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RESUMO

Esse trabalho objetivou avaliar o potencial antimicrobiano de metabdlitos secundarios de Streptomyces
isolados do solo de lixdo da cidade de Apicum-Acu, estado do Maranhao, Brasil. Para isso, duas cepas de
Streptomyces sp., denominadas SLAL e SLA3, foram isolados através da técnica de dilui¢des seriadas e
identificadas a nivel de género pela técnica de microcultivo. Induziu-se as cepas a produzirem metabdlitos
secundarios por fermentagdo submersa e testou-se atividade antimicrobiana contra Candida albicans ATCC
14053, Staphylococcus aureus ATCC 25925, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli
ATCC 35219, por meio de agar difusdo e de microdiluicdo para Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).
Observou-se atividade antimicrobiana do extrato da cepa SLA3 pela formag&o de halos de inibicéo de 17
mm e 28 mm contra C. albicans e S. aureus, respectivamente, com CIM de 1.000 ug/mL para ambos. O
extrato de SLAL ndo apresentou atividade. Os metabdlitos secundarios do isolado SLA3 de Streptomyces
sp. do solo impactado apresentou atividade antimicrobiana contra C. albicans e S. aureus, possibilitando
mais estudos para ampliar seu espectro de acédo e para formular antimicrobianos contra essas espécies.

Palavras-chave: Anti-infecciosos; Actinobacteria; Bioprospecc¢éo.

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the antimicrobial potential of secondary metabolites of Streptomyces isolated
from landfill soil in the city of Apicum-Acu, state of Maranhdo, Brazil. For this, two strains of Streptomyces
sp., called SLA1 and SLAS3, were isolated using the serial dilution technique and identified to the genus
level using the microculture technique. The strains were induced to produce secondary metabolites by
submerged fermentation and antimicrobial activity was tested against Candida albicans ATCC 14053,
Staphylococcus aureus ATCC 25925, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli ATCC
35219, using agar diffusion and microdilution for Inhibitory Concentration Minimum (MIC). Antimicrobial
activity was observed only from the SLAS3 strain extract due to the formation of inhibition halos of 17 mm
and 28 mm against C. albicans and S. aureus, respectively, with MIC of 1,000 ug/mL for both. The SLA1
extract showed no activity. The secondary metabolites of the SLAS3 isolate from Streptomyces sp. of the
impacted soil showed antimicrobial activity against C. albicans and S. aureus, enabling further studies to
expand its spectrum of action and to formulate antimicrobials against these species.

Keywords: Anti-infective Agents; Actinobacteria; Bioprospecting.
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INTRODUCAO

Os lixdes sdo definidos como ambientes abertos com livre descargas de residuos
solidos, sem qualquer critério de protecdo ecoldgica e a satde publica. O deposito desses
residuos aumenta o risco de dano ambiental e contaminagdo do solo, o que afeta no
equilibrio ecoldgicos dos componentes desse solo impactado, como é o caso da
microbiota residente. Esses microrganismos, diante de situagdes adversas, sao capazes de
promover atividades metabdlicas que visam reestabelecer o funcionamento sustentavel
do ecossistema do solo (Leal et al., 2021).

Muitos microrganismos podem ser encontrados no solo impactados de lixdes.
Dentre eles, 0 grupo dos actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas, que possuem alta
relacdo de guanina e citosina em seu genoma. Estando dispersos de forma ubiqua na
natureza, em especial no solo, os actinomicetos desempenham diferentes funcGes para o
equilibrio do ecossistema ao qual estdo associados, como a promocao do crescimento de
plantas, a fertilizagdo do solo, por serem agentes de controle bioldgico, entre outros
aspectos (Ataide et al., 2020).

Dentre 0s microrganismos que compdem esse grupo, 0 género Streptomyces spp.
esta entre as espécies mais abundantes dos actinomicetos, se caracterizando por formar
estrutura filamentosa semelhante a fungos. Seu papel na natureza e o interesse da industria
biotecnolégica no género derivam da producdo metabolitos secundarios com
bioatividades importantes, tal como controle antimicrobiano, acdo antioxidante e
catabolizacdo de matéria organica do solo (Tyc et al., 2017; Amorim et al., 2020; Rosa et
al., 2023).

E de conhecimento que dois tercos dos antibioticos naturais produzidos no mundo
sdo derivados de actinomicetos, estimando-se que 75% deles sdo do género Streptomyces,
com mais de 7.600 bioativos conhecidos. No solo, principalmente em situac6es adversas,
Streptomyces sp. sdo capazes de produzir metabdlitos que auxiliam no controle de
patégenos invasores e oportunistas, influenciando no desenvolvimento de pesquisas que
visam encontrar novos compostos a partir do isolamento de espécies pertencentes a esse
meio (Kumari et al., 2017; Rosa et al., 2023; de Azevedo et al., 2024).

Sabe-se que a taxa de resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos vem
aumentado em numeros alarmantes (Serra Valdés, 2017). Dessa forma, é visivel a

crescente interesse na producdo de novos compostos naturais produzidos por espécies
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com potencial para contornar a problematica de microrganismos resistentes. Diante disso,
esse trabalho objetivou avaliar o potencial antimicrobiano de metabdlitos secundarios de
Streptomyces sp. isolados do solo impactado de um lixdo da regido do municipio de
Apicum-Acu, Maranhéo, Brasil.

MATERIAL E METODO

Coleta de amostra de solo

Para o isolamento de microrganismos, foi utilizado um solo impactado coletado
de forma randémica em dez pontos distintos de um lixdo localizado no municipio de
Apicum-Ac¢u, Maranhdo, Brasil (Latitude: 1° 34’ 37” Sul; Longitude: 45° 4 46” Oeste)
(Figura 1).

Figura 1: Mapa dos pontos de coleta de solo do lixdo localizado no municipio de Apicum-Acu,
Maranhdo, Brasil.
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Isolamento de microrganismos do solo

Para o isolamento de Streptomyces sp., foi realizado a técnica de dilui¢éo seriada
decimal, segundo Clark (1985). Preparou-se uma suspensdo composta por 10 g de

amostra de solo impactado diluida em 90 ml de solucdo salina (0,9%), sendo
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homogeneizado por 5 minutos. Uma aliquota de 1 ml da suspensdo foi retirada para
diluicdo seriada em tubos com 9 ml de salina (0,9%), seguindo fatores de dilui¢cdo decimal
até 10~°. Semeou-se, em duplicata, 100 pl das diluicGes 102, 10 e 10* em meio de cultura
Agar Batata Dextrose (BDA) contendo Anfotericina B, para impedir o crescimento de
isolados fungicos. As amostras foram incubadas em estufa por 28°C por 7 dias. Apds esse
periodo, col6nias sugestivas de género Streptomyces sp. foram semeadas em meio BDA

e incubadas por mais 7 dias a 28°C.

Microcultivo e identificagdo de Streptomyces sp.

Para a identificacdo classica dos isolados de Streptomyces sp., foi realizado a
técnica de microcultivo, na qual os microrganismos isolados e purificados foram
inoculados em meio BDA, para favorecer o crescimento radial. Uma laminula foi
parcialmente inserida no meio de cultura, em angulo de 45° de forma a facilitar o
crescimento de hifas em sua superficie. Os isolados foram incubados em estufa a 28°C
durante 7 dias (Shiling; Gottlieb, 1966). Ap0s esse periodo, as laminulas foram dispostas
em laminas contendo o corante azul de algoddo, para observacdo das estruturas
bacterianas filamentosas, como conidiosporos, hifas, cadeias de esporos e conidios. A
técnica permite confirmar, a nivel de género, as caracteristicas macroscopicas e estruturas
morfoldgicas microscopicas de Streptomyces sp., adotando os critérios de descrigcdo
morfoldgica do género de Rapper e Fennel (1965), Shiling e Gottlieb (1966), e Madigan
et al. (2016).

Fermentacdo submersa e extracdo de metabdlitos secundarios

Para obtencdo do metabdlito ativo produzido pelos microrganismos isolados, a
fermentacao submersa foi realizada em frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de
volume (til de meio Batata Dextrose (BD) suplementado com glicose (2%), juntamente
com 5 blocos de meio BDA semeado com Streptomyces sp. Os frascos foram incubados
em uma incubadora rotativa a 30°C por 20 dias.

Para obtencdo dos metabdlitos de interesse, a extracdo liquido-liquido foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Trisuwan et al. (2008). Apds o

periodo de incubagdo, o meio fermentado foi filtrado com auxilio de papel filtro. Para
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extrair os compostos, aliquotas de meio filtrado e acetato de etila foram adicionados em
um funil de separagé@o, em proporc¢édo 1:1, sendo agitados vigorosamente por 10 minutos
e colocados em repouso por 30 minutos. Ao fim da decantacdo, a fase organica contendo
os metabdlitos foi coletada e o solvente foi evaporado em um rotaevaporador,
determinando-se o0 peso seco para verificar o rendimento do produto. Para a avaliagéo das
atividades bioldgicas, os metabdlitos foram ressuspenso em dimetilsulfoxido 1%
(DMSO), para atingir uma concentracdo conhecida de 10.000 pg/ml. Os metabdlitos
foram centrifugados (10 minutos a 2500 rpm) e filtrados em microfiltro (22 pm),

garantindo a remocao de qualquer resquicio de células microbianas.

Isolados para o teste de potencial antimicrobiano

Para os testes de potencial antimicrobiano dos metabolitos secundarios dos
isolados de Streptomyces sp., foram utilizados os seguintes microrganismos: Candida
albicans ATCC 14053, Staphylococcus aureus ATCC 25925, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 35219, disponiveis no banco de cultura da
Universidade CEUMA.

Ensaio de agar difuséo

O ensaio de agar difusdo em pocos foi realizado de acordo com a técnica
preconizada por Bauer et al. (1966). Os metabolitos secundarios dos isolados de
Streptomyces sp. foram diluidos em DMSO (1%) para uma concentracao de trabalho de
1.000 pg/ml. Os microrganismos patogénicos foram padronizados seguindo a escala 0,5
de McFarland (1,5 x 108 UFC/ml). Posteriormente, foram semeados nos meios Mueller-
Hinton (MH) &gar, para as espécies bacterianas, e Sabouraud (SAB) agar, para a espécie
fangica. Os meios de culturas foram perfurados em pocos de 5 mm, sendo preenchidos
com 100 pl de metabdlitos. As placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. O teste
foi realizado em triplicata. Para o controle positivo, foram utilizados cloranfenicol (30
pg) para bactérias e fluconazol (1.000 pg/ml) para fungo. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi determinada pela observacédo da formacao de halos de inibi¢éo, sendo
medidos os diametros dos halos e comparados com a escala padrdo segundo o Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019).
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Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada por meio
do ensaio de microdiluicdo (1:2) em microplaca de 96 pogos (Zgoda; Porter, 2001). Foi
realizado uma diluicdo seriada (1:2) de 100 ul dos metabdlitos secundarios de
Streptomyces sp. em 100 pl de meio liquido de MH e SAB, para o teste em espécies
bacterianas e espécie fungica, respectivamente, com concentracéo inicial de 1.000 pg/ml.
Para 0 ensaio com as cepas bacterianas, os indculos foram padronizados seguindo a escala
0,5 de McFarland (1,5 x 108 UCF/mL), sendo semeado uma aliquota de 10 pl nos pogos
do ensaio. A espécie fungica foi padronizada também seguindo a escala 0,5 de McFarland
(1,5 x 108 UCF/mL), com posterior diluicio de 1:50 e 1:20 em meio SAB (1,5 x 10°
UFC/ml), adicionando-se 100 pl do indculo nos pogos. O controle positivo consistiu em
cloranfenicol (30 pg) para bactérias e fluconazol (1.000 pg/ml) para fungo. As
microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas. O ensaio foi realizado em triplicata
para cada extrato. As leituras para determinar a CIM dos extratos foi realizada por método
visual da menor concentracdo inibitdria para os isolados do teste, além da classificacao
de inibicdo de 100, 80 ou 50% para a espécie fangica. Para confirmacdo da CIM, 30 pl
de resazurina (0,1%) foram adicionados nos pogos, com posterior incubacdo por mais 24
horas a 37°C, sendo a alteracdo da coloracdo roxa para rosa indicativo de crescimento

microbiano.

RESULTADO E DISCUSSAO

A composicdo do solo abrange uma microbiota diversificada, que atua de forma
dindmica para manter o equilibrio ecossistémico, sustentabilidade biologica e
disponibilidade de nutrientes aos vegetais. Dentre estes microrganismos, ha um
predominio da ordem Actinomycetales, principalmente do género Streptomyces, presentes
em variados tipos de solo, principalmente impactados/contaminados. Esses
microrganismos sdo induzidos a se adaptarem pela da producao de substancias e formacéo
de estruturas importantes para a sobrevivéncia nesses ambientes (Ataide et al., 2020).

Com a técnica de isolamento, foram obtidas duas cepas provenientes da amostra

do solo impactado, crescidas nas diluigdes 102 e 10, sendo denominadas de SLA1 e
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SLA3. Para identificacdo a nivel de género, foram observadas as caracteristicas macro e
micromorfologicas dos isolados. O isolado SLA1, identificado como Streptomyces sp.,
apresentou colbnias esbranquicadas, com presenca de micélio aéreo e producdo de
pigmento escuro (melanina) secretado no meio (Figura 1A), com crescimento filamentoso

e organizacao das cadeias de esporos em forma de espirais (Figura 1B).

Figura 2: Analise macro e microscopica de SLA1 (Streptomyces sp.) isolado solo do lixdo de
Apicum-Acu, Maranhao, Brasil_.

Fonte: Autores (2023)

A cepa SLA3, também identificado como pertencentes ao género Streptomyces,
apresentou crescimento de colnias esbranquicadas, com presenca de micélio aéreo, sem
liberacdo de pigmento no meio (Figura 2A), apresentando emaranhado de hifas e esporos

em cadeias (Figura 2B).
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Figura 3: Analise macro e microscopica do SLA3 (Streptomyces sp.) isolados do solo do lixdo
de Apicum-Acu, Maranhdo, Brasil.

Fonte: Autores (2023)
As diferentes morfologias encontradas nesse estudo corroborado com Madigan et

al. (2016), os quais relatam que o género Streptomyces apresenta-se em diferentes formas,
arranjos de filamentos, esporos e pigmentacdo de conidios, auxiliando, assim, em uma
diferenciacdo presuntiva das espécies isoladas e permitindo melhor compreensdo das
bioatividades divergentes para cada extrato produzido.

As especies de Streptomyces spp., pertencentes a familia Streptomycetaceae, séo
um género bastante estudado por apresentarem uma capacidade metabdlica variada, como
producdo de sistemas enzimaticos e a sintese de substancias com potencial de antagonizar
o0 crescimento de outros microrganismos. O metabolismo do género pode ser classificado
em primario e secundario, sendo este Gltimo ndo associado diretamente a reproducéo,
desenvolvimento ou crescimento do microrganismo, podendo, contudo, conferir
vantagens para a sobrevivéncia ambiental (Tyc et al., 2017).

Essas caracteristicas sdo responsaveis pela producdo de aproximadamente 80%
dos antibioticos naturais produzidos na atualidade, a exemplo os aminoglicosideos,
macrolideos, tetraciclinas, beta lactdmicos, entre outros. No entanto, novos estudos
apontam que novas substancias e compostos derivados do metabolismo secundéario de
Streptomyces sp. ainda podem ser isolados para atividades farmacol6gicas, como a
antimicrobiana (Kumari et al., 2017).

As espécies do género Streptomyces sp. apresentam cerca de 7.600 metabdlitos
produzidos por actinomicetos, sendo 0s representantes mais conhecidos deste género:
Streptomyces griseus (estreptomicina), Streptomyces aureofaciens (tetraciclina),

Streptmyces noursei (nistatina), Streptomyces avermetilis (ivermectina), Streptomyces
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clavuligerus (acido clavulanico), Streptomyces peucetius (antraciclina) e Streptomyces
nodosus (anfotericina B) (Silva, 2014; Kumari et al., 2017).

Diante disso, observa-se a importancia da verificacdo das atividades
antimicrobianas dos metabodlitos secundéarios de Streptomyces spp. isolados nesse estudo.
Foram realizados os testes de agar difusdo e microdiluicdo em pocos, 0s quais
apresentaram resultados divergentes para os extratos de SLA1 e SLAS.

No teste de agar difusdo, observou-se que a cepa SLAL de Streptomyces sp. nao
apresentou zonas de inibicdo contra as ATCCs dos patdgenos analisados, sendo a falta de
atividade antimicrobiana confirmada pelo teste de microdiluicdo. No entanto, a cepa
SLA3 apresentou halos de inibicdo de, em média, 17 mm e 28 mm contra C. albicans e
S. aureus, respectivamente, com CIM de 1.000 ug/mL para ambos (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliagdo antimicrobiana de extratos de metabdlitos secundarios de isolados de Streptomyces spp.
provenientes do solo do lixdo de Apicum-Acu, Maranhao, Brasil

Extratos de metabolitos secundarios

SLA1L SLA3
Microrganismos avaliados Agar Difusdo  Microdiluicido Agar Difusdo  Microdiluicio
Candida albicans ATCC 14053 ND ND 17 mm 1.000 pg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 25925 ND ND 28 mm 1.000 pg/mL
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ND ND ND ND
Escherichia coli ATCC 35219 ND ND ND ND

ND — Né&o definido
Fonte: Autores (2023)

Diversos fungos, como C. albicans, podem ser causadores de infecgdes
oportunistas, além de estarem associados a formacéo de biofilme, o que potencializa as
infecgdes, tornando-se um grande problema de salde publica, uma vez que este fungo
representa cerca de 75% da microbiota humana, principalmente das cavidades oral e
vaginal (Abdella et al., 2023). Da mesma forma, estudos relatam a resisténcia de S. aureus
a diversos antibioticos, como os aminoglicosideos, glicopeptideos e algumas quinolonas,
se tornando preocupante o aumento da resisténcia desse patdgeno, principalmente por
estar associado a diversos quadros infecciosos (Ragbetlia et al., 2016).

Esses fatos impulsionaram a busca por novos compostos antimicrobianos contra
esses patdgenos. Diversos estudos apontam a atividade antimicrobiana de metabolitos de
Streptomyces spp. contra C. albicans e S. aureus. Em pesquisa realizada por Lin et al.,
(2021), os dados demonstraram potencial de inibicdo da actinomicina D isolada de
Streptomyces parvulos contra S. aureus, apresentando uma CIM de 2 mg/mL, e tendo um
efeito significativo. Elabbasy et al., (2021) realizou isolamento de Streptomyces

canescens a partir de amostras de mangue no Egito, no qual detectou-se atividade
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antifungica contra C. albicans, podendo esta acéo estar relacionada também a producéo
de enzimas extracelulares. Além disso, Tuntiwachwuttikul (2008) realizou uma pesquisa,
na qual obteve quatro novos compostos a partir de Streptomyces sp., lansai A-D,
identificando-as estruturalmente, apresentando o potencial das atividades antiflngicas e
anticancerigenas, e relatando esse género como promissor e com alta capacidade de
produzir actinomicinas biologicamente ativas.

Embora os extratos trabalhados nesta pesquisa ndo tenham apresentado resultados
contra todos o0s patdgenos testados, a bioatividade do extrato de SLA3 contra C. albicans
e S. aureus abre o leque de possibilidade para estudos mais aprofundados sobre a
atividade contra essas espécies, podendo direcionar a novas alternativas de controle
contra cepas resistentes.

CONCLUSAO

O extrato dos metabolitos secundarios do isolado SLA3 de Streptomyces sp. do
solo impactado do lixdo de Apicum-Acu (MA) apresentou atividade antimicrobiana
contra os isolados de C. albicans e S. aureus. Diante desses resultados, & demonstrado a
viabilidade de estudos mais aprofundados com o objetivo de melhor caracterizar a
atividade antimicrobiana desses extratos, identificar os compostos com bioatividade e

ampliar seu espectro de acéo, para a formulacéo de antimicrobianos contra essas espécies.
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