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Resuma Actinomicetos sao bactérias Gram positivas, coito aonteudo GC,
filamentosas e sabidamente produtoras de compdstmsetabolismo secundario com
potencial antimicrobiano. Os actinomicetos utilzgadesse trabalho foram isolados de
uma leira de compostagem, montada e monitoradblsitea de triagem da Lomba do
Pinheiro em Porto Alegre. Ensaios testando a pé@mualg metabdlitos secundarios —
antibioticos- foram realizados contra acinetob&asémultirresistentes isoladas de
surtos de infec¢des hospitalares na UTI do HosgédaClinicas de Porto Alegre. Foram
testados 84 isolados de actinomicetos contra quapas de acinetobactérias. No ensaio
de dupla camada, foram observados resultados yassitontra duas cepas: vinte por
cento dos actinomicetos apresentaram acgao badeertmntra a cepa 157 e 12%
bacteriostatica, enquanto que para a cepa 200 - dd$visolados tiveram acédo
bactericida e 15% bacteriostatica. Os isolados aoelhores resultados foram
identificados quanto a géneros e selecionados @yaaios de crescimento e producao
dos metabdlitos em cultura submersa. Os resultaliidos com os extratos brutos das
culturas de crescimento submerso, nas condicOesléss ndo mostraram a atividade

antimicrobiana obtida nos ensaios de dupla camada.

Palavras-chave: actinomicetos, producdo de antibidticos e acinetgias

multirresistentes.



Abstract: Actinomycetes are Gram-positive filamentous baaterith high GC content
and known producers of secondary metabolites cong®with antimicrobial activity.
The actinomycetes used in this study were isolft®ut a composting pile, built and
monitored in Plant screening of Lomba do Pinheiréorto Alegre city. Trials testing
the production of secondary metabolites — antibsoti were performed against multi-
resistantAcinetobactersolates from outbreaks of nosocomial infectiomghe ICU of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre. We testeds®fates of actinomycetes against
four strains ofAcinetobacter In the double-layer assay, positive results wdrserved
with two strains of actinomycetes that showed 2Qf6tdricidal activity against strain
157 and 12% bacteriostatic activity, whereas agastrain 200, 11% of isolates had
bactericide and 15% bacteriostatic activity. Thedates that showed the best results had
their genera identified and were selected for ngstthe growth and metabolite
production in submerged culture. The results okthiwith crude extracts of cultures,
under the tested conditions, showed no antimictamtivity like that achieved in the
double-layer assay.

Keywords: actimomycetes, produce antibiotics and multidrugjstentAcinetobacter.
1. Introdugéo:

A compostagem € um processo natural de decompdsigigica, que além de evitar o
acumulo de residuos solidos urbanos em aterros)vdes terra os nutrientes dos quais
ela necessita. Este processo € realizado por lza;téomo os actinomicetos, e fungos e
tem como resultado um composto estavel que podeusado como fertilizante
(Oliveira, 2003). Actinomicetos sdo bactérias Graositivas que apresentam no seu
genoma altas concentragbes de guanina e citos@ima,psncipalmente aerdbios e
apresentam grande diversidade fisioldégica e matabdicroscopicamente apresentam
aspecto filamentoso, estdo presentes em uma gdinedesidade de habitats e sao
capazes de produzir metabdlitos secundarios usedpsoducéo de pigmentos, enzimas
extracelulares, antibioticos entre outros. Os g&ierde actinomicetos
predominantemente isolados da compostagem de ossigtlidos urbanos incluem
Nocardia, Streptomyces, Thermoactinomyces e Micnosmora (Tuomela et al.,
2000). O génerdStreptomycedestaca-se pela producdo de antibiéticos, pois sao
responsaveis pela producdo de cerca de 75% dessescbs comercialmente usados
em humanos, animais e na agricultura (Miyadoh, 1998 uso descontrolado de



antibioticos ao redor do planeta € um problemarareslvido, pois através disso,
muitas cepas de bactérias tornaram-se resistentastas classes de antimicrobianos.
Durante o Ultimo século, antibiéticos produzidosr pmicrorganismos tém, e
continuardo a desempenhar um significativo papel tratamento de doencas
infecciosas. No entanto, com o aumento do uso dbi@cos muitas linhagens
patogénicas tém sido selecionadas e apresentaradee\niveis de resisténcia aos
antimicrobianos existentes (Penesgaa) 2009).E inquestionavel a necessidade de que
novas drogas sejam descobertas e estudadas coteoafternativa de tratamento de
infeccbes que causadas por microorganismos regsteque levam a mortes e
diminuicdo da qualidade de vida da populacdo enalgey principalmente, de
imunocomprometidos. Para cobrir a demanda por nogogonentes farmacéuticos e
para combater os patdgenos resistentes a antdsppesquisadores tém buscado novos
organismos em ambientes ndo usuais (Ranetsii 2009).Acinetobactespp. emergiu
como um patdgeno nosocomial importante em muiteegpdo mundo, as infec¢cbes sao
dificeis de tratar em consequéncia de altos niwdEs resisténcia a muitos
antimicrobianos (Paterson, 2006).Assim, o princgablema em unidades de terapia
intensiva (UTIs) brasileiras é a emergéncia de émst Gram-negativas nao
fermentadoras de glicose (BGNNFG) com sensibilidadémicrobiana diminuida,
tornando-se constante desafio para os profissia@idrea da saude. Nesse contexto,
Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter sp vém adquirindo importancia como
agentes de infec¢cdes hospitalares devido a crescesisténcia aos antimicrobianos
(Laranjeira, et al 2010). O objetivo desse trabalho foi identificartimomicetos
produtores de metabdlitos secundarios com poteatahicrobiano.

2.Materiais e métodos:
2.1 Obtencéo dos isolados:

As amostras de actinomicetos analisadas foramadaletde uma leira de compostagem
de residuos solidos urbanos (RSU) acrescido de latieado, da Usina de
Compostagem da Lomba do Pinheiro, do Departamentuidipal de Limpeza Urbana
(DMLU) de Porto Alegre. Essas foram coletadas deereiites pontos da leira,
homogeneizadas para entdo serem retiradas 10gnaeostn, a essa amostra foram
adicionados 90mL de agua estéril. Dessa misturanfopreparadas as diluicdes e
realizado o esgotamento. Outrossim, as cepas detabactérias multirresistentes



foram doadas pelo Dr. Afonso Barth da FaculdadEatenacia/lUFRGS. As cepas de
Acinetobactersdo oriundas de infec¢bes ocorridas no HospitaCliieicas de Porto
Alegre.

2.2 Recuperacao das amostras congeladas:

Aliquotas de 100uL do isolado armazenado em gliQd% foram semeadas em agar
amido caseina (ACA- amido 1%, caseina 0,03%, KN(@3%60 NaCl 0,2%, K2HPO4
0,2%, MgS0O4 0,005%, FeS0O4 0,001% e agar 1,5%)exrda técnica de espalhamento
em superficie com o auxilio de uma al¢ca de Drigal#is placas foram incubadas a
30°C por 7 dias. Depois de isoladas as amostramfarmazenadas em ACA inclinado.
J4, as amostras de acinetobactérias foram masetidagar tripticase de soja (TSA).

2.3 ldentificagdo morfolégica das coldonias em ndeslgénero:

As analises das caracteristicas morfolégicas fonaalizadas pela técnica de
microcultivo conforme Holet al. (1989). As placas de microcultivo foram montadas
em placas de Petri de vidro contendo dois palitessyistentavam uma lamina de vidro
e em uma das extremidades em pedaco de algoddoa@owxilio de uma micropipeta
foi adicionado 300 pL de ACA e depois desse tadsiohdo, foi realizado o indculo
dos actinomicetos a serem identificados utilizand@ agulha estéril para inoculacao
tracando uma reta transversal sobre o meio derauldgua estéril foi adicionada no
algodéao para formacao de camara umida. As placasfmcubadas a 30°C por 7 dias e
a partir do quinto comecou-se a observar as caistctas como ramificacdo do
micélio, formacdo de micélio aéreo, fragmentacdofoemacdo de estruturas

reprodutivas. A observacéo foi feita em microsca@gmtco com aumento de 400X.
2.4 Técnica de antibiograma ou difusdo em disco:

Esse teste de sensibilidade/resisténcia foi rehlizaom as quatro amostras de
acinetobactérias. Em placas de agar Muller-Hirftemo em proteinas e carboidratos,
fornece o substrato ideal para o desenvolvimegtesimento de bactérias de interesse
clinico). Utilizando a escala 0,5 de McFarlland5(%, 1 UFC/ml) por comparacao

visual, as bactérias foram semeadas em todo agas&ias com rotacdes a cada 60°.

Os antibidticos testados foram: CIP = ciprofloxa¢i€LO = clorafenicol, GEN

gentamicina, NIT = nitrofurantoina, CRO = ceftriamp CFO = cefoxitina, CFL =

cefalotina, IMP = imipenem, AMC = amoxicilina + doi clavulamico, EST



estreptomicina, TET = tetraciclina, NOR = norfloxe; SUT = sulfazotrim, VAN =
vancomicina, ERI = eritromicina, AMI = amicacina:IR = penicilina. Com o auxilio
de uma pinga estéril, os discos de antibidticomnfordistribuidos sobre a placa
guardando uma distancia de 24 mm de centro a ceisr@lacas foram incubadas a
37°C por 18-24 horas e depois os halos de inibigéaam medidos utilizando como

referéncia para resisténcia a antibiéticos a tabel/2007.
2.5 Atividade antimicrobiana dos isolados pelo rdétdas picadas:

Os 84 actinomicetos selecionados foram inoculados@plicata em meio ACA com o

auxilio de uma agulha estéril num angulo de 9@ftekdados a 30°C por sete dias. Apos
0 crescimento, verteu-se uma sobrecamada que bar@irmL de agar Muller-Hinton

misturado a 1 ml de cultura da célula-alvo com @oracentracdo de aproximadamente
3 x 1¢ células/mL (escala de McFarlan). Essa placa faibada a 37 °C por 24 horas e
0s halos de inibicdo ao redor dos organismos pooglsitde substancias bioativas eram
avaliados — sendo que nesse ensaio era somentadaval presenca ou auséncia de

halo.
2.6 Atividade antimicrobiana pelo método de difusé&opoco:

Inicialmente foi realizado um pré-indculo de 50 ok meio AC com 0s actinomicetos
testados, esses foram incubados a 30°C sob agitacétante de 150 rpm, por 48
horas. Entédo, foram retirados 5 mL do pré-inécule-enoculado em 50 mL de meio
AC incubado nas condi¢cfes descritas acima por uiodgmede cinco dias. A cada 24
horas eram coletadas amostras e estas eram ogauiafs; o0 sobrenadante era retirado e
o pH determinado. Em placas de agar Miuller-Hintas,bactérias testadas foram
inoculadas seguindo a escala 0,5 de McFarlan, espcgm 9 mm de didmetro eram
confeccionados na placa. Os extratos eram cologamopocos das placas inoculadas, e
para que houvesse a difusdo dos mesmos, as pEtaan@ciam 18 horas na geladeira
antes de serem colocados na estufa a 37°C paraeszincento das bactérias
multirresistentes. As placas permaneciam na egoifa24 horas e posteriormente 0s

halos de inibigdo eram verificados.
3.Resultados:

Das 92 amostras de actinomicetos removidos dorgliceomente foram utilizadas 84

para o teste das picadas, os outros isolados nivprablemas de crescimento e foram



descartados. As cepas multirresistentes de acmdtotas foram testadas contra 17
antimicrobianos de uso clinico. Como mostra a talikl todas as cepas cedidas
mostraram ser resistentes as mais de duas classastichicrobianos. A cepa 415
mostrou-se resistente a 15 dos antimicrobianosdest e resisténcia intermediaria
contra 2; a cepa 157 mostrou-se resistente a i@madiaria a 1 e sensivel a 4
antimicrobianos; a cepa 200 mostrou-se resisteti@antimicrobianos, intermediaria a
1 e sensivel a 3; a cepa de numero 1 mostrou-iséerge a 15 antibioticos e apresentou

resisténcia intermediaria a 2 antimicrobianos.

Tabela 1. Perfil de resisténcia de quatro isolad@®\cinetobactersp. frente a 17

antimicrobianos.

Ne [cap|clo]GEN]NIT]cRO| CFO] CFL] IMP | AMC | EST[ TET | NOR | SUT[ VAN | ERI | AMI| PEN
Re  [15 [12 12 [14a [13 14 14 [13 [13/19e [11 [14 [12 J10 [ 13 24 |28
ms |12 [- |- - |15 |39 - - TR - |- 19 [15 |-

R |[R |[R |R |I R |R |R |[R R |[R |R |R |[R |1 |R |R
157 |20 [- |- - 10 [- |18 17 |32 |- - 20 |- T- -

I |rR |R |R |[R [R |[R |[R |5 s |s |[R _|rR |s |rR |R |R
200 [20 [- |- - - - |15 15 |30 |- 2 - T -

I |rR |[R |R |R |R |R |R |R s |s |R |rR |[s |R |R |R
1 10 [- |- - |15 12 ] 10 |8 - 18 [ 11 |-

R |R |[R |R I R |R |R |R R |R |[R |rR |R [I |[R |R

CIP = ciprofloxacina, CLO = clorafenicol, GEN = gemicina, NIT = nitrofurantoina, CRO = ceftriaxozFO = cefoxitina,
CFL = cefalotina, IMP = imipenem, AMC = amoxiciliraacido clavulamico, EST = estreptomicina, TEBtrdciclina,
NOR = norfloxacina, SUT = sulfazotrim, VAN = vancmina, ERI = eritromicina, AMI = amicacina, PEN emcilina

*O diametro dos halos de inibigdo foram medidosngiffmetros (mm).

Os 84 isolados de actinomicetos foram testadosisai@ de dupla camada, sendo esse
teste realizado para a escolha daqueles isoladeiguaduzissem alguma substancia
bactericida ou bacteriostatica capaz de inibir esdmento das acinetobactérias
testadas. Os resultados deste ensaio podem sewairhs® nas figuras 1 e 2 que

mostram a a¢ao dos actinomicetos contra duas tzectaultirresistentes.




Produgao de antimicrobianos

B Actinomicetos com agao bactericida contra cepa 157
B Actinomicetos com agao bacteriostatica contra cepa 157

Actinomicetos sem a¢do contra cepa 157

17(20%)

)
i 10(12%)

Figura 1.Actinomicetos comfeitos bactericida e bacteriostético contra cepa

Produgao de antimicrobianos

B Actinomicetos com agdo bactericida contra cepa 200
B Actinomicetos com agao bacteriostatica contra cepa 200
Actinomicetos sem a¢do contra cepa 200

9(11%)
13 (15%)

‘ 62(74%) (

Figura 2.Actinomicetos comfeito bactericida e bacteriostatico contra cepa

Os resultados de atividade antimicrobiana mostrarara atividade promissora con
as cepas 200 e 15¥os ensaiose dupla camada contra a cepa,ldds 84 isoladc 17
tiveram acdo bactericida e 10 acdo bacteriost Semelhantes resultados for.
observados contraa cepa 200, quando actinomicetosapresentaram atividau
bactericida e 13acdo bacteriostatic Apenas um isolado mostrou capacid
bacteriostatica contra a cep;, a cepa 415 nao foi inibida.o® 84 isolados, 1
apresentaram atividade contra as cepas deAcinetobactermultirresistente. Dos
isolados com acéo antimicrobian8 actinomicetos f@m bactericidas contras as d
cepas, 4 apresentaram atividade bactericida comt@delase bacteiostatica contra
outra e 3 foam bacteriostéticos para am. A sele¢dodos actinomicetos que serit

identificados, em nivel de género, ba-se nogesultados de atividade antimicrcna



obtidos com o teste da dupla camada. Dentre estdsdos que tiveram atividade,
foram priorizados aqueles com acéo bactericidaraahtas das cepas testadas, ou que,
visivelmente tiveram um grande poder bactericidatreouma. Foram selecionados 13

isolados dos 84 actinomicetos testados inicialment

Conforme pode-se observar na tabela 2 houve unomietb de isolados identificados
como Nocardia baseados nas caracteristicas morfolégicas em neeiculdura. Nos
testes de producdo de extratos a partir de cudtinccultura submersa néo foi possivel
observar halo de inibicdo quando os extratos fotastados contra as cepas de
acinetobactérias. Esses ensaios deverao ser peatiizando diferentes condicdes de

crescimento daquelas testadas neste momento.

Tabela 2. Tipo de acéo e identificacdo dos isoladoslhidos para ensaio de difusdo em poco.

Actinomicetos Acdo Cepas Género
113 Bactericida 157 e 200 Streptomyces
244 Bactericida 200 Nocardia
317 Bactericida 157 e 200 Streptomyces
319 Bactericida 157 Nocardia
324 Bactericida 157 Nocardia
325 Bactericida e 157; 200 Nocardia

bacteriostatico

328 Bactericida 157 e 200 Nocardia
329 Bactericida 157 e 200 Nocardia
330 Bactericida e 157; 200 Streptomyces

bacteriostatico

336 Bactericida 157 e 200 Nocardia
390 Bactericida 157 e 200 Nocardia
391 Bactericida 157 e 200 Nocardia
470 Bactericida 157 e 200 Nocardia

2. Discussao:

Actimomicetos sdo responsaveis por mais de d&3producdo total de antibidticos
utilizados em uso humano, veterinario e agricolamidros do génerStreptomyces

contam com 70-80% da producdo de metabolesundarios, com contribuicdes



menores dos génerosSaccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospoea
Actinoplanes(Challis & Hopwood 2003). Diferente do esperade, attinomicetos
isolados de compostagem é que neste trabalho aiandas actinomicetos produtores
de antimicrobianos sdo do génemcardia e uma menor prevaléncia do género
StreptomycesResultados do nosso grupo de pesquisa mostramdequee 0s géneros
produtores de metabdlitos bioativos derivados dea lde compostagem o género
Streptomycegepresenta 70% dos isolados produtores de congpdsbt@ativos e o
géneroNocardiarepresenta 20% dos com atividade antimicrobiamaliiBues, 2006).
Outro fator importante a ser considerado é que 8 ©® (cerca de 62%) dos
microrganismos identificados e produtores de commgoioativos foram provenientes
da mesma coleta realizada no dia 5 de agosto d& 286a também foi a coleta com
maior nimero de actinomicetos isolados. A tempesanedia da leira nessa coleta foi
de 67, 6°C e o pH 8,2. A temperatura alta e o pks$ @maalino podem ter favorecido a
presenca dos géneroblocardia e Streptomycesinfelizmente, em meio liquido, nas
condicdes testadas até o momento, ndo foi obseneadaima atividade antimicrobiana
perceptivel, ou seja, nenhum dos nossos extraies ddvidade que permitisse a
formacao de um halo de inibicdo quando testada&@st acinetobactérias. Metabdlitos
isolados de actinomicetos, frequentemente apreseat&vidade antimicrobiana em
agar, mas nao em cultura liquida (Thalairal 2007) e esta sendo estabelecida a idéia
gue 0 meio sélido é mais adequado para o desemattd do isolado e producédo de
antibiotico (lwai e Omura, 1982). Muitos podem teido 0s motivos mas,
provavelmente, a pequena concentragdo dos compbgiaBvos no extrato seja a
principal causa dessa auséncia. Nos ensaios decsofgda a concentragcdo do
antibiotico era indubitavelmente maior, levandoesa consideracdo a presenca do
préprio microrganismo. Dos 26 isolados testadosAmabou et al, 2008, somente 16
foram capazes de crescer e apresentar atividadmi@obina em meio liquido, para
todos os isolados selecionados a atividade em sddicho foi mais significativa que em
meio liquido. Outros fatores como a degradacao etlndlito secundario pelo préprio
actinomiceto, ou fragmentacdo dos filamentos e lmiggodem levar a perda da
capacidade de producédo de antibidtico pelo microsgao (Bushell, 1993) e, ainda
outra hipotese, seria a modificacdo quimica dadatile dos componentes pode levar a
inativagcdo dos componentes em caldo de culturauf@giet al 2009). Ainda deve-se
considerar as condicdes de cultivo como as fonescarbono, nitrogénio, pH,

temperatura entre outras. Isto é, tanto as corslip@é&icionais quanto as condi¢cdes



fisicas séo relevantes quando se avalia a prodig@oetabdlitos secundarios. A busca
de uma condicao apropriada e otimizada de proddede ser realizada para avaliagao
do real potencial destes isolados de actinomicetos.

Agradecimentos:

Agradecemos ao Dr. Afonso Barth por prontamente weder as cepas de

acinetobactérias.

A Karina Heck da Silva pela dedicacdo, ensinameafosciéncia.

A Dra. Sueli Van der Sand pela acolhida e orierdalyfuito obrigada a todos.
Referéncias:

1. OLIVEIRA, M.F.; Identificagéo e caracterizagdo deimomicetos isolados de
processo de compostagem. 2003

2. TUOMELA, M. et al. Biodegration of lignin in a cormapt environmental: a
review.Bioresource technology Washinton, v.72, p 169-183, 2000.

3. PENESYAN, A. et al. Antimicrobial activity observeamong cultured marine
epiphytic bacteria reflects their potencial as arse of new drugsFEMS
Microbiol Ecol, v.69, p113-124, 2009.

4. MIYADOH, S. Research on antibiotic screening inalapver the last decade: A
producing microorganisms approadhctinomycetologia Amsterdan, v.9, p.
100-106. 1993.

5. RAMESH, S. et al. Screening of marine actinomycetekated from the Bay of
Bengal, India for antimicrobial activity and inddat enzymes.World J
Microbial Biotechnol, 2009.

6. PATERSON, D.L., The epidemiological profile of ioteons with multidrug-
resistantPseudomonas aeruginogaAcinetobacterspeciesClin Infect Dis, p
43-48. 2006.

7. LARANJEIRA, V.S. et al. Pesquisa dAcinetobactersp e Pseudomonas
aeruginosaprodutores de metal@dactamase em hospital de emergéncia de
Porto Alegre, Estado do Rio Grande do Sul, BraRiévista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical 43(4):462-464, age, 2010

8. HOLT, J.G,, et al Bergey's Manual of SystematiceB@iogy. Baltimore, v. 4,

p 2300-2648. 1989.



9. Clinical and Laboratory Standards Institute 200@rfétmance standards for
antimicrobial susceptibility testing; seventeemtformational supplement. CLSI
M100-S17, Wayne, Pennsylvania.

10.CHALLIS, G. L. & HOPWOOD, D. A. Synergy and contiegcy as driving
forces for the evolution of multiple secondargtabolite production by
Streptomyces species. PNAS, 100: 14555-14561. 2003

11.RODRIGUES, K. Identificacdo, producdo de antimicaolos e complexos
enzimaticos isolados de actinomicetos. 2006.

12. THAKUR, D. et al. Isolation and screening $tfreptomyce# soil of protected
forest areas from the states of Assam and Tripbm@ia, for antimicrobial
metabolites. Journal de Mycologie Médicale (2007,)242—249

13.IWAI, Y. and OMURA, S Culture conditions for screeg of new antibiotics.
Journal Antibiot 35:123-141. 1982

14.ANIBOU, M. et al. Actinomycetes from Moroccan hadlg: isolation and
screening for cytotoxic activities. World Journaidkbbiol Biotechnol 24:2019—-
2025. 2008

15.BUSHELL, M.E. A method for increasing the successerof duplicating
antibiotic activity in agar and liquid cultures sfreptomycessolates in new
antibiotics screens. Journal of Fermentation Bigegying. 76(2): 89-93. 1993

16.GURUNG, T.D. et al. Isolation and characterizatiamf antibacterial
actinomycetes from soil samples of Kalapatthar Mdaverest Region. Nepal
Journal of Science and Technology 10 (2009) 173-28Q9



