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RESUMO

O género Streptomyces spp. € muito conhecido pela sua capacidade de produzir um grande
nimero de metabdlitos secundarios com acdo antimicrobiana. Este trabalho tem como
objetivo avaliar a influéncia da mudanga da fonte do carbono e do tempo na producdo de
compostos com atividade antimicrobiana de 30 isolados de Streptomyces spp. provenientes de
solo da Antartida. Para a definicdo do periodo de incubacdo, foi realizada uma curva de
producdo para determinar o inicio da producdo dos compostos antimicrobianos. Para esse
fim, foi utilizado o meio de cultivo agar amido caseina contendo 1% de amido e incubacgéo
por dez dias. Para os ensaios com as diferentes fontes de carbono foi utilizado: 0,5% de
amido, 1% de sacarose e 1% de glicose. Para verificacdo da producdo de compostos, foi
realizada a técnica de dupla camada, utilizando para isso, trés isolados de Klebsiella
pneumoniae com perfil de resisténcia aos B-lacttmicos. No meio contendo 1% de glicose,
com cinco dias de crescimento, nenhum dos isolados produziu compostos com acgdo
antimicrobiana, porém, apos dez dias de incubacdo, houve um aumento na producdo desses
compostos. A melhor producdo de compostos com acdo antimicrobiana foi verificada no
meio de cultivo contendo sacarose como fonte de carbono, pois tanto com cinco quanto com
dez dias de crescimento, todos os isolados produziram compostos bioativos. O meio contendo
0,5% de amido também pode ser considerado adequado para a producdo de compostos,
contanto que os isolados fiquem incubados por dez dias. Assim, o meio de cultivo mais

adequado para producéo, foi contendo sacarose.

Palavras-chave: Streptomyces spp.; antimicrobianos; fontes de carbono; resisténcia

antimicrobiana



ABSTRACT

Evaluation of the Antimicrobial Activity of Streptomyces spp. grown on different carbon
sources against Klebsiella pneumoniae isolates

The genus Streptomyces spp. is well known for its ability to produce a large number of secondary
metabolites with antimicrobial action. This work aims to evaluate the influence of the change in the
carbon source and period of incubation on the production of compounds with antimicrobial activity of
30 Streptomyces spp. isolates from Antarctica. For the definition of the incubation period, a
production curve was taken to determine the start of production of the antimicrobial compounds. For
this purpose, the starch agarose culture medium containing 1% starch was used with incubation for ten
days. For the tests with the different sources of carbon was used: 0.5% of starch, 1% of sucrose and
1% of glucose. To verify the production of compounds, the double-layer technique was performed
using three isolates of Klebsiella pneumoniae with B-lactam resistance profile. In the medium
containing 1% glucose, with five days of growth, none of the isolates produced compounds with
antimicrobial action, while after ten days of incubation, there was an increase in the production of
these compounds. The best production of compounds with antimicrobial action was verified in the
culture medium containing sucrose as carbon source, because with both five and ten days of growth,
all the isolates produced bioactive compounds. The medium containing 0.5% starch may also be
considered suitable for the production of compounds, provided that the isolates are incubated for ten

days. Thus, the most suitable medium for production was sucrose.

Keywords: Streptomyces spp.; antimicrobials; carbon sources; antimicrobial resistance



INTRODUCAO

O filo Actinobacteria é uma das maiores unidades taxonémicas dentre as principais
linhagens atualmente reconhecidas dentro do dominio Bacteria (Ludwig et al. 2015). Eles sao
mais abundantes em solos, onde desempenham um papel fundamental na decomposicdo da
matéria organica do solo e na ciclagem de nutrientes (Alef & Nannipieri 1995),
especialmente em solos alcalinos e ricos em matéria organica, onde constituem uma parte
importante da populacdo microbiana (Barka et al. 2016). Este filo tem recebido muita atencao
da comunidade cientifica, principalmente devido a sua habilidade em produzir diversos

compostos bioativos com interessantes estruturas quimicas (Barka et al. 2016).

Esses compostos sdo conhecidos por possuirem atividades antibacterianas,
antifungicas, neurogénicas, anticancerigenas, imunossupressoras, antimalaricas e anti-
inflamatorias (Valli et al. 2012, Naine et al. 2011). Quase 80% dos antibioticos de uso
clinico humano, veterinario e agricola sdo provenientes de actinomicetos, principalmente dos

géneros Streptomyces spp. e Micromonospora spp.(Pandey et al. 2018).

A maioria das cepas produtoras de compostos bioativos extracelulares pertence a
espécies do género Streptomyces spp., que produzem dois tercos dos antibioticos
clinicamente importantes (Maleki & Mashinchian 2011, Bérdi 2005). A este género foram
atribuidas espécies promissoras, conhecidas pelo seu potencial em produzir um grande
nimero de metabdlitos secundarios inibidores de microrganismos usados na inddstria
farmacéutica (Maleki & Mashinchian 2011). Os metabdlitos secundarios sdao compostos
orgénicos produzidos por microrganismos durante modificagdes de algum metabdlito
primario (Pandey et al. 2018). Esses compostos ndo tém um papel no crescimento e
desenvolvimento do microrganismo e sdo geralmente formados na fase estacionaria do

crescimento microbiano (Cunha et al. 2010) . Os antibidticos sdo um dos mais importantes e



amplamente empregados metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos (Pandey et
al. 2018). Porém, a habilidade das culturas de Streptomyces spp. na producdo de antibioticos
ndo é uma propriedade fixa, mas pode ser aumentada ou perdida sob diferentes condigdes de
nutricdo e cultivo (Waksman 1961). Portanto, a constituicdo do meio de cultura, juntamente
com a capacidade metabdlica do microrganismo produtor, afeta a sintese do antibidtico
(Hassan et al. 2001). Fontes nutricionais como carbono, nitrogénio e minerais, além de
fatores ambientais como tempo de crescimento, temperatura e pH tem uma grande influéncia

na producéo dos antimicrobianos (Narayana & Vijavalakshimi 2008).

A eficacia dos antibidticos vem diminuindo desde que foram introduzidos na
medicina moderna, ha mais de 70 anos (Jorgensen et al. 2016). O alto uso de antibioticos, as
rapidas disseminacOes de bactérias resistentes a multiplos farmacos e a falta de antibioticos
novos e eficazes levaram a uma ameaca iminente aos sistemas de saude e ao desenvolvimento

global (Mdlstad et al. 2017).

O mecanismo mais comum e importante de resisténcia em bactérias Gram-negativas é
a produgdo de B-lactamases (Pathak et al. 2017), enzimas que sdo capazes de degradar
diferentes classes de antimicrobianos. Podem-se destacar duas principais enzimas: KPC e
ESBL. As ESBL (B-lactamases de espectro estendido) sdo enzimas responsaveis pela
resisténcia deste microrganismo a penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. Ja a KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) ¢ uma enzima capaz de hidrolisar o anel B-lactamico
de carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geragdes e
monobactamicos (Zanol & Cantarelli 2016), perdendo assim, a capacidade de inibir a sintese
da parede celular bacteriana (Williams 1999).

Entre os principais microrganismos causadores de infeccGes hospitalares e que
apresentam importantes mecanismos de resisténcia a antimicrobianos podem-se destacar

bacilos Gram negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, como é o caso de
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Klebsiella pneumoniae (Zanol & Cantarelli 2016). A K. pneumoniae é uma espécie
clinicamente relevante pois é responsavel por mais de 70% das infec¢cdes humanas causadas
por esse género (Hansen 1998). A bactéria K. pneumoniae é um relevante agente etiologico
em doengas como bacteremias, pneumonias, endocardite, meningite, entre outras, sendo
considerado um organismo oportunista, visto que pode estar presente nas fezes de até 30% da
populacéo, e possui uma ampla facilidade de colonizagdo de mucosas (Correa 2017). A partir
dos anos 80, o manejo de infecgdes por K. pneumoniae tornou-se complicado devido ao
surgimento da resisténcia deste microrganismo aos antibidticos existentes (Pitout et al..
2015)..

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se a mudanga da fonte de carbono e o
tempo de incubagéo alteram a producdo de compostos com agdo antimicrobiana produzidas
por cepas de Streptomyces spp., provenientes de solo da Antartida, e se esses compostos sao

capazes de inibir o crescimento de Klebsiella pneumoniae resistentes aos B—lactamicos.

MATERIAL E METODOS
Local da Pesquisa

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Microbiologia Aplicada, do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude

(ICBS), da UFRGS, no ano de 2018.
Isolados de Streptomyces spp.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas amostras da cole¢do do laboratorio
de Microbiologia Aplicada do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia —
ICBS/UFRGS. A coleta do solo foi realizada pelo Doutor Paris Lavin, do Instituto Artico

Chileno. As amostras de solo foram enviadas ao nosso laboratério, onde estdo armazenadas, e



posteriormente, 0s microrganismos foram isolados pelo grupo de pesquisa. Foram
recuperadas 49 cepas de Streptomyces spp., que estavam armazenadas em glicerol 20%, das
quais 30 foram selecionadas aleatoriamente para esta pesquisa. Nenhum teste para a
verificagdo da producdo de metabolitos secundarios com agdo antimicrobiana havia sido feito
antes deste trabalho. Para a recuperagdo dos isolados, foi realizado o esgotamento das
culturas em placas contendo o meio ACA (agar bacterioldgico 1,5%, amido 1%, KNOs 0,2%,
NaCl 0,2%, K2HPO40,2%, caseina 0,03%, MgSO40,005%, CaCOs0,002% e FeSO40,001%).
Para a verificacdo da pureza das colbnias foi realizada a coloracdo de Gram. Apds, 0s

isolados foram armazenados em tubos contendo ACA inclinado na temperatura de 4 °C.
Isolados de Klebsiella pneumoniae

As amostras utilizadas neste trabalho pertencem a colecdo do laboratério de
Microbiologia Aplicada do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia —
ICBS/UFRGS e foram obtidas por Oliveira (2016). Os microrganismos sdo oriundos de
esgoto hospitalar e do Arroio Diluvio da cidade de Porto Alegre, e mostraram-se altamente
resistentes aos antimicrobianos da classe dos [-lactamicos, especificamente aos
carbapenémicos e as cefalosporinas (Tab. 1). Os isolados estavam conservados em glicerol
20%, e armazenados a -20 °C. Para a recuperacao das células, uma aliquota foi retirada com a
alca de platina, inoculada em Caldo Triptona de Soja (TSB), e incubada a 37 °C por 24 horas.
Apos este periodo de crescimento foi verificada a pureza das col6nias, através da coloragéo

de Gram. Ap0s, os isolados foram armazenados em Agar Triptona de Soja (TSA) a 4 °C.



Tabela 1: Isolados de K. pneumoniae resistentes aos [-lactamicos utilizados no estudo.

Genes de Resisténcia

Amostra n° ESBL Carbapenemase
6 SHV, GES-4 -
15 CTXwm-s KPC-2
26 GES-4 KPC-2

Fonte: Oliveira (2016) modificado.
Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana:
Teste da Dupla-Camada

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos isolados de Streptomyces spp. foi
realizada a técnica de dupla-camada. Primeiramente foi realizado um ensaio com sete
isolados para se avaliar com quantos dias de crescimento iniciava a producdo de compostos
com atividade antimicrobiana. Os estreptomicetos foram inoculados com uma agulha de
platina, em forma de picada, em placas de Petri contendo meio de cultura ACA com 1% de
amido. Apo0s o crescimento das col6nias, a cada 24 h, durante dez dias, 1 mL de suspensdo de
K. pneumoniae contendo aproximadamente 1,5x10% unidades formadoras de col6nia (UFC)
por mL (na diluicdo 0,5 da escala McFarland) foi misturado com 9 mL de meio Mueller
Hinton fundido e vertido sobre as culturas nas placas. As placas contendo os dois meios de
cultura ficaram incubadas por 24 horas a 37 °C. Esse primeiro ensaio teve como objetivo a
verificacdo do inicio da producdo de compostos antimicrobianos. A partir do resultado deste
ensaio foi definido o periodo minimo de incubacdo para que os isolados produzam
metabolitos bioativos detectaveis nessa técnica. A presenca de compostos antimicrobianos foi

avaliada qualitativamente, a partir da observacdo ou ndo de halos transparentes ao redor das

10



colénias de Streptomyces spp., indicando auséncia de crescimento bacteriano de K.

pneumoniae. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.
Diferentes fontes de carbono e tempos de crescimento

Trés meios de cultura, contendo fontes de carbono diferentes, foram utilizados para a
avaliacdo da producdo de metabdlitos secundarios, foram utilizados conforme segue: agar
amido caseina substituindo o0 amido por 1% de glicose, 1% de sacarose ou 0,5% de amido. As
placas foram incubadas a 28 °C por cinco e dez dias. Ap6s o crescimento, 1 mL de uma
suspensdo de Klebsiella pneumoniae contendo aproximadamente 1,5x10% unidades
formadoras de colonia (UFC) por mL foi misturado em 9 mL de meio Mueller Hinton
fundido e vertido sobre as culturas de Streptomyces spp. nas placas. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C. A presenca de compostos antimicrobianos foi avaliada
qualitativamente, a partir da observacdo ou nédo, de halos transparentes ao redor das coldnias
de Streptomyces spp, indicando auséncia de crescimento bacteriano. Todos os ensaios foram

realizados em duplicata.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de metabdlitos secundarios foi avaliada a partir da alteracdo na fonte de
carbono e do tempo de incubacdo, através da técnica de dupla-camada. Foi possivel observar
que o tempo de incubacdo interferiu na producdo de compostos. Todos os isolados de
Streptomyces spp. produziram compostos capazes de inibir o crescimento de pelo menos uma
das cepas de K. pneumoniae em pelo menos uma fonte de carbono e em um dos periodos de

crescimento, de cinco ou dez dias.

Inicialmente foram testados sete isolados de Streptomyces spp para verificar em que

dia de crescimento iniciava a producao de metabolitos secundarios, e assim foi realizada uma
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curva de producgédo. Esse ensaio indicou que com cinco dias de crescimento, todos os oito
isolados testados ja produziam compostos com caracteristicas antimicrobianas (Tab. 2). Foi
considerado entdo, que 0s ensaios com as outras fontes de carbono seriam realizados com

cinco e dez dias de crescimento dos Streptomyces spp.

Tabela 2: Curva de producao de sete isolados de Streptomyces spp.

Curva de Produgédo

Klebsiella pneumoniae 6 Klebsiella pneumoniae 15| Klebsiella pneumoniae 26
Isolados de Streptomyces

30 31 33 38 41 44 12 43 41 12

1 - - - - - - - - - -

2 - - - - - - + - - -

3 - - - - - - + - - +

4 + + + - - + + - - +
|5 + + + + + + + + + +

.5

6 + + + + + + + + + +

7] + + + + + + + + + +

8 + + + + + + + + + +

9| + + + + + + + + + +

10, + + + + + + + + + +

Legenda: (+) = Atividade antimicrobiana positiva; (-) = Sem atividade antimicrobiana.

A partir desses resultados, todos os 30 isolados foram testados em meio ACA com 1%
de amido (Tab. 3). Pode-se observar que 10% dos isolados apresentaram ac¢ao antimicrobiana
contra as trés K. pneumoniae, enquanto 13,3% n&o formaram halo contra nenhuma. Dos
demais isolados, 16,7% apresentaram compostos com agdo antimicrobiana contra a Klebsiella

pneimoniae n° 6, e 46,7% dos isolados contra as Klebsiella n° 6 e 15.
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Tabela 3: Atividade antimicrobiana de Streptomyces spp sobre as cepas de K. pneumoniae,,

em meio contendo 1% de amido e com crescimento por cinco dias.

Isolados
Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae
Streptomyces
6 15 26
spp.
16 - - -
17 + + -
18 + + -
19 + + +
20 + + -
21 + + -
22 + + +
23 + + -
24 + - -
25 + + -
26 + + -
27 + + -
28 + + -
29 + + -
30 + + -
31 + + -
32 + - +
33 + + +
34 - - -
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35 . ¥ .

36 + + -
37 + - -
38 + - -
39 + - -
40 - - -
41 + - +
42 - + +
43 + + -
44 + - -
45 - - -
Percentual
de Isolados 80% 63,33% 20%
Positivos

Legenda: (+) = Atividade antimicrobiana positiva; (-) = Sem atividade antimicrobiana.

O meio de cultura com sacarose foi 0 mais eficiente para a produgdo de metabdlitos
secundarios com propriedade antimicrobiana, ja que produziu metabélitos em menor tempo e
contra todos os isolados de K. pneumoniae. Tanto na condicdo de crescimento em cinco
quanto em dez dias, todos os isolados de Streptomyces spp. produziram compostos com

atividade antimicrobiana (Tab. 4).
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Tabela 4: Atividade antimicrobiana de Streptomyces spp sobre as cepas de K. pneumoniae,,

em meio contendo sacarose e com crescimento por cinco dias e dez dias.

Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae

6 15 26

Tempo de incubacdo (dias)

Isolados
5 10 5 10 5 10
Streptomyces

16 + + + + + +
17 + + + + + +
18 + + + + + +
19 + + + + + +
20 + + + + + +
21 + + + + + +
22 + + + + + +
23 + + + + + +
24 + + + + + +
25 + + + + + +
26 + + + + + +
27 + + + + + +
28 + + + + + +
29 + + + + + +
30 + + + + + +
31 + + + + + +
32 + + + + + +
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33 + + + + + +
34 + + + + + +
35 + + + + + +
36 + + + + + +
37 + + + + + +
38 + + + + + +
39 + + + + + +
40 + + + + + +
41 + + + + + +
42 + + + + + +
43 + + + + + +
44 + + + + + +
45 + + + + + +

Percentual de

Isolados 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Positivos

Legenda: (+) = Atividade antimicrobiana positiva

Borba (2013) avaliando a producéo de antimicrobianos do isolado de Streptomyces 8S
observou que a sacarose foi a fonte de carbono mais efetiva, visando a producdo de
antimicrobiano com atividade contra bactérias Gram positivas, em um menor tempo
crescimento. Sathi et al. (2001) relataram que o meio contendo sacarose foi o mais
apropriado para a producdo em larga escala de antibioticos. Antunes (2010) constatou a
presenca de dois picos de atividade antimicrobiana quando utilizado o meio contendo
sacarose. Isso pode indicar que o isolado, ao degradar o dissacarideo em glicose e frutose,

pode utilizar esses monossacarideos como saldo energético para a producdo de material
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celular e de compostos secundarios com propriedade antimicrobiana. Outra explicacdo pode
ser obtida através do trabalho de Brown (1976), que observou uma espécie do género
Streptomyces spp. sendo capaz de produzir um inibidor da enzima B-lactamase, sendo esta
ultima produzida por uma espécie de Klebsiella spp.. Os inibidores de B-lactamase sdo
estruturalmente semelhantes a penicilina, permitindo aos inibidores ligar-se irreversivelmente
as PB-lactamases, como substratos suicidas, mantendo-as inativas (Stefaniak et al. 2005). Na
clinica, a combinacdo de um beta-lactimico e um inibidor de B-lactamase tem demonstrado
ser uma boa opg¢ao de tratamento ja que o inibidor da enzima B-lactamase restaura a eficacia
do antibidtico permitindo que estes continuem a tratar as mais variadas infec¢des (Williams
1999). No trabalho de Narayana & Vijayalakshmi (2008) a producdo de antibioticos foi

totalmente ausente no meio contendo sacarose.

O meio de cultura com adicdo de 0,5% de amido obteve um resultado similar ao meio
com sacarose. Em crescimento por cinco dias, apenas dois isolados de Streptomyces spp. ndo
apresentaram halos de inibicdo, um contra a K. pneumoniae 15 e outro contra a K.
pneumoniae 15 e 26 (Tab. 5). Ja quando os isolados de Streptomyces spp. cresceram por dez
dias observou-se halo de inibicdo contra todas as amostras de K. pneumoniae (Tab. 5).
Segundo Heck (2007), o meio amido caseina é utilizado para o crescimento dos isolados, pois
possui uma fonte de carbono facilmente utilizavel, o amido, que permite aos actinomicetos
um rapido crescimento, sem necessariamente entrar em metabolismo secundario. Antunes
(2010) e Zitouni et al. (2005) observaram que a melhor atividade antimicrobiana ocorreu com

amido como fonte de carbono.
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Tabela 5: Atividade antimicrobiana de Streptomyces spp sobre as cepas de K. pneumoniae,,

em meio contendo 0,5% de amido e com crescimento por cinco dias e dez dias.

Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae

6 15 26

Tempo de incubacdo (dias)

Isolados
5 10 5 10 5 10
Streptomyces

16 + + + + + +
17 + + + + + +
18 + + + + + +
19 + + + + + +
20 + + + + + +
21 + + + + + +
22 + + + + + +
23 + + + + + +
24 + + + + + +
25 + + + + + +
26 + + + + + +
27 + + + + + +
28 + + - + + +
29 + + + + + +
30 + + + + + +
31 + + + + + +
32 + + + + + +
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33 + + + + + +
34 + + + + + +
35 + + + + + +
36 + + + + + +
37 + + - + + +
38 + + + + + +
39 + + + + + +
40 + + + + + +
41 + + + + + +
42 + + + + + +
43 + + + + + +
44 + + + + + +
45 + + - + - +

Percentual de
Isolados 100% 100% 90% 100% 96,66% 100%

Positivos

Legenda: (+) = Atividade antimicrobiana positiva; (-) = Sem atividade antimicrobiana.

O meio de cultura com glicose gerou resultados diferentes dos outros meios. Com
crescimento por cinco dias, nenhum isolado de Streptomyces spp. apresentou atividade
antimicrobiana com formacéo de halo. 13,3% dos isolados (n° 31, 34, 35 e 39) apresentaram
crescimento reduzido e outros 13,3% (n° 25, 26, 28 e 45) ndo apresentaram crescimento neste
periodo (Tab. 6). Thakur et al. (2009) constataram que o crescimento celular ndo esta
relacionado com a producdo de metabolitos secundarios. Isto quer dizer que o meio pode
promover o crescimento do microrganismo, porém a producdo de moléculas com acao

antimicrobiana pode ser baixa. Nascimento et al. (2014) relatam que a adi¢do de glicose 1%
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ao meio de cultivo favoreceu o crescimento da biomassa. Porém, essa mesma concentracao
apresentou em efeito negativo na producdo de compostos antimicrobianos. Segundo Heck
(2007) a falta de producdo de compostos pode ocorrer j& que a glicose é uma fonte de
carbono prontamente disponivel no meio, assim, com nutrientes em abundancia, ndo é
necessario entrar em metabolismo secundario, contribuindo assim somente para a sintese de
material celular. Heck (2007) observou uma diminui¢do no pH do meio contendo glicose.
Isso pode ser explicado devido & abundéncia de glicose no meio, assim o estreptomiceto
segue a via glicolitica de Embden-Meyerhof, no qual a glicose é convertida em &acido

piruvico, que acaba por acidificar o meio.

Quando em crescimento por dez dias, somente o isolado n°® 28 ndo apresentou
crescimento. Um total de 21 isolados produziram halo: 17 isolados de Streptomyces spp.
formaram halos contra a K. pneumoniae 6, dois isolados contra a K. pneumoniae 15 e dois
isolados somente com a K. pneumoniae 26. Quatro isolados formaram halos contra as K.
pneumoniae 6 e 26. Com dez dias de crescimento houve aumento no numero de
estreptomicetos que foram capazes de produzir compostos com acao inibitoria sobre as cepas
de K. pneumoniae. Provavelmente, com este periodo de incubacéo, a glicose foi consumida,
diminuindo a quantidade de nutrientes no meio e acelerando a producdo de antimicrobianos.
O percentual de halos entre as K. pneumoniae também variou (Tab. 6). Esses resultados
diferem dos encontrados por Carvalho (2011), Fguira et al. (2004) e Sujatha et al. (2005), em
que os meios mais eficientes na producdo de metabdlitos foram os contendo glicose como

fonte de carbono.
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Tabela 6: Atividade antimicrobiana de Streptomyces spp sobre as cepas de K. pneumoniae,,

em meio contendo glicose e com crescimento por cinco dias e dez dias.

Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae

6 15 26

Tempo de incubacdo (dias)

Isolados
5 10 5 10 5 10
Streptomyces
16 - + - - - -
17 - + - - - -
18 - + - - - -
19 - + - - - +
20 - + - - - -
21 - + - - - -
22 - + - - - -
23 - + - - - -
24 - - - - - -
25 SC - SC - SC -
26 SC - SC - SC -
27 - - - - - -
28 SC SC SC SC SC SC
29 - - - - - -
30 - - - - - -
31 - + - - - -
32 - + - - - -
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33 - + - - - -
34 - + - - - -
35 - - - - - -
36 - + - - - -
37 - + - - - +
38 - + - - - +
39 - - - - - +
40 - + - - - +
41 - - - - - +
42 - + - - - -
43 - - - + - -
44 - - - + - -
45 SC - SC - SC -

Percentual de
Isolados 0% 56,66% 0% 6,66% 0% 20%

Positivos

Legenda: (+) = Atividade antimicrobiana positiva; (-) = Sem atividade antimicrobiana; SC = Sem

Crescimento.

Quando os estreptomicetos foram incubados por dez dias, independentemente da fonte
de carbono utilizada, observou-se uma maior producdo de compostos com potencial
antimicrobiano para inibir o crescimento das diferentes K. pneumoniae. No meio contendo
sacarose foi observado que tanto em cinco quanto em dez dias os percentuais de producdo de
antimicrobiano foram iguais (100%) para todas as K. pneumoniae. J4 no meio de cultura com
glicose em crescimento por dez dias e 0 meio com 0,5% de amido com crescimento por cinco

dias isso ndo foi observado, ou seja, os percentuais de producdo de metabolitos ndo foram
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mantidos para as trés K. pneumoniae testadas e nem nos dois periodos de incubacéo. Por
exemplo, no &gar com glicose com crescimento por cinco dias os percentuais de formacao de
compostos foram iguais para as trés K. pneumoniae (0%); ja em crescimento por dez dias,
além do percentual aumentar, houve variagdes entre cada K. pneumoniae. O mesmo ocorreu
com o agar com 0,5% de amido, que com cinco dias de crescimento apresentou variagdes na
producdo de compostos entre as K. pneumoniae, mas com dez dias de crescimento, 0S
percentuais de producdo de antimicrobiano foram mantidos iguais (100%) para todas as K.

pneumoniae.

Os antimicrobianos produzidos por esses isolados de Streptomyces spp. sobre as
amostras de K. pneumoniae devem ser estudados mais profundamente, pois os resultados
apresentados demonstram um grande potencial de producdo de compostos interessantes para
a industria farmacéutica. Este trabalho corrobora com a ideia de que bactérias do solo e
aquelas que habitam ambientes com condi¢fes extremas sdo muito promissoras na busca de

novos antimicrobianos.

CONCLUSAO

Todos os isolados de Streptomyces produziram compostos que se mostraram capazes
de inibir o crescimento de uma ou mais amostras de Klebsiella pneumoniae resistentes aos f3-
lactamicos. O meio contendo 1% de sacarose foi considerado o mais eficiente para a
producdo de metabdlitos com propriedades antimicrobianas, tanto em crescimento por cinco
quanto em dez dias. O meio contendo 0,5% de amido também foi considerado eficiente para
a producdo destes compostos, contanto que os isolados crescam por dez dias. Os isolados que
se mostraram eficientes na inibicdo do crescimento das trés cepas de K. pneumoniae
resistentes aos fB-lactamicos podem ser estudados futuramente, visando a descoberta de novos

e mais eficientes antimicrobianos.
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como as geradas no Adobe® Photoshop, por exemplo
(estesarquivosocupamaté1l0vezesmaisespagoqueos
arquivos TIFF eJPG).

Os tipos de fontes nos textos dasiguras deverdoser
Arial ou Helvetica. Textos deverdo ser legiveis.
Abreviaturasnasiguras(sempreemminisculas)devem
ser citadas nas legendas e fazer parte da prépria igura,
inseridas com o uso de um editor de imagens (Adobe®
Photoshop,porexemplo).Naouseabreviaturas,escalas
ou sinais (setas, asteriscos), sobre as iguras, como
“caixas de texto” do Microsoft®\Word.

Recomenda-se a criacdo de uma Unica estampa,
contendo Vvérias iguras reunidas, numa largura méaxima
del70milimetros(duascolunas)ealturamaximade257
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mm(paginainteira).Aletraindicadoradecadaigura
deveestarposicionadanocantoinferiordireito.Inclua
“A” e “B” (sempre em maiusculas, ndo “a”, “b”) para
distingui-las colocando, na legenda, Fig. 1A, Fig. 1B, e
assim por diante.

Né&o envie iguras com legendas inseridas na base das
mesmas.Aslegendasdasigurasdeveradoserenviadas no
inal do documento principal, imediatamente apds as
Referéncias.

Na&o use bordas de qualquer tipo ao redor das

iguras.Se houver composi¢do de iguras (Figs 1A, 1B,

etc.), use cerca de 1 mm (12 pixels para uma igura com

largura de 2000 pixels) de espago em branco entre cada

igura.E responsabilidade dos autores obter a permisséo

para reproduzir figuras ou tabelas que tenham sido
previamente publicadas.

Para cada igura, deverdo ser fornecidas as seguintes
informacGes:numero da igura (em ordem numérica,
usandoalgarismosarabicos(Figural,porexemplo;néo
abrevie) e a legenda detalhada, com até 300 caracteres
(incluindo espacos).

Cada tabela devera ser numerada sequencialmente,
comnUmerosarabicos(Tabelal,2,3,etc;ndoabrevie).O
titulodastabelasdeveraestaracimadasmesmas. Tabelas
deverdo ser formatadas usando as ferramentas de
criacdo de tabelas (‘Tabela’) do Microsoft® \Word.
Colunaselinhasdatabeladevemservisiveis,optando-se
por usar linhas pretas que serdo removidas no processo
de edicdo inal. N&o utilize padrdes, tons de cinza, nem
qualquer tipo de cor nas tabelas.

Dados mais extensos podem ser enviados como
arquivossuplementares,masquendoestardodisponiveis
no praéprio artigo, mas como links para consulta pelo
publico.

NORMAS GERAIS

Osnomescientiicos,incluindoosgénerosecategorias
infragenéricas, deverdo estar em italico. As siglas e
abreviaturas, quando utilizadas pela primeira vez,
deverdo ser precedidas do seu signiicado por extenso.
Ex.: Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Escrever os nimeros até dez por extenso, a menos que
sejam seguidos de unidade de medida, ou indiquem
numeracdo de figuras e tabelas. Utilize um espago
parasepararasunidadesdemedidasdosvalores(10 m,
por exemplo). A unidade de temperatura em graus
Celsius deve ser escrito com um espagamento entre 0
valor numérico (23 °C, porexemplo).

A posicdo preferencial de cada igura ou tabela nédo
deverd ser indicada no texto. Isso icara a critério do
editor, durante a editoracdo. Sempre veriique que as
igurasetabelasestejamcitadasnotexto.Notexto,use
abreviaturas(Fig.1leTab.1,porexemplo).Evitarnotas  de
rodapé. Se necessarias, utilizar numeragdo ardbica
emsequéncia.

As citacOes de autores no texto devera seguiros
seguintes exemplos: Baptista (1977), Souza &Barcelos
(1990),Portoetal.(1979)e(Smith1990,Santosetal

1995).Citaro(s)autor(es)dasespéciessdaprimeiravez
emqueasmesmasforemreferidasnotexto.Citagdesde
resumosdesimp0sios,encontrosoucongressosdeverao
ser evitadas. Use-as somente se for absolutamente
necessario. Comunicacgdes pessoais ndo deverdo ser
incluidas na lista de Referéncias, mas poderdo ser
citadas no texto. A obtencdo da permissdo para citar
comunicacBes pessoais e dados ndo publicados é de
exclusiva responsabilidade dos autores. Abreviatura de
periodicos cientiicos devera seguir o Index Medicus/
MEDLINE. CitacBes, nas Referéncias, deverdo conter
todos os nomes dos autores (ndo use etal.)

As referéncias deverdo seguir rigorosamente o0s
seguintes exemplos:
Artigos publicados em periddicos:

BONGERS,F.,POPMA,J., MEAVE J.&CARABIAS,
J.1988.Structureandloristiccompositionofthelowland
rainforestofLosTuxtlas,Mexico.Vegetatio,74:55-80.

QUADRA A A.&AMANCIO,A.A.1978.Aformacio
de recursos humanos para a sadde. Ciéncia eCultura,
30(12): 1422-1426.

ZANIN, A., MUJICA-SALLES, J. & LONGHI-
WAGNER,H.M.1992.Gramineae: TriboStipeae.Bol.
Inst.Biocienc.51:1-174.(FlorallustradadoRioGrande do
Sul,22).

Livros publicado por editoras:

CLEMENT, S. & SHELFORD, V. E. 1960.Bio-ecology:
an introduction. 2nd ed. New York: J. Willey. 425 p.

LOWE-MCCONNEL, R.H. 1987.Ecological studies in
tropical ish communities. Cambridge: Cambridge
University Press. 382p.

Capitulos de livro:

CEULEMANS,R.&SAUGIER,B.1993.Photosynthesis.|
n:RAGHAVENDRA A.S.(Ed.).PhysiologyofTrees.New
York: John Wiley & Sons. p.21-50.

NAKATANI, K., BAUMGARTNER, G. &
CAVICCHIOLI, M. 1997. Ecologia de ovos e larvas
depeixes.In: VAZZOLER,A.E.A.M., AGOSTINHO

A. A. & HAHN, N. S. (Eds.). A planicie de inundacéo
do alto rio Parana: aspectos fisicos, bioldgicos e
socioecondmicos. Maringa: EDUEM. p. 281-306.

Anais de encontros, congressos, etc.:

CARNEIRO,F.G.1997.Numeraisemesfero-cristais.In:
REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
PARA O PROGRESSO DA CIENCIA, 49., 1997,Belo
Horizonte. Anais... Belo Horizonte: Ed. da UFMG. 1
CD-ROM.

SANTOS,R.P.&MARIATH,J.E.A.2000.Embriologia
dellex paraguariensis A. St. Hil.: estudo da antera e
grdo de polen e sua aplicacdo no melhoramento. In:
WINGE,H.(Org.).CONGRESSOSUL-AMERICANO
DAERVA-MATE,2.,2000,Encantado,RSeREUNIAO
TECNICA DA ERVA-MATE, 3., 2000, Encantado,RS.
Anais... Porto Alegre: UFRGS/FEPAGRO. p. 140-142.
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Dissertacdes de mestrado, doutorado.

DILLENBURG, L. R. 1986. Estudoitossocioldgico do
estrato arbéreo da mata arenosa de restinga em
Emboaba, RS . 106 f. Dissertacdo (Mestrado em
Boténica) — Instituto de Biociéncias. Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,1986.

Links de paginas disponiveis na Internet:

POLITICA. 1998. In: DICIONARIO da lingua
portuguesa. Lisboa: Priberam Informatica. Disponivel
em:<http://www.priberam.pt/Dicionarios/dlp.htm>.
Acesso em: 8 mar. 1999.

THE INTERNATIONAL PLANT NAMES INDEX.
2012. Disponivel em:<http://www.ipni.org>. Acesso
em: 26 ago. 2012.

Para documentos com DOI® (Digital Object
Identiier) conhecido, seguir o exemplo abaixo (nédo
usar “Disponivel em:<...>Acesso em:. ):

SANTOS,R.P., MARIATH,J.E.A.&HESSE,M.2003.
Pollenkit ~ formation in  llex paraguariensis
A.St.Hil.(Aquifoliaceae).PlantSyst.Evol.,237:185-
198.<http:// dx.doi.org/10.1007/s00606-002-0257-2>

Em trabalhos de taxonomia vegetal e loristica, as
seguintesnormasespeciicasdeveraoserobservadas:
1. Chaves de identiicacdo: dicotdmicas, indentadas,
utilizando alternativas 1-1°. Os tdxons devem ser
numeradosemordemalfabética,dentrodesuacategoria
taxondmica e na ordem em que aparecerdo no texto.
2. As descricOes devem ser sucintas euniformes.
3. Autores de nomes cientiicos devem ser citados de
forma abreviada, de acordo com Brummit & Powell
(1992).
4. CitacOes e abreviaturas das Opus Princeps devem
seguirStaleuetal.(1976-1988).Nocasodeperiddicos,
seguirBridson&Smith(1991).Comoalternativa,seguir o
International Plant Names Index (IPNI -
http://www.ipni.org/index.html), onde as citagBes
seguem as obras mencionadas acima.
5. Indice de nomes cientiicos citados no manuscrito:no
casodemonograias,oindicedeverelacionar,emordem
alfabética, os taxons abaixo do nivel de género, sem 0s
autores, colocando em negrito a pagina onde inicia a
descricdodotaxon.Osnomesvalidosdevemsercitados em
letra normal e os sinbnimos emitalico.
6. Incluiralistadeexsicatasapresentadasnomanuscrito:
Schultz, A . : 12 (2.8-ICN), 25 (2.9-BLA, ICN)
12 e 25=ntmeros do coletor.
2.8=2 nimero do género e 8 nimero da espécie, no
trabalho.

ICN=sigla do herbario onde esta depositado o espécime
citado.

Caso o trabalho trate apenas de um género:

Schultz, A . : 110 (3-ICN)
3=nlUmero da espécie.

No caso de dois ou mais coletores, citar apenas o
primeiro.

Se o coletor ndo tiver nimero de coleta:

Barreto, I. L .: BLA 1325 (nimero do género e espécie,
ou s6 0 nUmero da espécie).

7. Materialexaminado:deverasercitadoapenasmaterial
selecionado, um exemplar por municipio. Se a relacéo
dematerialselecionadoformuitoextensa(ouseoautor nao
julgar necessario), citar todos os municipios. De modo
a demonstrar a distribuicdo geogréica do taxon e ndo
ultrapassar o nimero de paginas previstas, deverao ser
citados apenas um ou poucos exemplares porregiao
isiogréica (Fortes1959).

Quando forem dois coletores usar 0 &. Mais de dois
coletores,citaroprimeiroeusaroetal.Paises,estados,
municipios e localidades devem ser citados em ordem
alfabética.

Exemplos:

BRASIL. RIO GRANDE DO SUL: Torres, 23 maio
1975, L.R. Dillenburg 17 (ICN);

Tupancireta, 8 jul. 1977, L.R.M. Baptista et al. 911
(ICN); Uruguaiana, 25 mar. 1978;

M.L. Porto s.n. (ICN 2530); Vacaria, 1 abr. 1975, B.
Irgang & P. Oliveira 45 (BLA, ICN).

Flora llustrada do Rio Grande do Sul:
1. Lupinus albescens Hook. &Arn.,Bot. Misc. 3 : 201.
1833 (Fig. 1).

Sinonimia (citar o basiénimo, quando for o caso.
Citaroutrossinénimossomentequandoforestritamente
necessario para o conhecimento do taxon na area
estudada).

Descri¢ao:baseadaemmaterialdoRioGrandedoSul,
em dois paragrafos, vegetativo e reprodutivo.

Distribuicdogeograica:geralenoRioGrandedoSul,
esta Gltima utilizando as regibes isiograicas de Fortes
(1959). N&o devem ser utilizados mapas com pontosde
coleta no Rio Grande doSul.

Habitat:

Observacdes:

Material selecionado: citar somente material do Rio
Grande do Sul. Se necessario, por deiciéncia deste
material,citarmaterialadicionalexaminado”deoutras
regides.
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