracdo no mercado dos antibidticos em decorréncia
da introduc¢do da classe das fluroquinolonas sintéticas na metade dos anos de 1980, concebidas
a partir do 4cido nalidixico, e por antibiéticos como imipenem, derivado do B-lactimico e
andlogos da eritromicina (GUIMARAES et al., 2010).

Desde 2000, trinta novos antibidticos (dois formados a partir de produtos naturais, doze
derivados de produtos naturais e dezesseis derivados de sintéticos) e duas novas combinacdes
de inibidores de B-lactamicos / B-lactamases foram divulgados. Destes 30 novos antibidticos,
cinco eram considerados de primeira classe: retapamulina (pleuromutilina, NP-derivada, 2007),
daptomicina (lipopeptideo, NP, 2003), linezolida (oxazolidinona, S, 2000), bedaquilina
(diarilquinolina, S, 2012) e fidaxomicina (tiacumicina, NP, 2011). Dentre os 16 antibiticos
derivados sinteticamente, dois foram oxazolidinonas, onze foram quinolonas e trés eram das
classes de nitroimidazol, tiossemicarbazona e diarilquinolina (BUTLER; BLASKOVICH;
COOPER, 2016).

Recentemente foram descobertos novos antimicrobianos, como teixobactina produzido
por uma nova espécie de P-proteobdcteria temporariamente chamada Eleftheria terrae, que
possui atividade contra Staphylococcus aureus € Mycobacterium tuberculosis (LING et al.,
2015) e o antibidtico lugdunin onde possui uma potente atividade antimicrobiana contra
diversas bactérias patog€nicas gram-positivas, como por exemplo S. aureus resistente a
meticilina. (ZIPPERER et al., 2016).

Moléculas j4 identificadas e conhecidas podem representar compostos antimicrobianos

mais comumente produzidos por actinobdcterias ou fungos e, portanto, mais facilmente
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detectadas usando abordagens tradicionais. A busca por novos compostos antimicrobianos,
principalmente de origem sintética, em que se baseia sobretudo na modificagdo quimica de
moléculas previamente identificadas com alvos conhecidos, tem sido cada vez mais empregada
para a producdo de novos antibidticos. Portanto, por mais que a triagem de produtos naturais
possa continuar a ser otimizada para identificar moléculas de menor abundancia, o rendimento
das técnicas tradicionais em termos do nimero de novos compostos identificados pode nao
retornar aos niveis observados durante as décadas de 1930 e 1970, quando se viu a introdugio
de novos antibidticos com novos mecanismos de acdo (PAYNE et al., 2007; BUSH e PUCCI,
2011). Porém a busca por compostos antimicrobianos tem se tornado constante, procurando-se
a eliminagdo das bactérias “super-resistentes” e infec¢des oportunistas fatais, relacionadas a

quimioterapia, AIDS, transplantes e antineoplastios (PENNA et al., 2001; AVENDANO, 2015)

1.2 Resisténcia aos antibiéticos

A busca por novos compostos farmacolégicos tem se tornado constante, principalmente
devido a resisténcia bacteriana a multiplos antibiéticos (TAKAHASHI et al., 2008; BRITO e
CORDEIRO, 2012).

A resisténcia aos antibidticos atualmente € um dos grandes problemas de satide publica
mais importantes, uma vez que o desenvolvimento da resisténcia € considerada uma resposta
evolutiva a alta pressao seletiva resultante do uso excessivo desses compostos, havendo uma
correlagdo entre um alto consumo de antibidticos e niveis altos de resisténcia microbiana

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005; MULVEY e SIMOR 2009; WRIGHT 2010).

O uso indiscriminado e excessivo de farmacos para fins medicinais, na produgdo de
alimentos para animais e agricultura, tem sido os fatores que aumentam o nimero de cepas
resistentes por mecanismos intrinsecos (resisténcia natural, por exemplo), e por seguinte,
através de mecanismos de transferéncia que compartilham genes de resisténcia, como a
transferéncia horizontal de genes por transformacdo, transdu¢do e conjugacio (GURGEL e
CARVALHO, 2008; TAKAHASHI et al., 2008; HAWKEY, 2008; ZIMERMAN, 2010;
CRISLER et al., 2012; PROCOPIO et al., 2012; BAPTISTA, 2013; VENTURA et al., 2016).
Além disso o desenvolvimento de bactérias resistentes pode ser motivados mediante a producdo
agricola, no qual as bactérias resistentes podem contaminar os vegetais pela exposi¢cdo a dgua

contaminada (na irrigacdo, por exemplo) ou até mesmo pelo solo contaminado (HOLVOET et
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al., 2013), falta de saneamento, mds condi¢des de higiene, deslocamento e agrupamento de
pessoas, entre outros (BRUINSMA et al., 2002; VON NUSSBAUM et al., 2006; ARAUIJO et
al., 2016)

Devido a estes fatores, que consequentemente disseminam a resisténcia aos antibioticos,
nos dltimos anos pesquisadores tém se dedicado a explora¢do de novos farmacos, a partir de
buscas de fontes naturais ainda pouco estudadas, visto que organismos obtidos de novos
ecossistemas estdo constantemente associados a nova diversidade quimica (CLARDY e
WALSH, 2004). Portanto, novas pesquisas visam antibioticos eficazes a bactérias “super-
resistentes” e com baixas possibilidades de desenvolverem resisténcia (PIMENTA e

ROSENDO 2009; AVENDANO, 2015).

1.3 Microrganismos produtores de compostos antimicrobianos

Os produtos naturais microbianos sdo considerados fontes promissoras para a
bioprospeccdo de novos compostos com aplicacdo na producao, principalmente, de fadrmacos
(CONTI; GUIMARAES; PUPO; 2012). Diversos microrganismos estio sendo utilizados para
a busca de novos compostos antimicrobianos, podendo serem isolados, por exemplo, de
ambientes hostis, em que outros organismos nao conseguem sobreviver (COWAN et al., 2015).
Os microrganismos extremofilos sd@o considerados organismos que se adaptaram para prosperar
em nichos ecoldgicos que sdo inabitdveis por outros organismos (RADDADI et al., 2015). Estes
microrganismos estdo amplamente distribuidos e sao considerados um grupo funcionalmente
diverso, nos ultimos anos estudos sobre novas fontes de metabdlitos bioativos, tem investigado
novos habitats como oceanos, solos e regides extremas, como ambientes marinhos, montanhas,
ambientes 4rticos, desérticos e haldfilos, que representam um grande interesse industrial
(BOUDJELLA et al., 2006; ZHANG e ZENG, 2008; CAI et al., 2009; YANG et al., 2009;
ABDELMOHSEN et al., 2010; DURAIPANDIYAN et al., 2010; CANGANELLA e WIEGEL,
2011; MANIVASAGAN et al., 2013; COWAN et al., 2015; GOMES et al., 2018).

Os ambientes considerados extremos possuem caracteristicas peculiares, seja em termos
de parametros fisicos (temperatura, pressao, radiacao) ou quimicos (salinidade, teor de dgua,
pH) (BULL, 2011; DEBBAB et al., 2010; NICOLAU, 2016). Muitos microrganismos que
habitam estes ambientes possuem caracteristicas adaptativas, fisioldgicas e especializadas, que

lhes proporcionam a sobrevivéncia e seu desenvolvimento (ELLEUCHE et al.,, 2015;
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NICOLAU, 2016), que favorecem a producio de metabolitos secundarios bioativos (DEBBAB
etal., 2010; RATEB et al., 2011; RADDADI et al., 2015).

Estudos tem demonstrado a producdo de compostos bioativos por bactérias
extremofilas, como duas espécies de Streptomyces isolados de solos do deserto do Atacama que
produzem ansamicina e macrolactonas com atividade antibacteriana e antimural
(SANTHANAM et al., 2011, 2013; RATEB et al., 2011 ); Actinomyces sp. isolada a de fontes
termais na India, no qual é capaz de sintetizar amilases e celulases (CHAUDHARY e
PRABHU, 2016); microrganismos endofiticos como Streptomyces spp., Micromonospora spp.,
Nocardia spp., Nonomuraea spp. e Amycolatopsis spp, possuem também alta bioatividade,

apresentando ser um potencial para a industria farmacéutica (HUANG et al., 2012).

Pesquisas relacionadas a sedimentos marinhos e profundezas oceénicas indicaram alta
diversidade de metabdlitos, como antibidticos, produzidos por bactérias do filo Actinobacteria,
como estudos realizados nas profundidades ocednicas onde foi encontrado Streptomyces sp.
com atividade antimicrobiana e citotéxica. Pesquisas relacionadas a cepa Streptomyces sp. NTK
937 isolada de sedimento marinhos do oceano Atlantico mostraram que € de sintetizar um novo
antibiético chamado de caboxamicina (DHARMARAJ; ASHOKKUMAR; DHEVENDARAN,
2009; HOHMANN et al., 2009; BHAVANA; PRASAF; RAJAGOPAL, 2013; KAMJAM et
al., 2017).

Atualmente, os microrganismos extremofilos sdo de grande importincia para pesquisas,
levando ao descobrimento de novas moléculas com estruturas complexas e diversas
propriedades, como moléculas com atividade antimicrobiana, citotdxica e antifiingica, com
aplicagdo nas industrias e na biotecnologia, expondo uma extensa drea para aplicacdes que

ainda podem ser explorados (REZENDE, 2010; COKER, 2016; EMILIANI et al., 2018).

1.4 Caracteristicas gerais do filo Actinobacteria

As actinobactérias, inicialmente descritas por Ferdinand Cohn (1875), correspondem a
um grupo de bactérias Gram positivas, caracterizadas pelo alto conteido de G+C e por
desenvolverem esporos, sua principal forma reprodutiva (PELCZAR JR, 1997; KONEMAN et
al., 2008; MADIGAN, 2010). Além disso estes microrganismos possuem uma grande

diversidade morfolégica no qual incluem-se formas de cocos (Micrococcus), coco-bacilo
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(Arthrobacter), outros em formas de hifas curtas e 20 rudimentares (exemplo, Nocardia spp.)
e micélio ramificado (Strepromyces spp.) (VENTURA et al., 2007).

Actinobactérias sdo consideradas um dos grupos mais bem sucedidos, pois ocorrem nos
mais diversos ambientes naturais, como na dgua e no solo (GARCIA, 2006; VASCONCELLOS
et al., 2010), possuindo um papel fundamental na decomposicio de matéria organica e
consequentemente na ciclagem de nutrientes (MABROUK e SALEH, 2014; SILVA et al.,
2015). Podendo estar associados a animais como salamandras (LAUER et al., 2008), esponjas
marinhas (BOSE et al., 2017), colémbolos (AGAMENNONE et al., 2018), e a diversas plantas
(MATSUURA, 2004; QIN et al., 2011; SALAM et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018).

As actinobécterias possuem uma grande importincia biotecnoldgica, principalmente
para as industrias farmacéuticas, pois representam uma notdvel fonte para a sintese de novos
bioativos, como antibidticos (WILLIANS e VICKENS, 1988; STACH et al., 2003; LEIVA et
al., 2004; GOODFELLOW e FIEDLER, 2010; MENDES, 2010; SAADOUN; AL-JOUBORI;
AL-KHOURY, 2015; AZMAN et al., 2017), além de possuirem propriedade fisioldgicas para
a producdo de compostos como lignases, pectinases, amilases, xilanases e quitanases, agentes
antitumorais; vitaminas e aminoacidos (SEMEDO et al., 2004; PETROVA e VLAHOV, 2006;
VENTURA et al., 2007; SIVARAMKRISHNA e MAHAJAN, 2009).

Dentre as actinobdcterias o género Streptomyces, particularmente, €, o mais bem
estudado devido sua significativa producao de metabdlitos secundarios (HOPWOOD et al.,
1980; VENTURA, 2007, WAKSMAN; SCHATZ; REYNOLDS, 2010), e dentre as espécies
produtoras conhecidas estdo: S. aureofaciens e S. rimosus que produzem as tetraciclinas,
clorotetraciclina e oxitetraciclina (RIBEIRO, 2004) , S. coelicolor que produz o actinorhodina
(RUDD e HOPWOOD, 1979), S. ramulosus AZ-SH-29 que sintetiza a vernamicina A que
possui atividade antimicrobiana contra patdogenos como E. coli, S.aureus e K. pneumoniae
(ATTA; HAROUN; KHALIFA, 2011), e S. avermectinis que produz a avermectina (ZHANG
etal., 2017).

Devido as caracteristicas das actinobactérias, principalmente quanto ao nimero e
diversidade de clusters de genes biossintéticos em seus genomas, € que poucas substancias
quimicas bioativas foram evidenciadas at¢é o momento, justificam a busca pela sua
bioprospeccdo, como uma fonte promissora de novas molecular bioativas
(MOHAMMADIPANAH e WINK, 2016). Além disso, muitos estudos foram e estdo sendo
realizados com o objetivo de identificar novas espécies e novos metabolitos que sejam capazes

de ser aplicados nas vdrias dreas cientificas (SILVA et al., 2015).
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1.4.1 Micrococcus luteus

O género Micrococcus pertencente a familia Micrococcaceae, foi descrito
primeiramente por Cohn (1872), formado por bactérias aerdbias, gram - positivas e catalase
positivas (MADIGAN, et al.,, 2010). Desde sua primeira descricdo, o género passou por
repetidas revisdes (KOCUR et al., 1975; STACKEBRANDT et al., 1995), no entanto a dltima
classificagdo foi feita por Wieser et al. (2002).

O género Micrococcus tem sido amplamente estudado para produgdo de compostos
biologicamente ativos, no qual destaca-se a espécie Micrococcus luteus que sao
microrganismos frequentemente isolados de diferentes ambientes, tais como poeira, ar,
membranas mucosas, dgua, lamas ativadas, gelo polar, plantas, queijos, salsichas, efluentes
industriais e esponjas, porém seu habitat primrio é o solo (DIB et al., 2013; SILVA-ARAUJO
et al., 2015), em que sdo capazes de sobreviver sob condi¢des de baixa disponibilidade de
nutrientes e estresse de temperatura (UMADEVI e KRISHNAVENTI, 2013).

Micrococcus luteus possue uma grande relevancia biotecnoldgica, seja: na producao de
enzimas, tais como amilases e protease, lisozima (FAN; LIU; LIU 2009; CLARK et al. 2000;
STELZNER et al., 1982; DIB et al., 2013), producdo de biocombustiveis como alcenos de
cadeia longa (YOUNG et al., 2010); potencial probidtico in vitro e in vivo como a apresentada
em tilapias, em que observou-se um aumento do desempenho do crescimento e da resisténcia
dos peixes contra infec¢des causadas por Aeromonas hydrophila (ABD EL-RAHMAN e EL-
BANA, 2006). Além disso possuem capacidade de sintetizar antibidticos ou outros compostos
anti-bacterianos como limazepines, 2,4,4'-tricloro-2'-hydroxydiphenylether, neoberninamycin
e micrococcina (BISKUPIAK et al., 1988; BULTEL PONCE et al., 1998; FOTSO et al., 2009;
KIM et al., 2006).

Além disso, espécies de M. luteus sdo conhecidas pela sua sintese de carotenoides, como
a sarcinaxantina (NETZER et al., 2010; KLASSEN e FOGHT, 2011). Os carotenoides sdo
pigmentos importantes para a estrutura do microrganismos, no qual desempenham fun¢do, por
exemplo, de proteger as células contra radiagdo UV, portanto, estes compostos sdo
fundamentais para a sobrevivéncia dos microrganismos principalmente quando estes se

encontram em um ecossistema hostil como a Caatinga (MANDELLI et al., 2012).

As espécies de M. luteus podem ser explorados devido a sua capacidade de producao de

compostos importantes para aplicagdes industriais. Porém, os dados sobre as suas atividades
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probidticas, antibacterianas e producio de metabolitos ainda sdo limitados e carecem de mais

exploragdes (AKBAR et al., 2014).

1.5 Caatinga

A Caatinga situa-se predominantemente na regido nordeste, englobando os estados
englobando os estados de Maranhdo, Ceard, Piaui, Bahia, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e o norte de Minas Gerais, ocupando uma area de 844.453 km?,

0 que equivale a aproximadamente 11% do territério nacional (BRASIL, 2016).

A Caatinga é o ecossistema mais seco do territério brasileiro (AMORA; BELTRAO;
FERRARI, 2013) em que a incidéncia de chuvas caracteristica dessa regido esta entre 500-800
mm ano-!, destribuidas durante o periodo de verdo — outono (LANCONI et al., 2013). Logo,
considerada uma regido de clima semidrido, no qual o fatores ambientais como chuvas
irregulares, altas temperaturas e déficit hidrico sdo caracteristicas importantes que determinam
a biodiversidade da regido, tornando este ecossistema um patrimdnio genético Unico

(PASTORE, 2016; GANEM, 2017).

O solo da Caatinga vem sendo constantemente afetado devido a desertificacio intensa
que causa prejuizos nas propriedades geoecoldgicas primdrias, em consequéncia do manejo
improprio das atividades humanas (BRASIL, 2017). Devido a isso, as comunidades bacterianas
existentes na Caatinga podem ter desenvolvido adaptacdes as condigdes adversas desta regido,
influenciando, por exemplo, na producdo de energia e o uso de carbono (SILVA et al., 2015;
PASTORE, 2016). Além disso, microrganismos que permanecem em ambientes extremos sob
condi¢des climdticas adversas sdo capazes de sintetizar metabdlitos de interesse econdmico
mostrando-se uma rica fonte de recursos bioquimicos, genéticos e de novos produtos naturais

promitentes para a bioprospeccdo (SOARES et al., 2012; CARVALHO et al., 2016)

Estudos na Caatinga demostram a importancia devido ao surgimentos de novas espécies
e novos registros de diversidade microbiolégica (BARBOSA e GUSMAO, 2011; ALMEIDA;
MILLER; GUSMAO, 2014). Os microrganismos da Caatinga foram estudados quanto ao seu
potencial para sintese de tanases (CRUZ et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014; LIU et al.,
2016), celulases, pectinases, proteases (BEZERRA et al., 2012) e compostos com atividade
antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2014; CLEMENTINO et al., 2015).
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Sendo assim, o semidrido brasileiro demonstra uma microbiota de grande importancia,
uma vez que ainda € um ambiente a ser explorado, visto que nos solos do semidrido a sele¢dao
levou os organismos a serem capazes de suportar variagdes extremas de clima, como baixa
incidéncia de precipitagdo e altas temperatura, e, consequentemente podem apresentar respostas
adaptativas especificas, que inclui a cinética diferencial da expressdo génica a sintese de tipos
particulares de metabdlitos (SOARES et al., 2012). Contudo, o semidrido é um ecossistema
pouco explorado, principalmente quanto ao potencial biotecnoldgico, e, pouco se conhece sobre

sua microbiota edafica (SILVA, 2013; FERREIRA, 2014).

Desta forma, nosso grupo de pesquisa comecou no ano de 2014 um trabalho pioneiro na
Paraiba, objetivando o conhecimento da diversidade bacteriana do solo da Caatinga da Paraiba
e a bioprospeccdo de produtos bioativos. Dentro do projeto, financiado pelo edital
Universal/CNPQ-2013, estudamos a diversidade bacteriana de trés regides do semidrido
paraibano. Os isolados bacterianos correspondem a quatro grupo classificados, Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes (dados nio publicados). E, em parceria com
outros pesquisadores, iniciamos a prospec¢ao de produtos bioativos a exemplos de pigmentos
de interesse para industria alimenticias e de cosméticos. Recentemente, identificamos um
Bacillus com atividades antagOnicas frente a patégenos bacterianos alimentares, e, devido a
emergéncia em se identificar novos compostos com atividade antimicrobiana, consolidamos a
presente proposta que podera trazer inovacdes biotecnoldgicas e avangos para regido semidrida

e as demais regioes.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de cepas de

Micrococcus luteus isoladas do solo do semiarido Paraibano.

2.2 Objetivos Especificos
a) Avaliar atividade antimicrobiana de isolados de M. luteus através dos método de bloco
de gelose;
b) Avaliar a atividade antimicrobiana de isolados de M. luteus através do método de
difusdo em disco, utilizando o liquido metabdlico;
¢) Avaliar a atividade antimicrobiana de isolados de M. [uteus contra diferentes isolados
clinicos;

d) Realizar estudo comparativo da eficiéncia de ambos os métodos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Isolados bacterianos

As cepas bacterianas utilizadas no trabalho, foram isoladas do solo de uma Reserva
Particular do Patrimonio Natural (RPPN), Fazenda Tamandud (FT), localizada no municipio de
Santa Terezinha-PB sobre as coordenadas 7° 2° 20” S e 37° 26° 43” W, nordeste do Brasil
(NEVES, 2016; COSTA, 2018) (Tabelal). Atualmente os isolados de M. luteus fazem parte da
colecdo de culturas bacterianas do Laboratério de Genética e Biotecnologia da Universidade

Estadual da Paraiba, Campus Jodo Pessoa.

Tabela 1: Isolados de Micrococcus luteus.

CODIGO DO ISOLADOS
ISOLADO

FT 5.10 Micrococcus luteus
FT 9.7 Micrococcus luteus
FTS9.8 Micrococcus luteus
FT9.9 Micrococcus luteus
FT9.10 Micrococcus luteus
FT9.11 Micrococcus luteus
FT9.12 Micrococcus luteus
FT9.13 Micrococcus luteus
FT9.14 Micrococcus luteus
FT9.15 Micrococcus luteus
FT9.19 Micrococcus luteus
FT9.20 Micrococcus luteus
FT9.23 Micrococcus luteus
FT9.24 Micrococcus luteus

3.2 Andlise do potencial antimicrobiano
3.2.1 Microrganismos teste

Foi testada, através do método de bloco de gelose, a atividade antimicrobiana dos
isolados de M. luteus, contra cinco microrganismos teste: Escherichia coli (INCQS 00219,
original ATCC 8739), Staphylococcus aureus (INCQS 00015, original ATCC 25923),
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (INCQS 00150, original ATCC
14028), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (INCQS 00258, original 13076)
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e Listeria monocytogenes (INCQS 00266, original ATCC 7644). Os microrganismos foram
cultivados em meio TSB a 37°C. As cepas teste foram disponibilizadas pelo Departamento de

Microbiologia de Alimentos/UFPB.

Para avaliar a atividade antimicrobiana através do método de difusdo em disco foram
utilizadas, além dos mesmo microrganismos usados nos experimentos do bloco de gelose, as
cepas Escherichia coli 11, Escherichia coli 12, Escherichia coli 14, Escherichia coli 15,
Klebsiella sp. 9, Klebsiella sp. 10, Klebsiella 16, Staphylococcus aureus 1, Staphylococcus
aureus 2, Salmonella sp. 7, Salmonella sp. 8, Proteus sp. 3, Proteus sp. 4, Pseudomonas
aeruginosa sp. 5 e Pseudomonas aeruginosa sp 6, foram isoladas de material clinico humano,
pertencentes a colecdo de um Laboratério de Microbiologia da cidade de Campina Grande-PB.
E os isolados Salmonella typhi CBAM 0015, Enterobacter cloacae CBAM, Klebsiella
pneumoniae CBAM 0332, Escherichia coli CBAM 0001, Serratia marcescens CBAM 0094,
Aeromonas hydrophila CBAM 0173, Pseudomonas aeruginosa CBAM 0254, as bactérias

foram cedidas pelo Laboratério de Bioquimica, Genética e Radiobiologia — BioGeR/UFPB.
3.2.2 Ensaio em meio sélido
3.2.2.1 Método bloco de gelose

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das bactérias edéficas, foi utilizado a
metodologia modificada de Ichikawa, Ishikura e Ozaki (1971), conhecida como “Método do
Bloco de Gelose”. Incialmente, as bactérias isoladas foram cultivadas em placas de petri
contendo meio TSB, a 37 °C por 48h e 96h. Em seguida, blocos de dgar circulares de seis mm
de didmetro (6bmm), foram transferidos para as placas contendo meio TSB previamente
inoculadas com os microrganismos teste. Para as suspensdes dos microrganismos teste, foi
utilizada a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL). O teste foi realizado em duplicata
para todos os microrganismos isolados. Posteriormente, as placas foram incubadas e observadas
nos tempos, 24 horas, 48 horas e 72 horas (Figura 1). Ap6s o periodo de incubacdo na estufa
bacterioldgica, foram obtidos os didmetros (em mm) dos halos de inibi¢do formados ao redor
do bloco de gelose e por fim utilizou-se a escala proposta por Matsuura (2004) para a

classificagdo dos resultados (Tabela 1).
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Figura 1: Método bloco de gelose, modificada de Ichikawa, Ishikura e Ozaki (1971).
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Tabela 2: Classifica¢do da atividade antimicrobiana, adaptado de Matsuura (2004).

Categoria de atividade antimicrobiana Diametro do halo de inibi¢do (em mm)
Inerte
Baixa 7-10
Moderada 11-14
Alta > 14

Fonte: Acervo (LaGeB/GDBM)

3.2.2.2 Método de difusdao em disco

As bactérias eddficas foram submetidas a técnica de difusdo em dgar (BAUER et al.,

1966), modificado. As bactérias alvo foram inoculadas em tubos tipo Falcons contendo 10 mL

de meio liquido (TSB), incubadas por 48, 72 e 96 horas a 37°C. Apés o periodo de incubagdo,

de cada cultura da bactéria alvo, foram retiradas aliquotas de 1 mL de cada Falcon e transferido
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para Eppendorfs estéreis, e por seguinte foram centrifugadas por 10 minutos a 1700g para que
houvesse a separacdo do liquido metabdlico e biomassa. Posteriormente, discos de papel (6
mm) foram umedecidos com 25 pl do liquido metabdlico e postos para secar, sendo em seguida
transferidos para placas de Petri contendo a suspensdo do microrganismo teste. Foi utilizada a
escala 0,5 de MacFarland, e em seguida as placas foram incubadas a 37 °C e observadas por 24
e 48 horas (Figura 2). Para a medicdo dos halos de inibi¢do foi utilizado um paquimetro digital,

e os halos de inibi¢@o foram classificados segundo Matsuura (2004) (Tabela).

Figura 2: Método de difusao em disco, modificado de Bauer et al., 1966.

Microrganizmo alvo

Microrganismo teste
(Escala 0.5 de McFarland)

As placas foram incubadas e
observadas com 24 e 48
horas

Fonte: Acervo (LaGeB/GDBM)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatorze isolados de Micrococcus luteus foram testados quanto ao potencial
antimicrobiano, frente aos microrganismos teste: Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella enteritidis ATCC
13076 e Listeria monocytogenes ATCC 7644, através dos métodos de bloco de gelose e difusdo
em disco. No entanto, nenhum deles demonstraram atividade antimicrobiana através do método
de bloco de gelose (Figura 3). Porém quando submetidos ao teste de difusdo em disco, os
isolados FT 9.7, FT 9.10, FT 9.11, FT 9.12, FT 9.13 e FT 9.15, apresentaram atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. No qual a FT 9.7 apresentou um halo de inibi¢ao
médio de 9,43 mm (Figura 3), a FT 9.10 mostrou uma halo de inibicao médio de 7,37 mm
(Figura 4), a FT 9.11 que apresentou um halo de inibi¢do médio de 7,51 mm (Figura 5), o
isolado FT 9.13 no qual apresentou um halo médio de 7,44 (Figura 7), o isolado FT 9.15 que
apresentou um halo de inibi¢do de 9,58 (Figura 8), todos considerados halos de inibi¢do baixos.
Enquanto o isolado FT 9.12, foi a cepa que demonstrou o maior halo de inibi¢do, com média
de 11,57 mm considerado um halo moderado (Figura 6), segundo a classificacdo de Matsuura

(Tabela 1).

Figura 3: Imagens representativas do resultado do método de bloco de gelose.

FT9.10

Fonte: Acervo LaGeB/GDBM



Figura 4: Isolado FT 9.7, apresentando halo de inibi¢do médio de 9,43 mm, Figura 5: Isolado FT 9.10, apresentandc

segundo a metodologia de difusdo em disco, Bauer et al., 1966, modificado, frente segundo a metodologia de difusdo em disc

a S. aureus. as. au




Figura 6: Isolado FT 9.11, apresentando halo de inibigdo médio de 7,51 mm, Figura 7: Isolado FT 9.12, apresentando

segundo a metodologia de difusdo em disco, Bauer et al., 1966, modificado, frente segundo a metodologia de difusdo em disc

a S. aureus. as. au




Figura 8: Isolado FT 9.13, apresentando halo de inibigdo médio de 7,44 mm, Figura 9: Isolado FT 9.15, apresentandc

segundo a metodologia de difusdo em disco, Bauer et al., 1966, modificado, frente segundo a metodologia de difusdo em disc

a S. aureus. as. au
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O método de bloco de gelose é recomendado para triagem inicial de atividade
antimicrobiana, principalmente quando a aplicacdo de outras metodologias de andlise ndo
forem opgdes vidveis (MATSUURA et al. 2004), visto que esse teste apresenta baixa resolucao
na identificacdo de antibidticos produzidos em pequenas concentragdes, como afirma
Normansell (1986). Tais afirmacdes, demonstram a necessidade de se utilizar mais de uma

ferramenta para triagem de bactérias com potencial antimicrobiano.

Nos nossos resultados iniciais, o método de bloco de gelose se mostrou pouco eficiente
para a triagem, e por isso, passamos a adotar apenas o método de difusdo em disco na avaliacio
com os demais microrganismos teste. Atualmente, existem diversos métodos para a triagem da
atividade antimicrobiana e antiftingica (OSTROSKY et al., 2008), no qual o método de difusao
em disco, proposto por Bauer et al. 1966, é considerado um dos mais utilizados nos laboratérios
de microbiologia no Brasil, devido a sua confiabilidade e baixo custo, sendo aplicado para testar
a sensibilidade de patdgenos de crescimento rdpido e algumas bactérias fastidiosas frente a
antimicrobianos (SEJAS et al. 2003; NCCLS, 2003; RODRIGUES; DI GIOIA; ROSSI, 2011;
JENKINS e SCHUETZ, 2012; MATUSCHEK; BROWN; KAHLMETER, 2014).

Diante dos resultados obtidos através do método de difusao, os isolados FT 9.7, FT 9.10,
FT 9.11, FT 9.13 e FT 9.15, que apresentaram potencial antimicrobiano contra S. aureus foram
testados frente a outras bactérias clinicas (Tabela 2). Desta forma, observou-se que os seu
isolados foram capazes de inibir o crescimento de K. pneumoniae (CBAM 0332), em que a FT
9.7 mostrou um halo de inibicdo médio de 6,52mm (Figura 9), a FT 9.10 de 6,47 (Figura 9), a
FT 9.11 de 6,19 (figura 10), FT 9.12 de 6,19 mm (Figura 10), a FT 9.13 de 6,25 mm (Figura
11) e a FT 9.15 de 6,0 mm (Figura 11). Os isolados FT 9.7 e FT 9.10 apresentaram atividade
frente a S. marcescens e A. hydrophyla. Frente a cepa S. marcescens, a FT 9.7 apresentou halo
médio de 6,57 mm (Figura 13) e a FT 9.10 de 6,57 mm (Figura 13), e frente a0 microrganismo
A. Hydrophyla, a FT 9.7 o halo médio foi de 6,54 mm (Figura 12) e a FT 9.10 mostrou halo
médio de 6,54 mm (Figura 12). Todos esses halos foram considerados baixos, segundo a

classificagao de Matsuura (2004).

As actinobactérias utilizadas em nosso estudo foram capazes de sintetizar metabolitos
secunddrios, apds 96 horas de crescimento. Halos de inibi¢do de 96 horas de inoculo, também
foram observados em estudos como o de Silva-Lacerda (2015), que ressalta que esse periodo é

o melhor para produ¢do de metabodlitos secundérios em actinobactérias.
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Tabela 3: Resultados da atividade antimicrobiana, segundo a metodologia de Bauer et al. (1966), frente as

bactérias clinicas.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
ISOLADOS kp gﬁ”m s mmre;c;e;j cBav | 2 E”E‘i" ila
0332 0173
FT97 Microecaccus lufens + + =+
FT 9.10 Micrococcus lutens + = +
FT9.11 Micrococcus lufens + - -
FT9.12 Micrococcus luteus + - -
FT 9.13 Micrococcus hufens + - _
FT 9.15 Micrococcus lutens = - -

Figura 10: FT 9.7 e FT 9.10, apresentando halos de inibi¢do médio de 6,52 mm e 6,47 mm, respectivamente,

segundo a metodologia de difusdo em disco, Bauer et al., 1966, modificado, frente a K. penumoniae.




Figura 11: Isolados FT 9.12 e FT 9.11, apresentando halos de inibicdo médio de Figura 12: Isolados FT 9.15 e FT
6,19 mm, respectivamente, segundo a metodologia de difusdo em disco, Bauer et 6,0 mm e 6,25 mm, respectivament

al., 1966, modificado, frente a K. penumoniae. Bauer et al., 1966, mc




Figura 13: Isolados FT 9.7 e FT 9.10, apresentando halos de inibi¢do médio de Figura 14: Isolados FT 9.7 e FT ¢
6,54 mm, respectivamente, segundo a metodologia de difusdo em disco, Bauer et 6,57 mm, respectivamente, segund

al., 1966, modificado, frente a A. hydrophyla. al., 1966, modifi
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Os resultados da atividade antimicrobiana do liquido metabdlico produzido pelos
isolados de M. luteus, por meio do método de difusdo em disco, foi semelhante ao obtido por
Cunha e colaboradores (2010), em que estudaram a atividade do liquido metabdlico produzido
por actinomicetos, e tiveram como resultados atividade contra patégeno como S. aureus e K.
pneumoniae. Além disso, Alberton et al. (2006), estudaram a atividade antimicrobiana do
liquido metabdlico obtido a partir da fermentagdo do S. viridosporus T7TA e observaram que
este isolado ndo foi capaz de inibir o crescimento patégenos como Salmonela sp., Pseudomonas

sp. e Escherichia coli.

Dados sobre atividade antibacteriana de Micrococcus luteus, ainda sio limitados, porém
resultados semelhantes aos obtidos em nossa pesquisa foi observado por Akbar et al. (2014),
estudando doze bactérias isoladas de ambientes abertos (campos agricolas, jardins) e fechados
(laboratério, cozinha), obtiveram apenas uma identificada como M. luteus que apresentou
potencial antibacteriano e antioxidante, contra microrganismos como Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, em

meios nutricionais considerados simples (d4gar/meio nutriente).

Estudos realizados por Sharma et al. (2012) demonstram que Micrococcus spp. isolados
do solo possuem atividade antibacteriana contra diversas cepas incluindo S. aureus e K.
pneumoniae, resultados esses semelhantes aos obtidos por Umadevi e Krishnaveni (2013) que
relataram a atividade antibacteriana de pigmentos de M. luteus isoladas da 4gua do mar contra
S. aureus e Klebsiella sp. Estes resultados corroboram com os obtidos em nossa pesquisa, visto
que seis isolados de M. luteus apresentaram atividade antimicrobiana frente a microrganismos
teste Gram-positivos (S. aureus) e Gram-negativos (K. pneumoniae), logo sdo possiveis

candidatos a producao de antimicrobianos.

Isolados de Micrococcus sdo fontes formidaveis de produgcdo de novos compostos
biotecnolégicos, assim como possuem aplicacdo em processos importantes como de degradagio
e biorremediacdo, em que podem catabolizar um variedade de compostos como polimeros de
poliacrilonitrila, inseticidas, ésteres de ftalato, piridinas, corantes, herbicidas, hidrocarbonetos
aromadticos policiclicos e bifenilos clorados (EATON e RIBBONS 1982; SIMS; SOMMERS;
KONOPKA, 1986; BEVINAKATTI e NINNEKAR 1993; DODDAMANI e NINNEKAR
2001; ZHUANG et al. 2003; EL-SAYED et al. 2005; FISCHER-COLBRIE et al. 2007;
TALLUR et al. 2008; SARATALE et al. 2009; ZHENG et al. 2009; DU et al. 2011; MULLA
etal. 2011; RAJEE e PATTERSON 2011).
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Portanto, nosso trabalho indica que os seis isolados de M. luteus sao possiveis
candidatos a produgdo de novos compostos antimicrobianos, no qual foi realizado a obten¢@o
de extratos, especialmente da FT 9.12, pois demonstrou maior halo de inibi¢do contra o isolado
S. aureus, e portanto serd utilizado para estudos posteriores. Esse isolado nos desperta
importante interesse, uma vez que ja foi descrito como uma fonte promissora de corantes
naturais, a exemplo da sarcinaxantina com possuem potencial para atuar como compostos

bioativos em formulagdes fotoprotetoras (comunicagdo pessoal).

Além disso, os isolados FT 9.7 e FT 9.10 também apresentaram potencial
antimicrobiano, visto que apresentaram atividade contra quatro bactérias patogénicas, e,
portanto, estudos serdo avaliados quanto obtencdo de seus extratos brutos e avaliagdo dos
mesmos. No entanto, € necessdrio testar substratos potencializadores da atividade
antimicrobiana dos isolados, visto que trabalhos tem descrito a utilizacdo de substratos
alternativos para potencializar a producdo de produtos bioativos, como o trabalho de Lima
(2013) que potencializou a produc¢do dos metabdlitos secunddrios de actinobactérias, através de
fermentacdo utilizando como substrato a farinha de soja e o arroz. Assim como outros
polissacarideos, oligossacarideos e 6leos também sao utilizados para producao de metabolitos

secunddarios por actinobactérias (SANCHEZ e DEMAIN, 2002).

Sabemos que, isolados que ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas condi¢des
dos experimentos atuais, podem produzir compostos antimicrobianos, como antibiéticos.
Grande parte dos metabdlitos secundérios, sdo produzidos por espécies geneticamente distintas
e através de diferentes vias metabodlicas, desta forma, as condicdes ambientais (pH,
temperatura) podem se tornar fatores de limitagdes para a produgdo de antibidticos
(PFEFFERLE et al. 2000). A composi¢ao nutricional do meio de cultura (porcentagem de
carbono contido no meio ou a concentracdo de amido) e o tempo de fermentacdo, devem ser
determinados para quantificar os metabdlitos secunddrios produzidos pela linhagem isolada

(PFEFFERLE et al 2000; MATSUURA, 2004).

Dessa forma, os M. luteus testados possivelmente podem produzir antibiticos, uma vez
que sensiveis a variacdes do meio podem apresentar respostas fisioldgicas distintas. Por isso,
novos ensaios poderdo ser executados empregando novos meios de cultura, bem como a

utilizacdo de outros microrganismos testes, com o objetivo de identificar a referida atividade.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

e Os isolados de M. luteus testados através da metodologia de bloco de gelose ndo
demonstraram atividade antimicrobiana sobre os microrganismos teste (Escherichia
coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus 25923, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Salmonella enteritidis 13076 e Listeria monocytogenes ATCC 7644),
mostrando-se ser um método pouco eficaz.

e O isolado M. luteus FT 9.12 por ter demonstrado maior halo de inibi¢do contra S.
aureus, precisa ser melhor analisado quanto a producdo do seu extrato,
principalmente, pois pode produzir um metabolito com atividade contra a cepa
bacteriana S. aureus, visto que ja existem cepas resistentes. Logo, precisamos testar
sua atividade frente a cepas resistentes a meticilina.

e Os isolados de M. luteus FT 9.7 e FT 9.10, por terem apresentado atividade
antimicrobiana frente a quatro patogenos, em que K. pneumoniae foi um destes
patdgenos, apresentam-se como bons candidatos a obtencao de seus extratos.

e QOutros substratos podem ser utilizados para potencializar a produ¢do de metabolitos
secundérios, como meio de cultura com pequenas concentragdes de glicose, (visto
que a glicose inibe a producao de varios metabolitos secunddrios de actinobactérias),
como por exemplo meio de cultura ISP2, cultivo em polissacarideos como o arroz e

outros.
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