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RESUMO: Foram coletadas sessenta e oito amostras em diferentes solos paraibanos, com
o isolamento de quarenta e nove cepas de Streptomyces spp. Apos triagem antimicrobiana, por
meio da técnica de difusdo em meio so6lido com blocos de agar, foram preparados os extratos dos
microrganismos produtores de metabdlitos bioativos, respectivamente cepas SP1 e SP3, e em
seguida avaliados quanto a atividade antifingica frente a espécies de fungos filamentosos de origem
clinica e ATCC. O antagonismo foi determinado através dos ensaios de difusdo com discos em
meio solido, microdiluicdo e cinética de morte microbiana. Os halos de inibi¢do obtidos a partir dos
extratos Sp-1 e Sp-3 apresentaram efeito antagdnico com valores superiores aos halos de inibi¢ao
promovidos pela droga controle, frequentemente utilizada na terapéutica antifungica. Os resultados
das concentragdes inibitorias minimas na microdilui¢do foram expressivos com valores fungicidas
variando entre 10 mg e 0,078125 mg. Na cinética de morte microbiana, as atividades dos extratos
Sp-1 e Sp-3 resultaram em dados estatisticamente significativos frente as cepas testes.

Unitermos: Streptomyces, extratos, atividade antifiingica, cinética.

ABSTRACT: “Antifungal activity and kinetics of microbial death of extracts obtained from
Streptomyces spp. isolated from paraibano soils”. Sixty eight samples were collected in different
soils of Paraiba, with the isolation of forty nine strains of Streptomyces spp. After screening
antimicrobial followed the method of diffusion in solid medium with agar block, the extracts were
prepared from microorganism producers of bioactive metabolites, respectively strains SP1 and SP3,
and then evaluated for antifungal activity against strains of filamentous fungi of clinical origin
and ATCC. The antagonism was determined through testing of diffusion disc in solid medium,
microdilution and kinetics of microbial death. The inhibition zones obtained from extracts of Sp-1
and Sp-3 showed antagonistic effect with values greater than the halos of inhibition promoted by
the drug control, often used in antifungal therapy. The results of minimum inhibitory concentrations
in microdilution were significant with fungicide values ranging between 10 mg and 0.078125 mg.
In the kinetics of microbial death, the activities of the extracts Sp-1 and Sp-3 resulted in statistically
significant data front of strains tested.

Keywords: Streptomyces, extract, antifungic activity, kinectics.

INTRODUCAO

O uso indiscriminado e prolongado de drogas
antimicrobianas sintéticas tem levado a selecdo de
microrganismos patogénicos cada vez mais resistentes, com
perfis de multiresisténcia. Este problema ¢ intensificado
em paises como o Brasil, onde a populagdo tem por
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habito a automedicag¢do, utilizando de maneira indevida
os antibioticos, em dosagens ¢ posologia (Tresoldi et al.,
2000). Em consideragdo a crescente importancia clinica,
laboratorial ¢ terapéutica dispensada as infecgdes fungicas
e bacterianas, inlimeras pesquisas vem sendo desenvolvidas
no sentido de obter novos farmacos naturais ou sintéticos,
que sejam menos toxicos e apresentem atividade contra
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cepas de microrganismos resistentes (Lima et al., 1975).

Dessa forma, a pesquisa com organismos
produtores de metabolitos ativos com efeito antagbnico
contra cepas de fungos e bactérias esta sendo cada
vez mais difundida em todo o mundo. Cerca de 84%
dos antibidticos de origem natural encontrados sdo
produzidos por microrganismos do solo em especial os
Streptomyces spp. com resultados extremamente eficazes
(Sanches-Marroquin, 1958). Os Streptomyces, dentre
os Actinomycetes, lideram a produgdo de antibidticos
¢ moléculas farmacologicamente ativas, enquadradas
em uma diversidade de classes, como: aminoglicosidio,
macrolidio, ansamacrolidio, beta-lactamico, peptidio,
glicopeptidio, antraciclina, tetraciclina, nucleosidio,
polieno ¢ quinona (Garcia-Quintana, 1997).

Desta forma, a utilizagdo da ecologia na
prospecgdo de microrganismos de interesse biotecnoldgico
isolados de solos ¢ de plantas medicinais, tornou-se
mais frequente e vem mostrando a descoberta de novos
metabolitos bioativos (Strobel & Daisy, 2003; Wiyakrutta
et al., 2004; Li et al., 2005).

Portanto, julgou-se oportuno a realizacdo
desta pesquisa com objetivo de avaliar a capacidade de
antagonismo através da produc@o de metabolitos bioativos
pelas cepas nativas de Streptomyces spp isoladas de solo
paraibano e cepas fungicas de origem clinica e ATCC.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras e isolamento de colonias de
Streptomyces spp

Foram coletadas sessenta e oito amostras de
solo do leito dos principais rios que formam as bacias
hidrograficas no Estado da Paraiba, distribuidos nas
seguintes mesorregides: Litoral Paraibano, Agreste
Paraibano, Borborema ¢ Sertdo Paraibano. Utilizando-se
recipientes estéreis retirou-se cerca de 300 g de amostra
do solo entre 1-9 c¢cm de profundidade. Posteriormente,
foram realizadas diluigdes seriadas a partir de 10 g de
cada amostra homogeneizada até 1077 dilui¢do em solugao
fisiologica estéril. Ap6s 15 min de agitagdo em vortex,
foram semeadas as trés ultimas diluigdes em aliquotas,
0,1 mL do sobrenadante em meio de cultivo Kuster-
Willians. Posterior a incubagao a 28 °C por 5 d, as colonias
com caracteristicas de Streptomyces foram isoladas, ¢
identificadas por meio de microcultivo, testes fisiologicos
¢ ensaios citoquimicos (Serrano & Sandoval, 1992; Garcia-
Quintana, 1997).

Preparacio dos extratos a partir dos Streptomyces

Apos triagem antimicrobiana através do método
de difusdo em meio so6lido com bloco de agar (Ichikawa et
al., 1971), as cepas SP1 e SP3 apresentaram os melhores
resultados entre todas e seguiram na realizagdo dos testes

frente as espécies fungicas. As linhagens foram semeadas
em placas de Petri contendo o meio ISP-2 e incubadas
em estufa BOD a 30 °C por 5 d. Apds incubagdo, blocos
de gelose (6 mm) foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer contendo 50 mL do meio ISP-2. Em seguida,
iniciou-se incubagdo sob agitacdo (180 rpm), a 28 °C por
48 h. Posteriormente, 10% (v/v) deste pré-indculo para
cada linhagem foi transferido para Fernbach, contendo
cada 300 mL do meio ISP-2 e cultivados por 48 h sob
as mesmas condi¢des de temperatura e agitagdo. Apods
fermentacdo foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min
para a separagdo do liquido fermentado da massa celular.

Para a extracdo dos principios ativos de cada
liquido fermentado foi utilizado como solvente o
etanol. Utilizou-se uma propor¢do de 1:2 dos liquidos
fermentados, seguido da agitacdo durante 20 min em
shaker. Foi realizada a separacdo das fases, uma organica
composta pelo solvente com o principio ativo extraido,
¢ outra aquosa que consistiu na fase aquosa do liquido
esgotado. Em seguida, as fases com os principios ativos
foram concentradas em evaporador rotatorio, ¢ mantidas
em dessecador.

Microrganismos e meios

As linhagens selecionadas para a realizagdo dos
testes de antagonismo pods-triagem antimicrobiana foram
0 Aspergilus niger LM 05, Aspergillus fumigatus ATCC
40640, Trichophyton rubrum ATCC 1683 ¢ Trichophyton
inkin LM 067. As espécies foram mantidas em meio
Sabouraud dextrose (DIFCO) por 14 d. a temperatura
ambiente.

Ensaios de atividade antimicrobiana

Foram preparados inoculos em solugdo salina
estéril a 0,89% das linhagens testes ajustadas na escala de
Mc Farland (01 x 108 UFC/mL), mantidas a temperatura
ambiente. A atividade inibitoria foi verificada pelas
técnicas de difusdo com discos em meio solido (Bauer
et al., 1966) ¢ microdiluicdo (Nccls, 2002). No ensaio
de difusdo com discos, foi adicionado em uma placa de
Petri estéril 1 mL de cada microrganismo-teste, seguido
de 20 mL do meio Sabouraud dextrose fundido a 45 °C.
Apds solidificagdo, foram embebidos discos de papel de
filtro com 30 pL de cada extrato em uma concentragdo
de 10 mg/mL e colocados sobre a superficie do meio de
cultura contendo os microrganismos testes. As placas
foram mantidas a temperatura ambiente por 14 d. Apods
incubagdo os halos foram medidos ¢ comparados com a
droga controle, cetoconazol 50 pg/mL. A determinagdo
da concentrag@o inibitoria minima (CIM) dos extratos foi
realizada através da microdiluicdo, em placas de ELISA
com noventa ¢ seis pogos estéreis. Foram distribuidos 100
uL de caldo Sabouraud dextrose nos orificios das placas,
exceto na linha dez. Em seguida, foram dispensados 100
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puL de cada extrato em cada placa em uma concentragido
de 20 mg/mL nas cavidades da primeira linha. Seguindo
o processo de diluigdo seriada, foram retirados 100 pL
da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora.
Nos orificios de cada coluna foram dispensados 10 pL do
indculo correspondente a cada cepa ensaiada. A linha onze
foi reservada para o controle negativo com o caldo e a linha
doze para o controle positivo com a droga cetoconazol 50
pg/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada
extrato, incubados a temperatura ambiente por até 14 d. As
leituras de determinacéo da CIM dos extratos Sp-1 ¢ Sp-3,
sobre as cepas testes, foram realizadas através do método
visual, observando a formag@o ou ndo do aglomerado
celular, considerando como CIM a menor concentragao do
produto em teste.

Determinacfio da cinética de morte microbiana

O estudo da interferéncia das concentracdes
inibitérias minimas dos extratos Sp-1 e Sp-3 sobre a
viabilidade das cepas fungicas foi realizado através da
avaliac¢do do crescimento radial das coldonias em milimetros
dos fungos filamentosos em intervalos de (0, 2, 4, 6, 8,
10,12 e 14 d) em triplicata. Inicialmente, inoculou-se em
placas de Petri estéreis 9 mL de meio Sabouraud acrescido
de 1 mL de cada extrato em concentracdes estabelecidas a
partir do valor da CIM, homogeneizando até resfriamento.
Em seguida, retiraram-se fragmentos de aproximadamente
2 mm de cada cepa fungica ensaiada, colocando-os no
centro da placa, incubando a temperatura ambiente por 14
d. No controle positivo foi utilizado 9 mL do meio + 1 mL
de cetoconazol na concentragdo de 50 ug/mL e o controle
negativo 9 mL do meio + 1 mL de salina estéril (Thyagara
& Hosono, 1996; Adam et al., 1998; Daferera et al., 2000;
Rasooli & Mirmostafa, 2002).

Analise estatistica

Dados foram analisados estatisticamente utilizan-
do ANOVA-Bonferroni, e considerados significativos com
p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo dos resultados da atividade
antifingica através do teste de difusdo com discos em
meio solido o extrato Sp-1 apresentou inibi¢do fungica
com halos entre 21-31 mm frente as espécies testes. O
extrato Sp-3 apresentou efeito antagénico com halos
de inibi¢do superior ao extrato Sp-1, 24 mm contra o
T. rubrum ATCC 1683 e 35 mm frente ao 4. fumigatus
ATCC 0406. Na Tabela 1 pode-se observar todos estes
dados, bem como, os valores inibitorios da droga controle,
inferior aos extratos testados, droga esta, comumente
utilizada na terapia antifungica. Os resultados apresentados
pelo efeito dos extratos sdo relevantes e podem ser
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comparados com outras literaturas que apresentam
estudos realizados com cepas nativas de Streptomyces
spp., com atividade antifungica, a partir de solos no
Brasil (Schlingmann et al., 1999; Bachiega et al., 2005).
Na Tabela 2 observa-se os dados de inibi¢do
em concentragdes diferenciadas dos extratos Sp-1 ¢
Sp-3 frente as amostras de fungos filamentosos. Na
concentragdo inibitoria minima (CIM) de 0,078125 mg
os extratos Sp-3 e Sp-1 apresentaram o mesmo resultado
frente a cepa de 7. inkin LM 067. Na concentragdo
inibitéria minima (CIM) de 0,15625 mg o extrato Sp-1
mostrou-se eficaz em seu efeito antagénico contra o A.
niger LM 05, T. inkin LM 067 ¢ A. fumigatus ATCC 0406.
O Sp-3 inibiu em mesma concentragdo as espécies A.
niger LM 05, T. inkin LM 067 ¢ T. rubrum ATCC 1683.
Estes dados de inibigdo s@o corroborados por outras
literaturas que também realizaram pesquisa de novos
compostos antimicrobianos através de triagem classica
de produtos naturais (Groll et al., 1998; Ujikawa, 2003).
Na microdilui¢do, o grupo controle sem droga inibitdria
apresentou o resultado esperado com crescimento para
todas as espécies, ¢ o controle com a droga antifingica
padrdo cetoconazol 50 pg/mL inibiu o crescimento
das cepas T. inkin LM 067 e A. fumigatus ATCC 0406.
No Grafico 1 observam-se as curvas da cinética
de morte para as duas espécies do género Aspergillus,
destacando o relevante efeito antifingico dos extratos
Sp-1 e Sp-3. Na analise entre o controle ¢ extratos
todos os resultados foram significativos com redugdo do
crescimento micelial dos fungos (p < 0,05). Na analise
controle e cetoconazol, a inibicdo da droga ndo foi
significativa no ensaio com a cepa A. fumigatus ATCC
0406. No Grafico 2 a inibi¢do do crescimento micelial foi
significativo para a cepa ensaiada 7. inkin LM 067 com
valores (p < 0,01), na relagdo entre controle e extratos e
controle e cetoconazol. Alguns trabalhos vém explorando
o potencial de substancias bioativas extraidas de plantas
¢ de microganismos contra o crescimento micelial de
fungos patogénicos ¢ outros microrganismos. Salvagnni
et al. (2008), avaliou a atividade antibacteriana a partir
de extratos de Myrtus communis L. frente a cepas Gram
positivas e Gram negativas. Moreira (2006), determinou
a cinética de algumas substancias bioativas contra fungos
dematiaceos, C. cladosporiodes ¢ F. compacta, observando
efeito positivo contra o crescimento radial ao longo de 14
d de exposicdo. Sharma & Tripatti (2006), observaram que
o0 6leo de Citrus sinensis na concentragdo de 3,5 pg/mL foi
capaz de inibir 100% do crescimento micelial do 4. niger
apos 7 d de exposi¢do. Pode-se inferir que os extratos
obtidos a partir das cepas nativas de Streptomyces spp de
solos paraibanos apresentam-se notaveis quanto a produgao
de metabdlitos bioativos capazes de inibir o crescimento
de cepas flngicas patogénicas, apresentando-se como uma
nova rota na busca por novas drogas antimicrobianas.
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Tabela 1. Atividade antifiingica dos extratos Sp-1 e Sp-3 isolados de Streptomyces spp contra fungos filamentosos.

Método de difusdo com discos em meio sélido (halos em mm)

Espécies fungicas

Extrato Sp-1

Extrato Sp-3

Cetoconazol (50 pg/mL)

A. niger LM 05 24 29 20
T inkin LM 067 25 31 19
A. fumigatus ATCC 0406 31 35 21
T. rubrum ATCC 1683 21 24 20

ATCC: America Type Culture Collection, LM: Laboratoério de Micologia

Tabela 2. Ensaio antifingico em placas de microdiluicdo dos extratos Sp-1 e Sp-3 isolados de Streptomyces spp contra fungos

filamentosos.
Y s I o
Filamentosos LM LM LM LM ATCC ATCC 1633 1633
05 05 067 067 0406 0406

i’:;ifo;m ne) Sp-1 Sp-3 Sp-1 Sp-3 Sp-1 Sp-3 Sp-1 Sp-3
10,0 . y - . . . . .
5,0 - - - - - - - -
2,5 . . . . . . y y
1,25 - - - - - - - -
0,625 - - - - - B n .
0,31250 ; ; ; . . . N )
0,15625 - - - - - + + -
0,078125 + + - - + + +
Controle* + + + + + + + +
Controle+ + + - - - - + +
Antifingico**

**Padrao cetoconazol 50 pg/mL; *Caldo Sabouraud + microrganismo; Sp-1 e Sp-3: Extratos secos etandlicos; ATCC: America Type

Culture Collection; LM: Laboratério de Micologia; (-) Auséncia de crescimento microbiano; (+) Crescimento microbiano
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Figura 1. Efeito dos extratos Sp-1 e Sp-3 isolados de Streptomyces e da droga cetoconazol sobre a cinética de morte microbiana de

Aspagillus furigdis ATCC G406
Aspegillus nger LM 05 e U

A. niger LM 05 e A. fumigatus ATCC 0406. ANOVA-Bonferronis (p < 0,05).
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Figura 2. Efeito dos extratos Sp-1 e Sp-3 isolados de Streptomyces e da droga Cetoconazol sobre a cinética de morte microbiana de
T inki LM 067 e T. rubrum ATCC 1683. ANOVA - Bonferronis com (p < 0,01), para o T inkin LM 067.
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