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RESUMO

ALVES, Matheus Silva. Atividade antimicrobiana de metabolitos
secundarios de Streptomyces spp, isolados de cultura de soja do sul do
estado do Maranh&o. 2022. 76p. Tese (doutorado do pés-graduacdo da Rede
Bionorte) Universidade Ceuma, Sao Luis, 2022.

O Brasil possui uma extensa area territorial com a presenca de diversos biomas.
O solo como componentes abidtico dos biomas, pode ser descrito como um
agrupamento de reacdes e processos quimicos e bioldgicos responséaveis pela
formacao de camadas terrestre e desenvolvimento das plantas, onde pode-se
encontrar bactérias filamentosas denominadas Actinomicetos. Esses
microrganismos possuem uma vasta capacidade de producdo de compostos
bioativos, que permite o antagonismo a outros microrganismos na relagao de
competicao por espaco provocando lesdo e/ou destruicdo de outros organismos.
Assim, o presente estudo teve por objetivo verificar a acdo antimicrobiana de
metabolitos secundarios produzidos por de Streptomyces spp isolados de solo
contaminados por agrotéxico no Maranh&o. Para isso foram coletados amostra
de solo e realizados teste de identificacdo morfolégica e molecular, ensaio
enzimaticos e de atividade antimicrobiana como ensaio em meio sélido (bloco de
gelose), ensaio em meio liquido (agar difusdo), avaliacdo da Concentracéo
Minima Inibitéria (CMI) e sinergismo frente aos microrganismos Klebsiella
pneumoniae  ATCC 0023, Pseudomonas aeruginosa ATCC 0026,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Corynebacterium diphtheriae ATCC 27012,
Cryptococcus gattii ATCC 24065 e identificacdo quimica preliminar dos extratos.
Foram isoladas dez estirpes sendo a maioria Streptomyces. Os isolados apenas
Act 01, Act 03, Act 06 apresentaram atividades antimicrobiana e esses trés
isolados foram identificados pertencentes ao género Streptomyces. Todas as
trés linhagens apresentaram capacidade de produzir as enzimas celulase,
amilase e protease. Além de apresentarem halo de inibicdo para patégenos
testados com excecdo da K. pneumoniae ATCC 0023. Em relacdo a CMI
apresentou resultados inibicdo para P. aeruginosa ATCC 0026 (500 pg/mL), S.
aureus ATCC 6538 (1000 pg/mL), C. gattii ATCC 24065 (125 pg/mL). Em relacéo
0s compostos isolados do extrato foram determinados a presenca de
flavonoides, terpenos e alcaloides. Portando, os isolados de Streptomyces
apresentaram acao antimicrobiana.

Palavras-chave: Streptomyces; antimicrobiana; bioativos; biotecnologia.



ABSTRACT

ALVES, Matheus Silva. Antimicrobial activity of secondary metabolites of
Streptomyces spp, isolated from soybean in southern Maranh&do state.
2022. 76p. Thesis (doctorate of postgraduate program at Bionorte) Ceuma
University, Sao Luis, 2022.

Brazil has an extensive territorial area with the presence of several biomes. Soll
as abiotic components of biomes can be described as a grouping of chemical and
biological reactions and processes responsible for the formation of land layers
and plant development, where filamentous bacteria called Actinomycetes can be
found. These microorganisms have a big capacity to produce bioactive
compounds, which allows antagonism to other microorganisms in the competition
relationship for space, causing injury and/or destruction of other organisms.
Based in these aspects, the present work object to verify the antimicrobial action
of secondary metabolites produced by Actinomycetes isolated from soil used for
soybean planting in Maranhao state. For this, soil samples were collected and
performed morphological and molecular identification tests, enzymatic and
antimicrobial activity assays such as solid medium assay (agar block), liquid
medium assay (diffusion agar), evaluation of the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and synergism against the microorganisms Klebsiella
pneumoniae ATCC 0023, Pseudomonas aeruginosa ATCC 0026,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Corynebacterium diphtheriae ATCC 27012,
Cryptococcus gattii ATCC 24065 and preliminary chemical identification of the
extracts. Ten strains were isolated, the mosto f them being Streptomyces. Of the
isolates, only the strains Act 01, Act 03, Act 06 showed antimicrobial activities
and these three isolates were identified as belonging to the genus Streptomyces.
All three strains were able to produce cellulase, amylase and protease enzymes.
In addition to presenting a halo of inhibition for all tested pathogens with the
exception of Klebsiella pneumoniae. Regarding the CMI, it presented inhibition
results for Pseudomonas aeruginosa ATCC 0026 (500 pg/mL), Staphylococcus
aureus ATCC 6538 (1000 pg/mL), Cryptococcus gattii ATCC 24065 (125 pg/mL).
Regarding the compounds isolated from the extract, the presence of flavonoids,
terpenes and alkaloids was determined. Them, the Streptomyces isolates
demonstrated antimicrobial action and more tests need to be carried out to
ensure the biological safety of these bioactives.

Keywords: Streptomyces; antimicrobial; bioactives; biotechnology.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais que possui uma extensa area territorial com a presenca de
diversos biomas (Amazobnia, Pantanal, Mata atlantica, Caatinga, Pampas e Cerrado)
(VALLI; YOUNG; BOLZANI, 2016). Por possuir dimensdes continentais e uma vasta
biodiversidade de espécies de animais, plantas e microrganismo o Brasil se torna uma
referéncia para o0 mundo em questbes de biodiversidade ecoldgica. Essa mesma
realidade também pode ser observada no Estado do Maranhdo, em relacdo a
diversidade de biomas e biodiversidade. No entanto, ainda séo pobres os
conhecimentos sobre 0s potenciais biolégicos e sua provavel aplicagéo biotecnolégicos
dos compostos bioativos oriundos dos organismos desses biomas, principalmente nas

descobertas de novos processos e produtos microbianos (PEREIRA, 2019).

O solo como é um componente abidticos dos biomas, pode ser descrito como
um agrupamento de reacbes e processos quimicos e biolégicos responsaveis pela
formagao de camadas terrestre e desenvolvimento das plantas (LEPSCH, 2016). Ele
apresenta como constituintes a matéria organica, minerais, metais, agua, uma
biodiversidade de organismo, principalmente, o microrganismo. Esse microbioma é
formado por fungos, bactérias, algas, protozoérios e virus (PELCZAR, 1997), sendo
responsaveis pela decomposicdo de compostos complexos em pequenas moléculas,
mineralizacdo e biorrecuperacdo do solo contaminado por compostos xenobiéticos
(MCCARTHY; WILLIAMS, 1992).

No solo pode-se encontrar bactérias filamentosas denominadas Actinomicetos,
gue sao caracterizadas pelo seu crescimento filamentoso, além da producdo de micélio
de substratos (vegetativo), micélio de esporos (aéreo), o que confere a esta classe de
bactérias resisténcia e sobrevivéncia em varios habitats (HOLT; KRIEG; SNEATH,
1994).

Esses microrganismos possuem uma vasta taxonomia incluindo espécies com
morfologias e capacidades metabdlicas variadas (BARKA; VATSA; SANCHEZ;
GAVEAU-VAILLANT et al., 2016). Dentre esses microrganismo, o género Streptomyces
destaca-se pela habilidade em produzir compostos bioativos, com producdo de
enzimas, sintese de substancias bioativos que permite 0 antagonismo a outros
microrganismos na relacdo de competicéo por espago provocando les&o e/ou destruicéo
de outros organismos (INBAR at al, 2005; CHARLLIS; HOPWOOQOD, 2003).

Assim, o presente estudo tem por objetivo Avaliar a atividade antimicrobiana dos

metabolitos secundarios extraidos de Streptomyces spp isolados do solo do cerrado,
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aumentando assim o arsenal de compostos bioativos disponiveis para diversos fins na

indUstria farmacéutica, alimenticia, entre outras.
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2. REVISAO DE BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERIZACAO DO MARANHAO E DA CIDADE DE BALSAS

O Maranhdo € um dos estados pertencentes a federagéo do Brasil que se
esta localizado na é&rea de transicdo entre a regido nordeste e a regiao
amazobnica. O Estado encontra-se numa posicdo entre trés macrorregioes
brasileiras: Nordeste, Norte e Centro Oeste. Dessa forma, reunem feicGes
fitogeograficas e climatoldgicas caracteristicas dessas areas. Fisiograficamente,
0 Maranhdo apresenta sete microrregioes: Litoral, Baixada Maranhense,
Cerrados, Cocais, Amazobnia, Chapadbes e Planalto. O clima semiumido
abrange grande porcéo do territério maranhense onde 0s solos apresentam uma
grande variedade (SILVA; SANTOS; FEITOSA,; SILVA et al., 2016).

O Estado do Maranhédo limita-se com trés estados brasileiros: Piaui
(leste), Tocantins (sul e sudoeste) e Para (oeste), além do Oceano Atlantico
(norte). Com area de 331 937,450 km? e com 217 municipios, € o segundo maior
estado da regido Nordeste e o oitavo maior estado do Brasil. As principais
atividades econdmicas sdo a industria, 0s servicos, 0 extrativismo vegetal

(babacu), a agricultura (soja, mandioca, arroz, milho) e a pecuéria (IBGE, 2017).

Balsas € um dos 217 municipios do Maranhdo € tenha ganhando
destaque, nas ultimas décadas, pela producdo de graos, principalmente a soja.
Ele ocupa uma area de 13.141.162 Km?, esta situada no cerrado localizado na
regido do Sul do Maranhdo, com uma populacéo estima em 96.951 habitantes.
Em relacdo sua economia é em grande parte gerada em torno da agropecudria,

e a soja € o seu principal produto comercializado (IBGE, 2020).

Estudos tem demonstrados que no cerrados o cultivo de soja é
responsavel pelo maior consumo de agrotoxicos dentre os outros tipos de cultivo.
(COSTA, 2021) Como Balsas esta situado no cerrado ndo estar fora desse
cenaria, utilizando uma alta quantidade de agroquimicos que ajudam na
producado entretanto causam problemas diversa como: contaminacao de aguas,
contaminacgao da polucéo que induz a mutagdes genicas provocando um grande

quantidade de doencas.
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2.2. BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

A pesar do conhecimento da existéncia de uma grande variedade de formas de
vida ser muita antigo (MAYR; PROVINE, 1998), a definicdo do termo biodiversidade
comeca a ser construida a partir de 1985 por Walter G. Rose durante o planejamento
do um férum de diversidade biologica realizado no ano seguinte 1986 (MEINE; SOULE;
NOSS, 2006; SARKAR, 2002; WILSON, 1997). Mas apenas em 1988 que a
biodiversidade aparece com o conceito de forma contraida de diversidade biolégica no
livro organizado por Edward O. Wilson que deve como referéncia os resultados do
National Forum on (SARKAR, 2002; WILSON, 1997).

Em 1992, um decreto legislativo referente a uma Convencéo sobre diversidade
bioldgica conceitua a biodiversidade ou diversidade biolégica como sendo a diversidade
de seres vivos que compreende a variabilidade de organismos vivos de todas as origens
(incluindo ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquaticos) e os
processos ecoldgicos envolvidos nesse ecossistema, além da diversidade dentro de
espécies, entre espécies e entre ecossistemas, abrangendo os niveis de diversidade de

ecossistemas, diversidade de espécies e diversidade genética (FRANCO, 2013).

Nesse contexto, sabemos que o Brasil apresenta uma biodiversidade grande
sendo formado por vérios biomas. Essa quantidade de biomas pode justificar a
biodiversidade do gigantesca do Brasil. Dentre os biomas podemos evidenciar o
Cerrado que é caracterizado por florestas estacionarias e campos. Esse bioma esta
presente nos estados do Brasil Central (Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
Distrito Federal), além de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Tocantins, Bahia, Piaui e
Maranh&o (AGUIAR; SANTOS; AREDES:; SILVA, 2016).
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2.3. DIVERSIDADE MICROBIANA - MICROBIOLOGIA DO SOLO

A formacéo do solo é um processo dindmico e continua resultado das interacdes
complexas entre o material parental (rochas, areia, aluvides glaciais, e assim por diante),
a topografia, o clima e os organismos vivos, que garantem uma serie de combinagdes
de processos quimicos, fisicos e biolégicos. Assim, de forma geral, o solo é constituido,
por pelo menos, cinco elementos basicos: minerais (40%), matéria organica, macro e
microrganismos vivos, ar e agua (50%) (MADIGAN; MARTINKO; BENDER; BUCKLEY
et al., 2016).

Essa constituicdo torna o solo um habitat complexo que apresenta na visdo
microbiologica, numerosos microambientes e nichos que contribuem para a fixagdo de
uma biodiversidade de organismo, principalmente de microrganismos. Esses
microrganismos apresentaram sua atividade biol6gicas condicionadas por fatores
ambientais que muitas das vezes podem ser limitantes como a presencga de oxigénios
e determinados nutrientes, como nitrogénio e fosfato. Mais também depende das
relagcbes ecoldgicas que fazem com os demais organismos (DUBEY; TRIPATHI;
UPADHYAY, 2006).

Esses microrganismos sdo importantes para o solo e para manutencdo da vida
presente nele, pois sdo responsaveis pela degradacao de matéria orgéanica, realizando
sequestros de elementos e produzindo uma variedade de biomoléculas e metabdlitos
secundarios que séo liberados para degradacdo microbiana, realizada por enzimas
especificas, transformando uma molécula em outra, levando a liberagéo de elementos
em forma inorganica (IBEKWE; PAPIERNIK; YANG, 2004; ZHANG; KALLIMANIS;
KOUKKOU; DRAINAS, 2004). Esses microrganismos, provam ter enzimas especificas
gue realizam biotransformagfes (HOSTER; SCHMITZ; DANIEL, 2005; LUCKARIFT,;
DALTON; SHARMA; BOYD et al.,, 2004), que tém relevancia ndo apenas para a
biorremediacdo, mas também para a biotecnologia industrial (LEE; WON; LIM; KIM et
al., 2004; YUN; KANG; PARK; YOON et al., 2004).

Dos microrganismos residentes no solo, é possivel observar, que por exemplo,
os fungos ocorrem mais facilmente em ambientes &cidos; algumas bactérias fixadoras
do nitrogénio s6 sdo encontradas em solos com pH acima de 6,0. J4 as actinobactérias,
sd0 mais predominantes em solos organicos com pH neutro a ligeiramente alcalinos
(MADIGAN, 2010).
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2.4. ACTINOMICETES OU ACTINOBACTERIAS

Actinobactérias s@o bactérias filamentosas pertencentes ao filo Actinobactérias
e ordem Actinomycetales. A palavra Actinomycetes deriva de duas palavras gregas:
“aktis” que significa relampago ou raio e “mykes” que significa fungos. Eles por muito
tempo foram caracterizados como fungos, mas depois com estudos detalhados
percebeu que eram bactérias GRAM-positivas filamentosas, podendo ser aerdbico,
anaerdbico ou anaerébico facultativo, produtoras de micélios aéreos, parede celular
acido muramico, &cido diaminopimélico ou lisina. Outras estudos moleculares
mostraram uma grandes quantidades de nucleotideos dos tipos C e G (57-75%) que
também comecou a fazer parte de sua caracterizagcdo molecular (KONEMAN; WINN JR;
ALLEN; JANDA et al., 2012; SEGARAN; SUNDAR; SETTU; SHANKAR et al., 2017).

Esses microrganismo produzem um composto volatil chamado de geosminas
que esti ligado a seu odor caracteristico de terra Umida das actinobactérias
(AGRAWAL, 2002; ARAUJO-MELO; SOUZA; VICALVI-COSTA; DE ARAUJO et al.,
2016),

As actinobactérias sdo onipresente e formam uma populacdo estavel e
persistente em varios ecossistemas, especialmente em solos alcalinos secos ((VEIGA;
ESPARIS; FABREGAS, 1983). Esses microrganismos sdo conhecidos por produzirem
uma extensa variedade e diversidades compostos bioldgicos conhecidos como
bioativos, que podem tem a capacidade de inibir o desenvolvimento de patdgenos
presentes no solo na disputa da vida por competicdo (SHARMA; ANEJA; MAYER,;
MUNCH et al., 2005).

As actinobactérias mais importantes na microbiologia do solo, pertecem aos
géneros 0s  Streptomyces,  Streptosporangium, Nocardia, = Nocardiopsis,
Micromonospora e Thermoactinomyces. Essas bactérias podem ser facilmente
encontradas no solo, sendo produtora de substancias que atuam na degradacéo de
moléculas complexas, como as substancias recalcitrantes principalmente lignocelulose,
celulose, hemiceluloses e lignina, e assim desempenham um papel importante no
processo de decomposicdo da matéria organica do solo para que os nutrientes fiquem
disponiveis para outros seres vivos (DING; JIANG; LI; LI et al., 2004; PETROSYAN,;
GARCIA-VARELA; LUZ-MADRIGAL; HUITRON et al., 2003).

Actinobactérias sdo descritas na literatura por possuirem a capacidade de
produzir ampla quantidade de metabdlitos secundarios, dentre eles enzimas, inibidores
enzimaticos, e principalmente antibidticos, que frequentemente s&o utilizados na
Agricultura, Medicina e Veterinéria (INBAR; GREEN; HADAR; MINZ, 2005).
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De acordo com o banco de dados National Center for Biotechnology Information
(Database resources of the National Center for Biotechnology Information, 2018), o
género Streptomyces pertence a familia Streptomycetaceae; subordem
Streptomycineae; ordem Actinomicetales e subclasse Actinobacteridae. Este género é
um dos maiores géneros, pois contém mais de 500 espécies (MOHANRAJ; SEKAR,
2013).

As bactérias do género Streptomyces sdo conhecidos pelos seus efeitos de
sintese de biossinteticos que tem como produtos final compostos naturais complexos.
Com o advento da genémica houve uma mudanca da perspectiva de investigacdo dos
compostos produzidos por esses microrganismos. Eles apresentam um (nico
cromossomo linear e plasmideos que podem ser circulares ou lineares. Outra
caracteristica que podem ser observados eu seu genoma € a capacidade de formar
aglomerados de genes biossintéticos que sintetizam enzimas que formam metabolitos
secundarios, como uma variedade de compostos quimicos que incluem policetideo,
lactamas, peptideos ndo ribossdmicos, terpeno e outros produtos naturais. Esses
metabolitos secundarios sd@o sintetizados na fase de mudanca do micélio para a
esporulacdo (HWANG; KIM; CHARUSANTI; PALSSON et al., 2014). A producéo desses
metabolitos secundarios sdo de grande relevancia medica e industrial (BRANA;
FIEDLER; NAVA; GONZALEZ et al., 2015).

2.5. METABOLITOS SECUNDARIOS

2.5.1. Policetideo e peptideos néo ribossémicos

Dentre os metabdlitos secundarios produzidos pelos Streptomyces, ha duas
grandes classes que sédo policetideo e peptideos nao-ribossémicos. Esses metabolitos
apresentam uma variedade de fungdes estruturais e fisiolégicas com acgao terapéutica
(HWANG; KIM; CHARUSANTI; PALSSON et al., 2014).

A biossintese de policetideo é semelhante aos mecanismos com a biossintese
de acidos graxos, onde em cada etapa h& alongamento repetitivo que envolve uma
condensacdo de Claisen que incorpora a unidade extensora na cadeia crescente.
Diferentemente do que acontece na sintese acidos graxos, na biossintese de policetideo
podem utilizar unidades acil-CoA mais diversas, por exemplo malonil-CoA, metilmalonil-
CoA e etilmalonil-CoA, e o B-carbono na unidade extensora recém-incorporada pode ter
diferentes estados de oxidacdo. Além disso, a modificacao estrutural de metabdlitos

secundarios, incluindo glicosilacdo, aminacdo e metilacdo, que ocorre apés a o
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esqueleto policetidico ser sintetizado, é outra caracteristica biogquimica exclusiva da
biossintese de metabdlitos secundarios (HWANG; KIM; CHARUSANTI; PALSSON et
al., 2014).

As policetidas sintases (PKS’s), que sdo um complexo de enzimas que produzem
uma gama de estruturalmente diversificada de metabolitos secundarios e também
grande atividade biolégica (WALSH, 2004). S&o agrupados, segundo as suas fun¢des
e estruturas, em trés grupos: os tipos | e Il presente apenas em microrganismos e o Il
que além de estarem presentes em microrganismos podem também estdo presentes
em plantas (SHIMIZU; OGATA; GOTO, 2017).

Os PKS do tipo | sdo formados por proteinas multifuncionais e multimodulares
gue produzem principalmente macrélideos, um composto com agéo antibacteriana. Eles
consistem em varios modulos, cada um dos quais composto por dominios com func¢des
especificas. Cada médulo sempre carrega trés dominios principais: aciltransferase (AT),
proteina transportadora de acila (ACP) e cetossintase. Esses dominios sé&o
responsaveis pelo alongamento do esqueleto policetidico, inserido grande gama de
unidades extensoras (por exemplo, malonil-CoA). Alguns mdédulos também contém
dominios acessorios, que podem ser do tipo B-cetoredutase, desidratase e
enoilredutase, que catalisam a reducdo do B-carbono na unidade extensora de uma
maneira dependente de NADPH. Esses dominios acessorios estdo presentes em alguns
maédulos, mas ndo em outros. Quando os policetideos atingem o médulo final do PKS,
o alongamento do policetideo € terminado por hidrélise no dominio da tioesterase
((HWANG; KIM; CHARUSANTI; PALSSON et al., 2014).

Ao contrario do acontece com as PKS do tipo I, as PKS do tipo Il sdo complexo
de proteinas monofuncionais individuais, produzindo policetideos aromaticos (por
exemplo, tetraciclinas e actinorodina). Os PKSs do tipo Il alongam os policetideos por
meio de reacdes de condensacdo repetitiva catalisadas pela heterodimero-cetos-
sintase e ACP, e parecem ter mais especificidade de substrato, quase sempre utilizando
acetil-CoA e malonil-CoA como unidades iniciador e extensor, respectivamente. Ap4s o
procedimento de condensacéo, os policetideos aromaticos podem ser reduzidos pela
cetoredutase e modificados ap6s a traducdo pela aromatase, ciclase e glicosilase
(HWANG; KIM; CHARUSANTI; PALSSON et al., 2014).

Enquanto isso, em contraste aos sistemas PKS do tipo | e Il, o tipo Il PKSs, séo
homodimero da enzima cetoredutase, ndo usa ACP para o alongamento da cadeia de
carbono e atua diretamente nas unidades extensoras na forma de acil-CoA para

catalisar condensagoes iterativas das unidades extensoras (JESUS, 2016).
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J4 os peptideos ndo ribossbmicos (NRPS) sdo constituidos de enormes
proteinas multimodulares, nas quais a condensacao (C), adenilacdo (A) e tiolagéo (T)
gue dominios anexados uns aos outros iguais em uma corda. A acdo combinada desses
dominios permite o alongamento da cadeia peptidica nascente em um aminoacido por
ma&dulo. Em um médulo de alongamento minimo, um dominio A ativa o aminoacido, um
dominio T carrega intermediarios como tioésteres no braco da fosfopantetina e um
dominio C forma a ligacéo peptidica. Uma variedade de dominios acessorios oferece
opc¢Oes opcionais funcionalidades como epimerizacdo, ciclizagdo ou N-metilagdo.
Finalmente, uma tioesterase cliva o peptideo da enzima em uma forma linear ou ciclica.
Inimeros medicamentos usados na clinica, como o imunossupressor, a ciclosporina e
os antibiéticos vancomicina, daptomicina e penicilina sédo biossintetizados por NRPS.
(KRIES, 2016).

2.5.2 Atividade biol6égica dos metabolitos secundarios de Streptomyces
2.5.2.1 Atividade antibacteriana

Substancia com atividade antibacteriana tanto podem inibir o crescimento
bacterianos quanto podem matar bactérias. As doencas infecciosas continuam sendo
uma das principais causas de morte devido a microrganismos resistentes a antibiéticos.
Essa resisténcia provoca uma diminui¢éo da eficacia dos antibibticos e por isso tem-se
investido no desenvolvimento de novas alternativas para superar essa problematica.

Como o género Streptomyces apresenta como uma caracteristica marcante que
€ a capacidade de produzir antibiéticos, entdo eles sdo grandes promissores para a
investigacdo de novos farmacos com agdo antimicrobiana (LIMA, 2017). As principais
classes de antibidticos produzidos por Streptomyces incluem aminoglicosideos,
antraciclinas, glicopeptideos, [B-lactamicos, macrolideos, nucleosideos, peptideos,
polienos, poliésteres e tetraciclinas (ANTUNES; SALAMONI; FRAZZON; GERMANI et
al., 2013). E mais recentemente foram descobertos abissomicina C, bonactina, di-
hidroquinonas cloradas, diazepinomicina, Frigociclinona, dinamicinas entre outros
(BRANA; FIEDLER; NAVA; GONZALEZ et al., 2015).

2.5.2.2 Atividade antifangica

Em geral, as espécies de bactérias do género Streptomyces sao saprofiticas e
comumente associadas a solos, onde contribuem significativamente para a rotatividade
de biopolimeros e antibidticos complexos (WANNER; HAYNES, 2009). Esses
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microrganismos sdo potentes produtores de antifingicos, capaz de realizar a
biossintese de quitinase uma enzima que tem a capacidade de degradar a quitina,
componente da parede celular dos fungos. Além da quitinase, também ja foram
descritos outros bioativos com atividade antifingica produzidas por Streptomyces sédo
eles: Chandrananimicina A (MASKEY; LI; QIN; FIEBIG et al., 2003) 2003b) e N- (2-
hidroxifenil) -2-fenazinamina (NHP) (GAO; LU; XING; MA et al., 2012).

2.5.2.3 Antitumorais

Substancias produzidas por Streptomyces utilizadas no tratamento do cancer
comecaram a surgir por volta de 1940 com a descoberta de actinomicina D. Desde
entdo, muitas outras substancias com propriedades anticancer tém sido isoladas desse
género (DEMAIN; SANCHEZ, 2009). Hoje, sdo muitas as classes de compostos
anticancerigenos produzidos por Streptomyces, algumas delas clinicamente Gteis, tais
como antraciclinas, peptideos, glicosideos, enediinas, indois, policetideos,
antimetabdlicos, carzinofilina e mitomicinas (NEWMAN; CRAGG, 2007; OLANO;
MENDEZ; SALAS, 2009).

Mesmo com a abundante variedade de compostos isolados, a pesquisa por
novas substancias anticancer ainda € imprescindivel devido ao continuo
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos quimioterapicos, assim como a
elevada toxicidade e os efeitos colaterais relacionados. Portanto, € necessaria a
investigacdo de novas substancias com menos efeitos secundarios e/ou com maior
eficiéncia terapéutica (OLANO; MENDEZ; SALAS, 2009).

2.5.2.4 Atividade antioxidantes

Os antioxidantes funcionam para exercer efeito protetor na saide humana contra
danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio (ERO). Os EROS, como
os radicais hidroxila, superéxido e peroxila, atacam macromoléculas, incluindo lipidios
de membrana, proteinas e DNA, que subsequentemente levam a sérias complicagées
de saude como céancer, diabetes mellitus e doengas inflamatérias crbnicas e
neurodegenerativas (RAHAL; KUMAR; SINGH; YADAV et al., 2014).

Estudos de TAN (2018) com o extrato MUM292 oriundo do isolado Streptomyces
sp. de solo, exibia a atividades de eliminacdo de radicais livres. Os potenciais
antioxidantes do extrato de MUM292 podem ser atribuidos a presenca de compostos

bioativos, incluindo dipeptideos ciclicos e compostos fendélicos. Em conjunto, o presente
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estudo demonstrou que o Streptomyces tem um grande potencial para produzir
metabdlito antioxidante. Além disso, do ponto de vista econémico, o cultivo da cepa
MUM292 poderia atender & crescente demanda da industria de processamento de
alimentos pelo fornecimento continuo de antioxidante natural. De fato, a producao
microbiana poderia servir como uma fonte sustentavel de antioxidantes naturais e,
portanto, € mais econdmica em comparacdo a sintese quimica de antioxidantes
sintéticos (TAN; CHAN; CHAN; KHAN et al., 2018).

2.5.5.2 Enzimas extracelulares

Esses metabdlitos tém atividades biol6gicas potenciais consideradas util para
vérias aplicacdbes em medicina, ciéncias veterinarias, e agricultura (BERDY, 2005;
RAJA; PRABAKARANA, 2011). Além da produgdo desses metabolitos secundarios,
Streptomyces € conhecido por secretar uma ampla gama de enzimas extracelulares, e
os tipos dessas enzimas sao importantes em varias industrias processos: celulase,
xilanase, quitinase, amilase, pectinase, protease e lipase ((KASHIWAGI; OGINO;
KONDO, 2017).

Essas enzimas extracelulares, sdo substancias que tem por fungcéo catalisar
diversas reacfes bioldgicas, acelerar ou possibilitar que tais rea¢cdes acontecam. Sao
responsaveis pela viabilidade em diversos processos metabdlicos e sdo produzidas por
todos os organismos vivos. O que torna essas bactérias especiais quando relacionado
a expressao de enzimas, sdo justamente quais enzimas podem estar sendo expressas
e como elas podem ser utilizadas nos ramos da Biotecnologia, que é a area responsavel
pela utilizacdo de produtos produzidos por organismos vivos que possuam interesse
econdmico (ANTUNES; SALAMONI; FRAZZON; GERMANI et al., 2013).

A area farmacéutica, agroindustria, indUstria alimenticia e petroquimica séo as
mais relacionadas com a utilizacéo de actinomicetos (visando as enzimas expressas por
essas bactérias) em diversas situacfes, seja na producdo de alimentos, farmacos,
pesticidas, ou mesmo nas formulac¢des visando a biorremediac¢éo, que, de acordo com
Duarte (2012) se trata da revitalizagao de areas contaminadas com misturas derivadas
do diesel e biodiesel (DUARTE, 2012). Em todas essas formula¢cBes essas enzimas
estariam as suplementando para garantir e viabilizar reacdes quimicas necessarias
dentro do produto ou area desejada. Como as lipases, capazes de catalisarem reacdes

que hidrolisam ésteres constituintes do biodiesel (SOUZA, 2018).
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3. CAPITULO I: ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA JOUNAL APLLIED
OF MICROBIOLOGY
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Atividade antimicrobiana de metabolitos secundério de Streptomyces spp
isolados de solo contaminado com agrotoxicos no sul do Maranhéo
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Resumo

Objetivo: Avaliar a acdo antimicrobiana de metabolitos secundarios produzidos
por Streptomyces spp. isolados de solo contaminado com agrotoxico no

Maranhao.

Métodos e resultados: Foram coletadas, em dez pontos equidistantes, amostra
de solo contaminados com agrotdxico em seguida foi feito um pool para obtengéo
da amostra composta. Os microrganismos isolados pela técnica de diluicdo
seriada foram identificados pela morfologia e por técnicas moleculares (regido
16SrRNA). O potencial biotecnolégico dos isolados foram avaliado através dos
ensaios de atividades enzimaticos (amilase, celulase, protease e lipase), ensaio
em meio liquido para a atividade antimicrobiana (difusdo em agar, CIM e
sinergismo) frente aos patégenos Klebsiella pneumoniae ATCC 0023,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 0026, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Corynebacterium diphtheriae ATCC 27012, Cryptococcus gattii ATCC 24065,
identificacdo quimica dos extratos e ensaio de verificar a efeito protetor dos
extratos Tenebrio molitor. Foram isoladas linhagens03 bactérias do género
Streptomyces. Os isolados, chamados de linhagens Ac 01, Ac 03 e Ac 06,
apresentaram acdo antimicrobiana em teste de agar difusdo. Os extratos
isolados desses microrganismos foram identificados por absorbancia
apresentando como composicao: flavonoides, terpenos e alcaloides. Esses

extratos apresentam atividade de celulase, amilase e protease. Para esses
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extratos foi observado a formacao de CIM para P. aeruginosa (500 pg/mL), S.
aureus (1000 pg/mL), C. gattii (125 pg/mL).

Conclusao: Os Streptomyces apresentaram acao antimicrobiana contra
Cryptococcus gattii ATCC 24065. N&ao apresentou protecao contra infeccéo no

ensaio com o Tenebrio molitor.

Palavras chaves: Streptomyces; antimicrobiana; bioativos; biotecnologia.

INTRODUCAO

Os actinomicetos sdo bactérias caracterizando-as como Gram-positivas,
apresentando em seu genoma altas quantidades de guanina e citosina,
crescimento filamentoso, presenca de esporos e sobrevivem em diversos
habitats. (BATISTA, 2010; SATHEEJA, 2011; PASSARI et al.,2015; KUMAR,

2016).

Essas bactérias representam cerca de 30% da microbiota presente no solo, onde
participam, naturalmente, do reciclagem organica transformando compostos
complexos em pequenas moléculas e também séo utilizados na biorrecuperacgéo
de solos contaminados por agrotéxicos (KENNEDY, 1999; SILVA et al., 2013;

BARKA et al., 2016).

Além das acdes ja citado, anteriormente, esses microrganismos sao conhecidos
por produzirem substancias de alto potencial biotecnolégico, tais como: enzimas
extracelulares, vitaminas agentes antioxidantes, cardiovasculares e
principalmente antimicrobianos (TIAN et. al., 2004; SOCIETIES, 2017; SANTOS,

2021).

Recentemente, entre do grupo de Actinomicetos 0s pertencentes a ordem

Actinomicetales é a principal fonte de antimicrobiano, contribuindo com cerca de
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3000 moléculas, mais de 90% produzida por representantes do género

Streptomyces. (SANTOS, 2021).

A descoberta de antimicrobianos, como a penicilina, revolucionou o cenario de
morte que acometia as pessoas por infeccdo bactérias. A eficacia da penicilina
disseminou seu uso. Por isso a mais passou a ser utilizada em para sintomas de
dores e febre. Essa utilizacdo durante antes favoreceu o aparecimento de cepas

resistentes a penicilina (GUIMARAES, 2017).

Durantes 0s anos seguintes novos antimicrobianos foram descobertos e
produzidos e devidos ao uso irracional promoveu o aparecimento de cepas
resistentes a esses novos compostos. Com isso, a disponibilidade de
antimicrobiano ficou reduzida necessitando, assim, da buscas por novos

antimicrobianos (LIMA, 2017).

Grande parte dos microrganismo, que causas infeccbes, ja apresentam
resisténcia ao arsenal de antimicrobianos disponiveis. Como 0s actinomicetes,
especialmente os Streptomyces, possui um amplo potencial de producdo de
antimicrobianos naturais. Nesse contexto, este estudo tem como objetivo avaliar
a acdo antimicrobiana de actinomicetes (Streptomyces) isolados de solo

contaminados por agrotéxico o frente as microrganismo patogénicos.
MATERIAIS E METODOS
Caracterizacdo da Area e Coleta do Solo

As amostras foram coletadas em solo com historico de utilizagdo de agroquimico,
localizada no municipio de Balsas-MA, Brasil (S’ 07° 10’ 13.1” WO 45° 43’ 26.0”),

no ano de 2019.
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Microrganismos utilizados

Os microrganismos Klebsiella pneumoniae ATCC 0023, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 0026, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Corynebacterium
diphtheriae ATCC 27012, Cryptococcus gattii ATCC 24065 foram utilizados nos
ensaios de atividade biolégica. Todos foram cedidos pelo Laboratorio de

Microbiologia Ambiental da Universidade Ceuma.
Isolamento dos Actinomicetos

Para isolar os Actinomicetos, a amostra for suspendida em 90 mL de soro
fisiologico 0,9%. Apds 1 hora de agitacdo, a amostra foi submetida a diluicbes
seriadas decimais até o fator 104. Em seguida, aliquotas de 100 pL das diluicdes
102 e 10*foram inoculadas em triplicata na superficie de placas de Petri por
meio da técnica de espalhamento com auxilio da alga de Drigalski. Os meios de
cultura utilizados foram: Agar-Sabouraud-Dextrose (ASD), Batata-Dextrose-
Agar (BDA) e Agar-Czapek (ACZ) todos da marca Kasvi. As placas foram
incubadas a 28°C em estufa com Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) por
5 dias. Apés acrescimento dos microrganismo as bactérias Actinomicetos foram

isoladas e cultivadas em meio cultura BDA.
Identificacdo morfolégica dos actinomicetes

Os actinomicetos isolados foram caracterizados morfologicamente avaliando:
sua superficie, forma, tamanho das colénias e a producéo de pigmentos. Ja para
a identificacdo micro morfologica, foi realizado microculturas para observacdes
da fragmentacdo micelial, agrupamento e arranjo de esporos, de acordo com

protocolo International Streptomyces Ploject (SHIRLING; GOTTLIEB, 1970).

Identificacdo molecular utilizando a sequenciamento do gene 16S rRNA.
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Extragcdo de DNA total

A extracao foi otimizada a partir do cultivo dos Actinomicetos isolados. O meio
contendo os Actinomicetos foi centrifugada a 9 000 rpm por 10 min para
obtencéo da biomassa, a mesma foi lavada com em Phosphate Buffered Saline
(PBS) esterilizado e depois centrifugado (9 000 rpm por 10 min), esse
procedimento foi realizado por 3 vezes para retirada total de impurezas. Em 200
mg da biomassa foi adicionado 1mL de CTAB (Cetrimonium bromide) a 2% e em
microtubos contendo pérolas de vidro. Em seguida foi levado ao termobloco a
65°C durante meia hora. Novamente foi centrifugado 14 000 rpm durante 8
minutos, o0 sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 2mL. Esse
sobrenadante foi misturado de acetado de sédio (3M) gelado, e incubado a -20
°C por 10 min, foi centrifugado a 14000 rpm por 10 min. Ao sobrenadante foi
adicionado 1 mL de alcool isopropilico puro. Novamente foi centrifugado a 14.000
rpom durante 10 min e foi descartado o sobrenadante e adicionado etanol (70%)
refrigerado a -20° C, foi centrifugado a 6 000 RPM por 7 min e descartado o
sobrenadante e o “pellet” foi suspenso em agua ultrapura. A concentracéo e a
pureza foram avaliadas utilizando um espectrofotdmetro (Nanodrop
Lifetechnologies). E a integridade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese

em gel de agarose a 0,8%.

Reacdo de amplificacdo em cadeia

Para amplificagao foi utilizando oligonucleotideos universais 27F (5-GAG TTT
GAT CCT GGC TCA G-3’) e 1492R (5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT-3’)
para a identificacdo do gene 16S rRNA (HEUER; SMALA, 1997). A reacéo era
constituida 12,5 uL de GoTag® Green (Master Mix, 2X), 1 uL do primer 27F

(100mM) e 1uL do primer 1492R (100mM), 1 uL do DNA (30 ng/uL) 9,5 pL de
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agua Milli-Q resultando no volume final de 25 pL para cada reacdo. As condigdes
do termociclador foram: desnaturacéo inicial 94° C por quatro minutos; 35 ciclos
configurado com a temperatura de desnaturacdo de 94° C por um minuto,
temperatura de anelamento de 55° C por um minuto e temperatura de extenséo
a 72° C por dois minutos, e uma temperatura final de extenséo de 72° C por 10
minutos (KIM et al., 1996). A amplificacdo do DNA foi avaliada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,0%, utilizando 5 pL das amostras de DNA
amplificado. Em seguida foi encaminhada para empresa Myleus para a

purificagéo e sequenciamento das amostras.

Construcao da arvore filogenética.

A arvore filogenética foi construida a partir do Gene 16S rRNA. As sequencias
dos isolados foram alinhadas com isolados de Actinomicetos de solo
maranhense e sequencias depositados do genebank. Para alinhar e construir a
arvore filogenética foi utilizado o Software Mega X (KUMAR; STECHER; LlI;

KNYAZ et al., 2018).

Identificacdo quimica dos metabolitos secundérios

Para a analise quimica dos extratos foi utilizado a espectro de absor¢cdo em
equipamento Espectrofotdbmetro UV marca Shimadzu modelo Quati E4230uma
em leitura de varredura (200 a 700nm). Os picos de maior intensidade foram
registrados e comparados com o comprimento de onda dos compostos relatados

na literatura.

Ensaios de Atividade Bioldgica

Ensaio Enzimatico
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A avaliacdo da producédo de enzimas foi realizada do modo qualitativo, através
do semeio em placas de Petri contendo os meios com substrato especifico para
cada enzima procurada, seguindo a metodologia descrita por Dingle et al (1953)
e Sierra (1957) com modificagcdes. As enzimas avaliadas foram: amilase,

protease, celulase e lipase. Todos os testes foram realizados em triplicata

Atividade Antimicrobiana

Ensaio em Meio sélido

Para o ensaio em meio sdlido, utilizou-se 1 mL da suspensdo do microorganmso
patégeno, diluidos 0,5 na escala de MacFarland, e semeados em placas
contendo meio de cultura Agar Mieller-Hinton. Apés este, retirou-se as col6nias
de actinomicetos cortadas de forma esférica, em blocos (discos com micélio de
aproximadamente 5 mm de diametro), e adicionadas em triplicata a placa com o
patbgeno semeado. Em seguida, as amostras foram armazenadas em estufa
BOD a 28°C por um periodo de 36 horas, posteriormente feita a analise da
atividade através da medicéo do diametro do halo de inibicdo formado. Todos 0s

testes foram realizados em triplicata para retirada de média e desvio padrao.

Ensaio em Meio Liquido

Cultivo para obtencao dos extratos

Para a producdo de metabolitos foram inoculados em frascos Erlenmeyer
contendo 125 mL de meio de cultura Batata Dextrose (BD) 3 blocos (5 mm) de
meio solidos contendo os actinomicetes ativos no ensaio anterior previamente
crescidos). Os caldos foram cultivados durante 15 a 20 dias sob agitacédo de

150rpm a uma temperatura de 28° C.
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Em seguida a biomassa e os metabolitos foram separados por centrifugacéo a
6000 rpm durante 10 min. A biomassa foi descartada e o liquido contendo os
metabolitos foi submetido a um processo de extragao liquido-liquido utilizando o
solvente orgéanico acetato de etila na proporcao de 1:1(v/v). O extrato de etila foi
concentrado por rota-evaporagdo promovendo a eliminacdo do solvente volatil.
Os extados obtidos foram pesados para quantificar o seu rendimento,

identificados e armazenados a 10°C.
Ensaio de Difusdo em Agar

Para a avaliagdo da agéo antimicrobiana dos metabdlitos extraidos foi realizado
o0 ensaio de difusdo em agar de acordo com técnica preconizada por Kirb -Bauer,
(1966) (HUDZICKI, 2009) que consiste em semear o volume de 100 pL de um
inoculo de cada patégeno na concentracdo de 1,5 x 108 unidade formadora de
colonia em placa de Petri contendo o meio BDA que foram perfuradas para a
formacdo de trés pocos de 5 mm, para a adicdo do extrato contendo 0s
metabolito secundério. O extrato foi suspenso em Dimetil Sufoxido (DMSO) e
diluido para se obter uma concentracdo de 1 mg/mL. As placas foram incubadas

a 28°C durante 24h e 48h.

Para os extratos que apresentaram atividade, foi determinado o diametro do halo
formados, para serem comparados e interpretados segundos o0s critérios

preconizados pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI)
Determinacdo da concentracao inibitorio minima (CIM)

Depois de realizado o ensaio de difusdo em agar cincos microrganismos (P.
aeruginosa ATCC 0026, K. pneumoniae ATCC 0023, S. aureus ATCC 6538, C.

gattii ATCC 24065) foram selecionados para a determinacédo da concentracao
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inibitéria minima  (CIM) utilizando o extrato da fragdo acetado de etila dos
isolados que apresentaram acgao bioldgica no ensaio em meio liquido. Para isso,
foram preparados in6culos em solucéo salina esterilizadados microrganismo e
testes padronizados de acordo com a escala de Mc Farland (1 x 108 UFC/mL).
A atividade inibitdria foi verificada pelas técnicas de microdiluigdo. Inicialmente
foram distribuidos 100 pL de caldo Muller Hinton para as bactérias e RPMI para
os fungos, em cada poc¢o da placa. Em seguida, foram dispensados 100 uL de
cada extrato padronizados na concentracao inicial de 1000 pg/mL nas cavidades
da primeira linha. Seguindo o processo de diluicdo seriada, foram retirados 100
pL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, e assim
sucessivamente. Nos orificios de cada coluna foram dispensados 10 pL do
inoculo 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 fluconozol
para fungo e ampicilina para bactérias. Os ensaios foram realizados em triplicata
para cada extrato, incubados a temperatura 37° C por até 48h. As leituras de

determinacao da CIM dos extratos, foram realizadas através do método visual.

Para confirmar da inibicdo foi adicionado nos pocos a 30 yL de resazurina
(0,1%), depois a placa foi novamente incubada 37°C por 24 horas. Os po¢os que
apresentaram a mudanca de cor azul para rosa sinalizam crescimento e
metabolizacdo microbiana, j& 0s po¢os que continuavam com a cor azul sinaliza

que ndo h& crescimento de microrganismo indica a inibig&o.
Teste de Sinergismo

Apos a determinacao da CIM para o extrato foi realizado o ensaio de sinergismo
do extrato com Fluconazol, e também entre o extrato e anfotericina B, ambos 0s

farmacos antifungicos. Nessa técnica, cada po¢o contém uma combinacao Unica
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de diferentes concentragbes dos metabolitos do Streptomyces sp e o fluconozol
ou anfotericina B, no qual se determinou o percentual de inibi¢do do crescimento
do C. gatii ATCC 24065 na presenca de diferentes combinagfes (extratos e
farmacos) em relacdo ao poc¢o controle. A concentragdo inicial das drogas em
combinacao foi a prépria CIM obtida para cada isolado individual. Em seguida,
foram realizadas diluigcbes sucessivas do combinado (farmaco e extrato), a fim
de se atingir uma concentragdo final que fosse 256 vezes menor que a
concentracdo final do farmaco isolado. A interacdo entre os farmacos foi
realizada a partir da determinacdo do indice da Concentracdo Inibitoria
Fracionaria (FICI) o qual é obtido pela soma do FIC (Concentracdo inibitoria
fraciondria) de cada 2 extratos, que se trata da relacao entre o CIM de cada
extrato utilizado em combinacdo e o CIM do mesmo farmaco utilizado sozinho.
Dessa forma, foram considerados os seguintes parametros: FICI < 0,5:
sinergismo, > 4,0: antagonismo e 0,5 < FICI > 4,0: indiferente (OLIVEIRA;

FERRARINI; DOS SANTOS; VARELA et al., 2020).

Ensaios de atividade biolégica com Tenebrio molitor

Apés a determinacdo da CIM foi realizado um ensaio de infec¢do utilizando
larvas de Tenebrio molitor. As larvas foram mantidas em recipientes com a dieta
até o ultimo estagio larvar (estagio 5). Foram testadas com os extratos Act 01 e
act 03 (125 pg/mL). Foram utilizados grupo controle positivo com C. gatii (108
unidade formadora de col6nia) e controle negativo PBS, um grupo com extrato
do act 01(125 pg/mL) e outro act 03 (125 pg/mL). Cada grupo era formado por
10 individuos. Depois de injetado as solugéo as lavar foram observadas durante

10 dias e quantificado o numero de animais que morreram.
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RESULTADOS

Isolamento

Os isolados do solo apresentaram diversidade de microrganismo e se conseguiu
isolar dez bactérias. As 10 bactérias eram ordem actinomicetales e foram
selecionadas de acordo com as caracteristicas macromorfologicas, cor, textura
e dureza das colbnias, formacédo de micélio aéreo, disposicdo no meio de cultura

e liberacéo ou ndo de pigmentos (Figura 01).

Figura 01. Actinomicetos isolados e purificados de uma amostra contaminados

por agrotéxicos.

Fonte: autor, 2020

Identificacdo morfolégica dos actinomicetes

Dos dez isolados obteve-se crescimento de sete isolados identificados em trés
géneros distintos. As bactérias codificadas como Ac 01, Ac 03, Ac 06 e Ac 10
foram identificadas como Streptomyces spp por apresentar emaranhado de
hifas, presenca de cocos livres e filamentos ondulados. As bactérias codificadas
como Ac 5 e Ac 9 foram identificadas como Streptoverticillium spp, pois
apresentavam hifas septadas sem arranjos de esporos nas extremidades e a

bactéria codificada como Ac 8 foi identificada como Streptosporangio spp. pois
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apresentava hifas finas com um saco de esporos na extremidade. (Santos et al.

2019)

Figura 02: Laminas de microcultivo dos Actinomicetos (A-Acl10, B-Ac 8 e C-ac3)

isolados do solo contaminado com agrotoxico.
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Fonte: autor, 2020 Legenda: Ac- Actinomicetos.

Identificacdo molecular e arvore filogenética

A regiao 16S rRNA foi utilizado para obtencéo da sequencias de DNA que foram
comparadas as depositadas no banco de dados do “Genbank”. Levando em
consideracdo a analise comparativa, os resultados encontrados nesse trabalho
apresentam homologia com as sequéncias do gene 16s rRNA para o género
Streptomyces spp para os trés isolados (Ac 1, Ac 3 e Ac 6). Essa mesma
sequéncia foi utilizada para a constru¢do da arvore filogenética utilizando o

software de livre acesso chamado de MEGA X apresentado na figura 3.
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Figura 03. Arvore filogenéticas construida a partir da sequéncia do gene 16S

rRNA, dos Streptomyces spp isolados de solo contaminado por agrotoxicos.

NR 036804.1 Staphylococcus epidermidis strain Fussel 16S ribosomal RNA partial sequence
Staphylococcus epidermidis

NR 115605.1 Lactobacillus plantarum strain JCM 1149 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 118939.1 Streptococcus pneumoniae strain NCTC 7465 16S ribosomal RNA partial sequence
XR 002086442.1 Candida albicans SC5314 18S ribosomal RNA (RDN18) rRNA

NR 0448262 Mycobacterium tuberculosis H37Rv 16S ribosomal RNA complete sequence
NR 1184871 Streptomyces albus strain NRRL B-1811 18S ribosomal RNA partial sequence
ACeE

Streptomyces aureoverticillatus

AC1

Ac3

Streptomyces glebosus

AB184719.1 Streptomyces olivoreticuli subsp. cellulophilum gene for 165 rRNA partial sequence strain: NBRC 15929
— NR 112288.1 Streptomyces roseoverticillatus strain NBRC 12817 165 ribosomal RNA partial sequence

31— NR 112531.1 Streptomyces septatus strain NBRC 13471 16S ribosomal RNA partial sequence

— NR 112573.1 Streptomyces lilacinus strain NBRC 12884 165 ribosomal RNA partial sequence

25— NR 118287.1 Streptomyces abikoensis strain NBRC 13860 16S ribosomal RNA partial sequence

Fonte: autor, 2020; Legenda: Ac-Actinomicetos
Teste enzimético
Os isolados de Streptomyces spp Ac 1, Ac 3 e Ac 6 foram utilizados para os

ensaios enzimaticos. Esses isolados apresentaram acao de celulase, amilase e

protease como apresentado na tabela 01.

Tabela 01. Ensaio enzimética (celulase, amilase, protease e lipase) utilizando

Actinomicetos (Streptomyces spp) isolados de solo contaminado por

agrotoxicos.
Enzimas
Amostras Celulase Amilase Protease Lipase
AC1 + + + -
AC3 + + - -
AC6 + + + -

Fonte: Autores,2020; Legenda: AC1: Estirpe de Actinomicetos enumerada como 1; AC3: Estirpe de
Actinomicetos enumerada como 3; AC6: Estirpe de Actinomicetos enumerada como 6; + (Positivo) -
(Negativo)
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Identificacdo quimicas dos metabolitos secundério

Nos extratos dos metabolitos secundarios produzidos pelas amostras Ac 1, Ac 3
e Ac 6 foram identificados compostos como flavonoides, terpenos, alcaloides em

maior concentracdo, como apresentado na tabela 02

Tabela 02: Identificacdo quimica dos metabolitos secundarios isolados dos

extrato de Streptomyces spp.

Microrganismos Avis Composto Leitura (nm)
Flavonoides 398

Ac 1 200 -700 Terpenos 330
Alcaloides 237
Flavonoides 400

Ac 3 200 -700 Terpenos 340
Alcaloides 210
Flavonoides 360

Ac 6 200 -700 Terpenos 320
Alcaloides 260

Fonte: autor, 2021; Legenda: Avis- Comprimento de luz visivel

Ensaio em Meio sélido

Os Actinomicetos isolados e identificados foram submetidos ao teste de gelose,
com o intuito de verificar se 0s metabolitos produzidos por esses microrganismos
sdo capazes de inibir o crescimento dos patégenos. O teste de gelose é de
carater qualitativo (Tabela 03). Apés a realizacéo do teste observou-se que Ac-
1 e Ac -3 apresentaram inibicao para todos os patégeno. Ja o Ac s6 formou halos

para os patégenos: S. aureus, C. diphterie e C. gatii.
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305 Tabela 03: Perfil de inibicdo qualitativo de isolados de actinomicetos contra

306 patdgenos humanos de terminado pelo teste com método bloco em gelose.

Actinomicetos isolados

Patdgeno Acl Ac 3 Ac 6
K. pneumoniae ATCC 0023 + + -
S. aureus ATCC 6538 + + +
C. diphterie ATCC 27012 + + +
P. aeruginosa ATCC 0026 + + -
C. gatii ATCC 24065 + + +

307 Fonte: Autor,2020 Legenda: actinomicetose Ac; Presenca de halo (+); auséncia de halo (-)

308 Ensaio de difusdo em agar

309 Os extratos dos isolados apresentam a formacao de halos de inibicdo para quase
310 todos os microrganismos, exceto o extrato do isolado Ac-1 que nao inibiu a K.

311  pneumoniae como pode ser observado na tabela 04.
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312 Tabela 04. Determinacdo halo de inibicdo do extrato de acetado de etila de

313 isolados de Actinomicetos contra patdgenos humanos.

Média dos halos formados em mm (desvio padréo)

Patégenos Ac 01 Ac 03 Ac 06

K. pneumoniae ATCC 0023 - 25,2 +/-0,09 25,5 +/-0,55
S. aureus ATCC 6538 26,2 +/- 0,59 29,9 +/-0,15 30,5 +/-0,30
C. diphterie ATCC 27012 27,3 +/- 0,26 19,3 +/-1,07 40,4 +/-0,66
P. aeruginosa ATCC 0026 25,7 +/-0,70 30,0 +/-0,09 25,1 +/-0,20
C. gatii ATCC 24065 40,0 +/-0,20 40,5 +/-0,60 41,7 +/-0,40

314 Fonte: autor: 2020; Legenda: Ac-actinomicetos; auséncia de halo (-)

315 Concentracgdo inibitéria minima

316  No presente ensaio pode-se perceber que os todos 0s extratos apresentam acao

317 inibitéria, embora seja em alta concentracdo. Apenas o extrato do isolado Ac-6

318 que apresentou um valor baixo para a inibicdo do patégeno C. gatti (Tabela 05)

319 Tabela 05. Determinacdo de concentracdo inibitéria minima dos extratos de

320 isolados frente aos patdgenos humanos.

CEPAS ACT1 ACT-3 ACT-6
CIM (ug/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
P. aeruginosa 0026 1000 1000 500
K. pneumoniae: 1000 1000 1000
S. aureus 1000 1000 1000
C. gattii 250 250 125

321 Fonte: autor,2020; Legenda: Actinomicetos-Ac
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322  Sinergismo

323 O teste realizado para identificar o sinergismo entre os extratos de Streptomyces
324 spp (Ac 1, Ac 3 e Ac 6) e o fluconozol, ndo apresentou relacdo, e assim nao foi

325 observado acéo inibitoria potencializada\ com a combinacéo (Tabela 05)

326 Tabela 06. Concentracdo inibitéria fracionada do extrato dos metabdlitos

327 secundarios de Actinomicetes com Fluconazol

CExtP CFlu® Ext + Flucd
Cepas? FICI® INT'
MIC(ng/mL) MIC(ug/mL) MIC(pg/mL)
AC1 Streptomyces spp. 125 16 125/16 2,015625 Ind
AC3 Streptomyces spp. 125 16 125/8 1,015625 Ind
ACG6 Streptomyces spp. 500 16 250/16 2,003906 Ind

328 Fonte: autor, 2020 Legenda: a Cepas de actinobactérias; b Extrato dos metabolitos secundarios e
329 concentragdo inibitdria minima isolada; ¢ Antifingico utilizado (Fluconazol) e concentragédo inibitéria minima
330 isolada; d Combinagdo do MIC do extrato com o Fluconazol. Ind-indiferente

331 Teste de Toxidade

332 Para o ensaio de toxidade utilizando o Tenebrio molitor, todos do grupo que
333 usamos de PBS permaneceram vivos o0s 10 dias ja os infectados com inoculo de
334 C. gatii morreram 7 e os que foram usados os Ac 01 e Ac 06 morreram 6,
335 realizado o teste estatistico apresentou um p > 0,05, assim podemos afirmar que

336 0 extrato ndo tem acéo protetiva contra o C. gatti.
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337

338 Figura 04. Teste de toxidade do extratos acetato de etila utilizando Tenebrio

339  molitor.

Sobrevivencia

100 " L ACT1

= ] - ACT6

2

Z ] cp

2 ] L cn

€ 504 -

> ] | , I

] i

@ TTTTTTTTTTTTmm s

a i

ﬁ L] L] L] L] I L] L] L] L] I L] L] L] L] I
0 5 10 15
dias

340 Fonte: autor, 2021; Legenda: ACT-Actinomicetos; cp-controle positivo e cn-controle negativo
341 Discusséo
342 O solo é um ambiente que apresenta uma grande diversidade de microrganismo,
343  estima-se que a cada grama de solo pode se encontrar de 108 até 10'° bactérias.
344 Dentre as predominantes encontram-se as da ordem Actinomicetales, que
345 mantém relacBes de simbiose, principalmente, com as plantas, onde as mesmas
346 produzem metabolitos com diversas acao bioldgicas, inclusive antimicrobiana,
347 que podem garantir a protecdo dos seus hospedeiros que por sua vez pode
348  garantir protecdo e alimento para essas bactérias (KALTENPOTH, 2009).
349 Dentre as bactérias da ordem Actinomicetales encontradas no solo, predominam
350 as do género Streptomyces, descritas como um dos mais frequente no solo
351 (SEIPKE; KALTENPOTH; HUTCHINGS, 2012). Essa alta densidade permitiu
352 que neste trabalho fossem isoladas dez cepas de Actinobactérias das quais sete
353 formas identificados, morfologicamente.
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As amostras isoladas apresentavam coldnia de crescimento lento, aerébicas,
com formacédo de micélios aéreos. O escurecimento do meio de cultivo sinaliza
a excrecéo de pigmentos indicando a possibilidade de produgédo de metabolitos
secundarios, essa caracteristica € comum em bactérias dessa ordem devido a
competicdo pela sobrevivéncia em um ambiente in6spito como o solo (SHARMA;
ANEJA; MAYER; MUNCH et al.,, 2005). Uma caracteristica peculiar das
linhagens dos géneros Streptomyces € a liberacdo de um odor caracteristico de
terra, devido a presenca dos metabdlitos volateis denominado geosminas
(AGRAWAL, 2002; ARAUJO-MELO; SOUZA; VICALVI-COSTA; DE ARAUJO et

al., 2016).

Em relacdo as caracteristicas micromorfolégicas das linhagens isoladas se pode
observar que todos possuem caracteristicas equivalentes a géneros
pertencentes a ordem Actinomicetales. Essas caracteristicas permitem a
permanéncia dessas bactérias no solo, pois contribuem para a producdo de
compostos importantes na cadeia ecologicas. Além de torna-las interessante do
ponto de vista biotecnoldgico (HWANG; KIM; CHARUSANTI; PALSSON et al.,

2014)

Embora a identificacdo molecular, utilizando o gene 16s rRNA seja muito
utilizado, pois apresenta uma alta taxa de conservacao dentro da propria espécie
sendo um fator importante para a identificacdo e microrganismo (WEISBURG;
BARNS; PELLETIER; LANE, 1991; WOO; LAU; TENG; TSE et al., 2008), neste
trabalho com as sequencias obtidas da amplificacdo do gene 16s rRNA das
amostras isoladas nao foi possivel a identificacdo das espécies pois apresentou

um nivel de similaridade abaixo de 90 %. Mas com essas sequencias foi possivel
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identificar o género Streptomyces spp, que corroboraram com as analises

morfologias.

Os isolados de Streptomyces spp demonstraram potencialidade quanto a
producdo de enzima amilase sendo secretada por todas as trés bactérias
testadas (Tabela 1). A enzima amilase exerce um importante papel ecoldgico
pois representa um grupo de compostos capazes de degradar o amido. Apesar
das bactérias terem sido isoladas de solo onde ocorre o cultivo de soja, que néo
contém amido, o fato de estar no solo contribui para a producdo desta enzima.
Outros autores estudaram a producdo de enzimas por bactérias do género
Streptomyces. Minotto (2014), descreveu que além de compostos com
capacidade antimicrobiana, imunomoduladores e inibidores de substancias, a
género Streptomyces sp. também é conhecida por produzirem enzimas

extracelulares, fato que corrobora com os atuais resultados (MINOTTO, 2014)

A respeito da utilizacdo dessa enzima, Gopinath et al. (2017) relatam como seu
uso na industria, desde a area alimenticia, para a producdo de bebidas e
xaropes, na producdo téxtil, em detergentes e na area farmacéutica. O autor
ainda discorre sobre como a enzima extraida de microrganismos, especialmente
de bactérias, como as utilizadas no presente trabalho, sdo mais faceis de serem
utilizadas com ferramentas da engenharia genética, portanto, podem ser mais
elasticas ao que se diz respeito da producdo de enzimas mais eficientes e
estaveis, a partir da selecdo de uma linhagem produtora, e ainda que a prépria

producdo da enzima a partir de espécies bacterianas é considerada mais barata

e rapida (GOPINATH; ANBU; ARSHAD; LAKSHMIPRIYA et al., 2017).

Assim como a amilase, todas as estirpes testadas também foram capazes de

produzir a enzima celulase (Tabela 1), fortalecendo o que estudos anteriores
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propuseram quando descreveram que 0S actinomicetos apresentam uma alta
atividade metabdlica, principalmente na producédo de enzimas hidroliticas, que

ajudam a degradar a matéria organica (LOAIZA; GUERRERO, 2013).

Para o teste de protease, duas linhagens testadas se apresentaram promissoras
para a enzima (Tabela 1). Em estudo anterior, Coelho et al. (2017) observou que
a espécie Streptomyces sp. foi a melhor produtora de enzimas hidroliticas,
incluindo protease (COELHO; BORBA; DE MELO; DA SILVA, 2017). A respeito
da sua funcao nos setores industriais Sawant e Nagendran (2014), descreveram
sua grande utilidade na industria alimenticia e de detergente, e mais
precisamente na industria farmacéutica, onde a enzima advinda de
microrganismo pode ser utilizada no tratamento de quadros inflamatérios,
distarbios cardiovasculares, além de serem usadas para aumentarem a
concentracdo de um antibiético em seu sitio alvo (COELHO; BORBA; DE MELO;

DA SILVA, 2017).

A respeito da sua acgdo, Souza et al. (2015) descrevem gue ela atua através da
guebra de ligacdo formada entre os aminoacidos que formam uma proteina, e
pode ser classificada de acordo com o local na cadeia proteica que sera clivado,
sao assim classificadas as endopeptidases e exopeptidases, sendo as primeiras
capazes de clivarem a molécula na ligacdo aminoterminal ou carboxiterminal do
substrato, ja as endopeptidases realizam a clivagem distante dos terminais da

molécula (SOUZA; BITTENCOURT; CAPRARA; FREITAS et al., 2015).

A presenca dos compostos flavonoides, terpenos, alcaloides em maior
concentracao nos extratos de acetato de etila podem ajudar a entender sua acéo
de bioativo. Outros trabalhos ja apontam que os isolados mais encontrados nas

actinobactérias sdo os terpenos e alcaloides, resultados esse que se
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assemelham ao nosso trabalho. Outros compostos como policetideos, peptideos
nao ribossomais também sdo encontrados em abundancias nesse

microrganismo (COLLEMARE; O'CONNELL; LEBRUN, 2019).

Os Streptomyces, de acordo com o Dictionary of Natural Products, estéo
associados a producéo de 219 terpenos e o primeiro terpenoide descrito entre
os Streptomyces foi a geosminas, um sesquiterpeno. Esse composta ja &

descrito com acéo antimicrobiana (ITABAIANA JR, 2016).

Para selecionar as bactérias promissoras, em relacdo a atividade biolégica, foi
realizado um ensaio preliminar quanto a sensibilidade frente a microrganismos
patogénicos, utilizando método do bloco de gelose (ICHIKAWA; DATE;
ISHIKURA; OZAKI, 1971), o presente trabalho apresentou um amplo espectro
de atividade de sensibilidade tanto para de bactérias Gram positivo (S. aureus e
C. difteria), Gram-negativo (k. pneumoniae e P. aeruginosa) como para o fungo
C. gatti. Vérios trabalhos relatam a ampla capacidade das bactérias da ordem
Actinomicetales em produzir compostos ativos, essa atividade esta diretamente
relacionada com sua morfologia e habitat. O estudo de Silva, (2013) com bioativo
de actinobactérias isoladas da rizosfera no bioma da Caatinga avaliou a atividade
antimicrobiana de Streptomyces contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos, os resultados foram semelhantes aos encontrados nossos
resultados, primariamente, inibindo assim o crescimento desses microrganismos

(SILVA, 2013).

Outros trabalhos como o descrito por Oliveira (2019), que utilizou bioativos de
Streptomyces spp isolados do solo que inibiram o crescimento de S. aureus, e 0
de Sousa (2019) que mostrou a agao inibitéria do extrato de Streptomyces sp

isolados da Amazobnia para fungos, também se assemelham aos nossos (DE
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OLIVEIRA)

A acdo antimicrobiana encontrada nesses isolados, provavelmente, esta
associado producdo de metabolitos secundarios. Estes podem ser obtidos
realizando a fermentacdo do Streptomyces spp que é capaz de produzir uma
grande quantidade de biomassa, que foi posteriormente submetido a uma
extracao utilizando o acetato de etila para poder realizar o ensaio de agar difusdo
acdo com a fracdo de acetato de etila, que € uma fracdo dos componentes
produzidos durante a fermentacéo. Os ensaios com essa fracéo sao utilizados e
bem descrito na leitura (KUMAR; STECHER; LI; KNYAZ et al., 2018; SILVA,

2013).

O extrato de acetato de etila apresentou resultado semelhante ao teste de bloco
de gelose com a inibicdo dos microrganismos S. aureus ATCC 6538 (Gram
positivo), K. pneumoniae ATCC 0023, C. diphterie ATCC 27012, P. aeruginosa
ATCC 0026 (Gram negativo) e C. gatii ATCC 24065 (Fungo). Apresentando
halos a partir de 40 mm para fungos e demais com além com diametros entre 20
mm e 40 mm, esses resultados sdo muitos promissores e podem ajudar no
controle de microrganismo que vem sofrendo mutacéo e adquirindo resisténcia
aos antimicrobianos ameacando a satude mundial (BLAIR; WEBBER; BAYLAY;

OGBOLU et al., 2015).

No trabalho relatado por Oliveira (2019) foi avaliado o potencial antimicrobiano
de actinobactérias isoladas de ilhas oceéanicas da fracdo acetato de etila. Ela
observou que seus isolados produziam compostos que inibiram o crescimento

de S. aureus (=16 mm), outros Staphycoccus e Escherichia coli. Em comparacao
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a esse trabalho, os extratos dos Streptomyces deste trabalho, apresentaram

resultado mais promissores com a formacéao de halos de até 30 mm (OLIVEIRA).

Os achados apresentados tém grande importancia para a saude mundial, pois 0
uso indiscriminado, a décadas, de antimicrobiano foi favoravel a selecéo natural
de individuos resistente a maior parte do arsenal de antimicrobiano produzidos
e disponiveis no mercado para conter as infeccbes microbianas (BLAIR;
WEBBER; BAYLAY; OGBOLU et al.,, 2015). As comprovacdes das acodes
inibitorias, dos extratos em estudo, ajudardo a aumentar o arsenal de armas para

combater os microrganismos patogénicos resistente e multirresistente.

Além da comprovacdao, da acao inibitéria dos extratos de etila no ensaio de agar
difusdo, verificamos concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos do
bioativos isolados dos Streptomyces spp estudados. Dentre eles o CIM para C.
gatti para os trés extratos apresentou valores < 250ug/mL. Na literatura séo
descritos varios trabalhos que comprovam acdo antifingicas de extratos de

Streptomyces spp., principalmente para fitopatdgenos e Cadida spp.

Maciejewska et al (2016), estudou o potencial antimicrobianos de 76 isolados
exclusivamente do género de Streptomyces. Os isolados testados apresentaram
atividades inibitérias contra as estirpes de fungos, com 84% sendo
especificamente ativa contra Penicillium chrysogenum, 77% contra Aspergillus
fumigatus, 94% contra Rasamsonia argillacea, 65% contra Trichophyton
mentagrophytes, e 52% ativo contra ambas Candida albicans e a sua estirpe
resistente a droga, C. albicans R (MACIEJEWSKA; ADAM: MARTINET; NAOME

et al., 2016).
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Ja Lima (2017) em seu trabalho com bioprospeccédo de compostos produzidos
por Streptomyces spp. isolados da regido amazbdnica com potencial
biotecnoldgico mostrou que todos 0s seus extratos provenientes da fermentacao
de Streptomyces apresentaram a atividade frente a leveduras com CIM
231,25ug/mL contra as espécies duas espécies Candida krusei e Candida
albicans utilizando fracado de acetato de etila e 0 extrato metandlico apresentou

CIM 27,81ug/mL (LIMA, 2017).

Apesar da literatura ja ter relatado acdo antifingicas de muitos metabolitos de
Streptomyces spp como nos trabalhos de Maciejewska et al (2016) e Lima
(2017), ainda néo foi relatado agéo inibitoria contra o C. gatii ATCC 24065, sendo
0 nhosso trabalho os primeiros a fazer essa descricdo (LIMA, 2017;

MACIEJEWSKA; ADAM; MARTINET; NAOME et al., 2016).

O solo apresenta uma biodiversidade vasta, contendo uma infinidade de
microrganismos, com predominio dos Streptomyces que por sua vez Sao
grandes produtores de bioativos com acdes bioldgicas multiplas, principalmente
acao antimicrobiana. Pois elas necessitam desses bioativos para garantirem sua
preméncia nos seus habitats, promovendo a eliminacdo dos outros

microrganismos competidores.



47

4. CONCLUSAO

Portanto, no presente trabalho foram isolados Streptomyces que
produziram compostos bioativos com grande atividade bioldgicas, acéo
antimicrobiana principalmente contra o Cryptococcus gatii, producéo de enzimas
(Amilase, protease e lipase) além outros compostos (terpeno e flavonoides). A
identificacdo dessas acdes biologicas sdo importantes para desenvolvimentos

de produtos biotecnoldgicos.
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RESUMO

Actinomicetos sdo bactérias gram-positivas que
apresentam crescimento filamentoso. Essas
bactérias se destacam pela producdo variada de
substancias bioativas que podem apresentar agdo
antimicrobiana, sendo muito utilizados na inddstria
farmacéutica para a produgdo de antimicrobiano.
Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o
potencial de inibicdo contra Cryptococcus gattii a
partir de actinomicetos isolados do solo da regido
de Balsas, estado do Maranhdo. Para isolamento
das bactérias, as amostras de solo foram sujeitas a
diluigdes seriadas em meios de cultura convencio-
nais, obtendo-se apés um periodo, o crescimento
de colénias correspondentes, identificadas e enu-
meradas. Para caracterizagdo das espécies de acti-
nomicetos isoladas, realizou-se a técnica de micro-
cultivo, e para analise da agdo antifiingica dessas
bactérias, foram realizados ensaios de sensibilida-
de pela técnica em bloco de gelose frente ao fungo
Cryptococcus gattii ATCC 24065. Foram isoladas
10 cepas de actinomicetos, e dentre elas apenas
trés apresentaram a formacdo de halo de inibicéo
com média de 38,1mm, 41,6mm e 40mm, indican-
do possivel agdo antiflingica. Para identificagdo
das espécies de actinomicetos que apresentaram
acgdo, realizou-se a técnica de microcultivo, onde
foi possivel observar espécies de Streptomyces e
Streptosporangium. Portanto a pesquisa é de suma
importancia, uma vez que este fungo é causador da
criptococose, patologia associada a satde publica.
Tendo em vista que os medicamentos sintéticos
presentes no mercado vém apresentando incapaci-
dade de combater esses patédgenos.
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PALAVRAS-CHAVE

Isolamento, actinomicetos, sensibilidade, controle biolégico, bioprospecgao.

ABSTRACT

Actinomycetes are gram-positive bacteria that show filamentous growth. These bacteria are distin-
guished by the varied production of bioactive substances that can present antimicrobial action, being
very used in the pharmaceutical industry for the production of antimicrobial. In this way, the objective
of this work is to evaluate the inhibition potential against Cryptococcus gattiifrom actinomycetes iso-
lated from the soil of the Balsas region, Maranhdo state. For isolation of the bacteria, the soil samples
were subjected to serial dilutions in conventional culture media, obtaining, after a period, the growth
of corresponding colonies, identified and enumerated. For the characterization of the species of ac-
tinomycetes isolated, the microculture technique was performed, and for analysis of the antifungal
action of these bacteria, sensitivity tests were carried out by the block agar technique against the
fungus Cryptococcus gattii ATCC 24065. Ten strains were isolated among them, only three presented
the formation of inhibition halo with a mean of 38.4mm, 41.6mm and 40mm, indicating possible anti-
fungal action. In order to identify the species of actinomycetes that showed action, the microculture
technique was used, where it was possible to observe species of Streptomyces and Streptosporan-
gium. Therefore the research is of paramount importance, since this fungus causes cryptococcosis, a
pathology associated with public health. Considering that the synthetic drugs present in the market
have been unable to combat these pathogens.

KEYWORDS

Isolation, Actinomycetes, Sensitivity, Biological Control, Bioprospecting.

RESUMEN

Los actinomicetos son bacterias gram positivas que muestran un crecimiento filamentoso y se distinguen
por la produccién variada de sustancias bioactivas que pueden presentar una accién antimicrobiana, sien-
do muy utilizadas en la industria farmacéutica para la produccién de antimicrobianos. De esta manera, el
obijetivo de este trabajo es evaluar el potencial de inhibicién contra Cryptococcus gattii de actinomicetos
aislados del suelo de la regién de Balsas, estado de Maranhdo. Para el aislamiento de las bacterias, se hizo
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diluciones seriadas de las muestras de suelo, en medios de cultivo convencionales, obteniendo, después
de un periodo, el crecimiento de las colonias correspondientes, identificadas y enumeradas. Para la carac-
terizacion de las especies de actinomicetos aislados, se realizé la técnica de microcultivo, y para el anlisis
de la accidn antifingica de estas bacterias, se realizaron pruebas de sensibilidad mediante la técnica del
bloqueo de agar contra el hongo Cryptococcus gattii ATCC 24065. Diez cepas fueron aisladas y, entre
ellas, solo tres presentaron la formacién de halo de inhibicién con una media de 38,1 mm, 41,6 mmy 40
mm, lo que indica una posible accién antiflingica. Para identificar las especies de actinomicetos que mos-
traron accién, se utilizé la técnica de microcultivo, donde fue posible observar especies de Streptomyces
y Streptosporangium. Por lo tanto, la investigacién es de suma importancia, ya que este hongo causa la
criptococosis, una patologia asociada con la salud publica. Teniendo en cuenta que las drogas sintéticas
presentes en el mercado no han podido combatir estos patégenos.

PALABRAS CLAVE

Aislamiento, actinomicetos, sensibilidad, control biolégico, bioprospecciéon.

1INTRODUGAO

Os Actinomicetos s3o bactérias que apresentam em sua estrutura uma membrana fosfolipidica e
camadas espessas de peptideoglicano, caracterizando-as como Gram-positivas, contendo ainda em
seu genoma altas concentracées de citosina e guanina. Durante algum tempo essas bactérias foram
caracterizadas por alguns pesquisadores como fungo, devido ao seu crescimento filamentoso, além da
producdo de micélio de substratos, micélio aéreo e esporos, o que confere a esta classe resisténcia e so-
brevivéncia em diversos habitats, como &gua, animais, pedras, plantacdo e principalmente o solo (HOLT
et al., 1994; SATHEEJA; JEUMAR, 2011). Dentre as espécies mais comumente isoladas, encontra-se o
Streptomyces, onde, segundo Kennedy (1999), 30% da microbiota do solo corresponde a actinomicetos.

Essas bactérias se destacam pela produgdo variada de metabdlitos secundarios, apresentando
acdo que auxiliam no combate de patégenos, bactérias e fungos. Sdo microrganismos endofiticos,
podendo ser a maioria aerébia, apresentando crescimento relativamente lento.

Destacam-se pela habilidade em produzir compostos bioativos, como a producéo de sistemas en-
zimaticos, sintese de substancias e antagonismo a outros microrganismos, sendo realizadas ativi-
dades como competicdo por espaco, lesdo e/ou destruicdo de outros (KENNEDY,1999; LACAZ et al.,
2002). Devido a isso, essas bactérias sdo atualmente muito utilizadas na industria farmacéutica na
producdo de antibiéticos e antiflingicos, com o intuito de combater patégenos, bactérias e fungos
(CHALLIS; HOPWOOD, 2003; MAHESHWARI et al., 2010).

Infecgdes flingicas vém mantendo um aumento significativo, sendo causadas por patégenos que
utilizam os seres humanos como hospedeiros. Essas infecgdes sdo classificadas em primdrias, que se
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desenvolvem em imunocompetentes e oportunistas, manifestando-se em individuos imunocompro-
metidos (REVANKAR, 2017)

O Cryptococcus gattiié uma levedura encapsulada, de carater patogénico limitado a certas regides
tropicais e subtropicais, havendo relatos de isolamento desses fungos em espécies de eucalipto e
mais recentemente em ocos de oiti (LAZERA et al., 1998; PASSONI, 1999). Esta espécie causa doen-
¢as em varios mamiferos, a exemplo destaca-se a criptococose, considerada uma doenca que atinge
tanto imunossuprimidos como imunocompetentes. E adquirida através da inalacdo do agente, que
em humanos pode causar infeccdo pulmonar frequentemente fatal, além do caso clinico mais grave
quando esta atinge o sistema nervoso central, fazendo com que a meningite criptocdcica se torne a
principal manifestag&o clinica (KWON-CHUNG et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

Os fatores predisponentes que podem levar a infecgdo criptocécica podem ser desenvolvidos a partir
de imunodeficiéncia celular, como por exemplo, pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), uso de imunossupressores em transplantados, corticoterapia leucemias e outras doen-
cas hematoldgicas. Outros fatores sdo a diabetes e cirrose hepéatica (LEIMANN; KOIFMAN, 2008). Devido
aisso, as infeccdes requerem, geralmente, longos periodos de terapia com antiflingicos, e esses esque-
mas terapéuticos podem vir a promover a resisténcia desses patégenos a esta classe de medicamentos.

Em virtude disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de inibi¢do do fungo
Cryptococcus gattiia partir de actinomicetos isolados do solo em um municipio do estado do Maranhao.

2 METODOS

2.11SOLAMENTO

Para a técnica de isolamento de actinomicetos, foi elaborada uma coleta de 10 pontos equidistan-
tes em cultura de soja localizada em Balsas-MA, Brasil. Em seguida, coletou-se 1g de amostra do solo
de cada ponto e obteve-se uma mistura composta de 10 g. Tal amostra foi suspendida em 90 mL de
soro fisiolégico 0,9% e homogeneizado em agitador de frascos Erlenmeyer. Apés 1 hora em agitacao,
as amostras de solo foram submetidas a dilui¢cGes seriadas decimais até o fator de diluicdo 10°.

Em seqguida, aliquotas de 100 pL das diluicdes 10 e 10 foram inoculadas em triplicata na super-
ficie de placas de Petri por meio do espalhamento com alga de Drigalski. Os meios de cultura utiliza-
dos foram: Agar-Sabouraud-Dextrose (SAB), Agar-Batata-Dextrose (BDA) e Agar-Czapek-Dox (CZA). As
placas foram incubadas a 28°C em estufa de B.0.D por 5 dias. Apds a incubacdo, as amostras foram
selecionadas e purificadas de acordo com a sua estrutura morfolégica de crescimento.

2.2 TESTE DE GELOSE

0O teste de sensibilidade em meio sélido foi realizado com o fungo Cryptococcus gattii ATCC 24065.
Para o teste de gelose (ICHIKAWA et al., 1971), utilizou-se 1 mL da suspensao de cada patégeno, dilui-
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dos em escala de MacFarland e semeados em placas, contendo meio de cultura Agar Mieller-Hinton.
Ap6s este, retirou-se as coldnias de actinomicetos cortadas de forma esférica, em blocos (discos com
micélio de aproximadamente 5 mm de didmetro) e adicionadas em triplicata a placa, contendo o pa-
tégeno. Em seguida, as amostras foram armazenadas em estufa B.0.D a 28°C por um periodo de 36
horas, posteriormente feita a andlise da agdo dos actinomicetos por meio da formacéo do halo de
inibi¢do, sendo os diametros medidos e retirados o desvio padrao.

2.3 MICROCULTIVO

Para a analise das estruturas morfolégicas, foram preparadas placas de cultura com o meio Agar-
-Batata-Dextrose (BDA). Por conseguinte, foi colocado nas placas os blocos de gelose das cepas de
interesse, juntamente com uma laminula sobreposta, utilizando-se a metodologia adaptada de Ko-
neman e colaboradores (2001). As placas foram incubadas a 28°C em estufa de B.0.D por 5 dias.
Ap6s o periodo de incubacao, a laminula foi corada com solugdo azul de lactofenol e visualizada no
microscépio pela objetiva x100.

3 RESULTADOS

Foram testadas 10 isolados diferentes de actinomicetos obtidos do solo de cultivo de soja que faz
uso de agrotéxicos. Esses microrganismos isolados foram testados contra o fungo Cryptococcus gattii
ATCC 24065.

3.1ISOLAMENTO

A amostra de isolados do solo apresentou uma grande diversidade de microrganismo, fazendo-se
necessario o uso de meios de cultura especificos para isolar apenas col6nias de actinomicetos. Com
a purificacdo foram obtidas dez cepas de actinomicetos. Estes apresentando diversidade quanto a
producdo de pigmentos e estruturas (FIGURA 1).

Fonte: Dados da pesquisa
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3.2 MICROCULTIVO

No teste do microcultivo, dos dez isolados conseguimos identificar setes géneros que foram:
1A-Streptosporangium sp; 3A-Streptomyces sp; 5A-Streptoverticillium sp.; 6A-Streptomyces sp;8A-
-Streptosporangium sp.; 9A-Streptoverticillium sp. 10A-Streptomyces sp. (Tabela 1). As demais nao
obtiveram crescimento.

Tabela 1 - Géneros de Actinomicetos identificadas por meio da técnica de microcultivo

Identificacdo Género
AC1 Streptosporangium sp.
AC3 Streptomyces sp.
AC5 Streptoverticillium sp.
AC6 Streptomyces sp.
AC8 Streptosporangium sp.
AC9 Streptoverticillium sp.
AC10 Streptomyces sp.

Legenda: (AC) Actinomicetos
Fonte: Dados da pesquisa

3.3 TESTE DE GELOSE

Os actinomicetos isolados e identificados foram submetidos ao teste de gelose, com o intuito de
verificar se os metabolitos produzidos por esses microrganismos sdo capazes de inibir o crescimento
do fungo Cryptococcus gattii, obtendo-se resultados qualitativos (TABELA 2).

Tabela 2 - Perfil do potencial de inibi¢do das cepas de actinomicetos sobre o fungo Cryptococcus
gattii ATCC 24065

AC1 AC2 AC3 AC5 AC6 ACS8 AC9 AC10

CG24065 + - + - + - - -
(+) apresentou inibicdo; (-) auséncia de inibicdo; (AC) Actinomicetos; (CG24065) Cryptococcus gattii ATCC
Fonte: Dados da pesquisa

Para as estripes de actinomicetos que apresentaram formagao de halo de inibi¢do foram realiza-
das medidas deles, onde as médias de diametro dos halos apresentaram os seguintes valores: AC1 de
38,1 mm, AC3 de 41,6 mm e AC6 de 40,0 mm, como apresentado na tabela 3.
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Tabela 3 - Formac&o dos halos de inibicdo medidos em didmetro (mm), média aritmética e desvio
padrdo para o fungo Cryptococcus gattii

Média Aritmética Desvio Padrdo
AC1 38,1 +2.88
AC3 41,6 +2.88
AC6 40 0.0

Legenda: (+/-) Margem de erro para mais e menos; (AC) Actinomicetos.
Fonte: Dados da pesquisa

4 DISCUSSAD

Actinomicetos vém se apresentando como uma importante fonte de substancias bioativas, princi-
palmente por sua ag¢do antimicrobiana, acarretando tanto no combate a microrganismos que durante
as Ultimas décadas apresentaram resisténcia aos antibiéticos presentes no mercado, quanto a sua
utilizacdo para a promocdo a satde plblica (ASOLKAR et al., 2010). A diversidade quimica e mecani-
cista do antibacteriano natural tem proporcionado produtos privilegiados para o desenvolvimento de
medicamentos (LOPES et al., 2011).

Streptomyces sp. e Streptosporangium sp. fazem parte do Filo dos Actinomicetos. De acordo com
alguns autores, o Streptomyces é um microrganismo com grande potencial de produgdo de metaboli-
tos com agdo antimicrobiana, no qual j& foram isolados e descritos por pesquisadores.

Segundo Miyauchi (2012), em estudos realizados com actinomicetos isolados do rizosfera de Arau-
caria, obteve-se um potencial de inibicdo de cerca de 25% no controle da atividade do fungo Fusarium
sp. Silva (2014) avaliou a atividade antagbnica do género Streptomyces sp. no biocontrole do fungo
Botrytis cinerea, em cerca de 72% no periodo de sete dias. Podemos citar os metabolitos envol-
vidos a Platensimycina e Platencina (WANG et al., 2006; WANG et al., 2007), Lucensimycinsa (SINGH et
al., 2006; SINGH et al, 2008), Okilactomycins (GENILLOUD, 2017), Krysinomycin (BROWN et al., 2014)
todos ja testados e comprovados sua agdo antimicrobiana e, portanto, usados como antibiéticos.

Além da acdo bactericida e bacteriostéatica desses metabélitos, em estudos com fungos também foram
verificados a ac¢do antifingica com os compostos 210 A (WU et al., 2009) e a fungicromina (WEI ef al,
2011). Esses trabalhos ajudam a corroborar os nossos resultados que apresentaram acdo metabélica de
inibigcdo contra a estirpe de Cryptococcus gattii ATCC 24065. Ndo ha ainda estudos anteriores que tenham
realizados ensaios com esses metabolitos. Sendo necessario que se realizem mais estudo para que se
possam isolar esses componentes e identificar a sua atuagdo no Cryptococcus gattii, a fim de combater
esse perigoso patégeno que esta disperso pelo meio ambiente, podendo vir a ser letal para os humanos.

Trabalhos realizados com Streptosporangium sp., isolados de solos apresentaram atividade antifingi-
ca e essa atividade estd relacionada com a iodinina, que curiosamente é produzido apenas por essa espé-
cie de actinomicetos, onde nenhum outro é capaz de produzir esse composto (LAURSEN; NIELSEN, 2004).
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Assim, o trabalho de Laursen e Nielsen ajudam a confirmar nossos achados e permitem nos dire-
cionar na selegdo do bioativo que esta associado a agdo fungicida dos Streptosporangium sp., assim
apresentando a iodinina como possivel agente fungicida. Porém sdo necessarios mais estudos, tais
como isolamentos e identificagdo dessas substancias para obtencao de resultados que venham con-
firmar o mesmo efeito a partir da agdo isolada.

5 CONCLUSAQ

Portanto, neste trabalho iniciamos os estudos de acéo fungicidas dos metabélitos contra o fungo
Cryptococcus gattii ATCC 24065, fazendo-se necessério estudos mais aprofundados que busquem
identificar as biomoléculas capazes de minimizar o efeito desse patégeno e assim promover a satide
coletiva, aumentando o arsenal de combate aos microrganismos patogénicos.
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The objective of this study was to evaluate the antibacterial action of filamentous
bacteria isolated from the Byrsonima crassifolia leaf. An endophytic bacterium has been
identified by classical and molecular techniques as Streptomyces ansochromogene.
Screening for antibacterial action against pathogens with medical relevance (Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Corynebacterium diphtheriae ATCC 27012, Mycobacterium
abscessus, Cryptococcus gatti ATCC 24065, and Cryptococcus neoformans ATCC
24067) demonstrated activity against the bacterium R aeruginosa ATCC 0030 with
inhibition diameter zones (IDZ) of 17.6 £ 0.25 mm in the preliminary screening in
solid medium. After fermentation in liquid medium, an IDZ of 19.6 + 0.46 mm and a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 0.5 mg/mL were detected. The antibiofilm
action was observed with 100% inhibition of biofilm formation at a concentration of
0.250 mg/mL. When the infection curve was prepared, it was observed that the
metabolite was effective in protecting the larvae of Tenebrio molitor. The metabolite
does not show toxicity for eukaryotic cells. The leishmanicidal activity demonstrated
that the metabolite presented a dose-dependent effect on the promastigotes forms of
Leishmania amazonensis growth and the estimated 1C50/72 h was 71.65 + 7.4 wg/mL.
Therefore, it can be concluded that the metabolite produced by the endophytic
bacterium Streptomyces sp. is promising for future use as an alternative strategy against
bacterial resistance.
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INTRODUCTION

Antimicrobial resistance is a dangerous and constantly
increasing problem, leading to an increase in health care
costs, decreased treatment options, and a higher incidence of
mortality due to bacterial and fungal infections worldwide.
Global initiatives are calling for urgent action not only to
develop new antimicrobial therapies but also decrease the
contribution of humans to increasing antimicrobial resistance
(World Health Organization, 2015).

The excessive and inappropriate use of antibiotics continues
to be a major factor in the expansion of antimicrobial resistance,
and the search for new drugs has been an alternative to minimize
the damage caused by this phenomenon.

Among the resistant microorganisms, a bacterium of most
concern is Pseudomonas aeruginosa. According to Pang et al.
(2019), P. aeruginosa is an opportunistic pathogen and a major
cause of morbidity and mortality in patients with cystic fibrosis
and immunocompromised individuals. The authors emphasize
that the eradication of P. aeruginosa has become increasingly
difficult due to its remarkable ability to resist antibiotics
by intrinsic and acquired methods. The exchange of genetic
material, which occurs naturally within or between species Gram-
negative bacilli, is considered to be a factor responsible for the
acquisition of resistance. Thus, the ability of P. aeruginosa to
become resistant during antibiotic treatment is inherent to the
species and is often inevitable (Lincopan and Trabulsi, 2008).
In intensive care units (ICUs) in Brazilian hospitals, antibiotic
resistance is very worrying.

National epidemiological studies carried out, aimed at
hospitalized patients, evaluated 3,728 isolates, including Gram-
positive and Gram-negative bacteria, obtained from 12 hospital
centers in four states, and P. aeruginosa was responsible for 496
(13.3%) cases and the third most frequent pathogen, with 30.2%
resistance to Integrated Pest Management (IPM) (Sader et al,
2001; Pang et al., 2019).

It is necessary to search for alternatives for treating diseases
caused by these resistant microorganisms. Brazil is the country
with the greatest biodiversity on the planet (Laihonen et al,
2004), and the Amazon ecosystem is one of the richest and
most important because of its plant diversity that can house
compounds with antimicrobial action.

The use of plants as a medicine is a practice adopted by
traditional people; however, large-scale production of medicines
is difficult. Therefore, the use of microorganisms that live inside
the plant (endophytic) can be an alternative for the production
of biologically active compounds through biotechnological

techniques (Jiang et al, 2013; Hussain et al, 2015;
Rajamani et al., 2018).
Among the microorganisms that produce bioactive

compounds, those of the Actinomycetales family stand out,
especially Streptomyces spp., which is known for its ability to
produce substances with several antimicrobial, antimalarial, and
antitumor actions (Supong et al., 2016; Elkhayat and Goda, 2017;
Bunbamrung et al., 2020; Mahmood and Kataoka, 2020).
Considering these facts, this work aims to assess the
antimicrobial potential of Streptomyces ansochromogene,

isolated from Byrsonima crassifolia leaf, against pathogens of
clinical interest.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

The microorganism used in this work is an endophytic bacterium
previously isolated from Byrsonima crassifolia leaf, a plant native
to the region of the Legal Amazon (Brazil). The bacterium is
deposited in the culture bank of Ceuma University under the
code PBs.

To test the antimicrobial potential of the isolated bacteria,
the following microorganisms were used: Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 15692, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Corynebacterium diphtheriae ATCC 27012,
Mycobacterium abscessus massilienseGo01, Cryptococcus gattii
ATCC 24065, and Cryptococcus neoformans ATCC 24067.

To assess the Leishmanicidal potential, Leishmania
amazonensis (MHOM/BR/76/MA-76) was used.

Identification of the Microorganism

Classical Identification

For classic identification of the isolate, the microculture
technique was performed. Previously isolated and purified
microorganism was inoculated in a Petri dish containing the
BDA medium that favors radial growth. A coverslip was
partially inserted into the medium to facilitate the growth
of hyphae on its surface. This was incubated in an oven at
28°C for 5 days (Shirling and Gottlieb, 1966; Matsuura, 2004).
Structures such as conidiospores, hyphae, spore chains, and
conidia were stained with cotton blue and observed under
an optical microscope with 100x magnification lenses. Genera
level identification was possible by observation of macroscopic
characteristics and microscopic morphological structures. For the
morphological description of the genera, the criteria adopted by
Rapper and Fennell, 1965, Pitt, 1979, Pitt and Samson, 1990 and
Klich and Pitt, 1988.

Molecular Identification: DNA Extraction,
Amplification of the 16sR Region, and Sequencing
Molecular identification was used to confirm the bacterial species
previously identified by classical techniques. Thus, the bacteria
were grown in Petri dishes for five days and incubated in PBS
for 2 h at 27°C. After centrifugation at 7500 rpm for 10 min,
supernatant was discarded and pellet was suspended in 180 pnL
of lysozyme (200 pg/mL), incubated for 30 min at 37°C. To
this solution, 20 WL of proteinase K and another 200 pL of
Buffer AL buffer solution (QIAmp) were added. The solution was
homogenized and incubated for 30 min at 56°C, then for another
15 min at 95°C. The material was centrifuged and 200 pnL of
absolute ethanol was added and centrifuged again. The samples
were transferred to the Purification Kit (QIAmp DNA mini kit)
and centrifuged for 1 min at 8000 rpm. The filtrate was discarded,
and 500 pL of AW2 buffer solution (QIAmp) was added and
centrifuged for 3 min at 1400 rpm. The filtrate was discarded
again and centrifuged for 1 min at 1400 rpm, and then 50 L
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of Buffer AE buffer solution (QIAmp) was added and incubated
for 1 min and centrifuged again for 1 min at 8000 rpm. This
last step was repeated (1X). A small amount of the target DNA
was added to a PCR buffer solution (10 mM Tris-HCI [pH 8.0],
50 mM KCI) containing DNA polymerase, universal primers
P27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3'), and P1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Lee et al, 2007). In PCR
tubes, 0.25 mL of the mixture was placed, which was subjected
to approximately 40 replication cycles in vitro (Thermociclador)
for 1 min at 95°C, 45 s at 57°C, and 30 s at 72°C. DNA was
quantified using NanoDrop® ND-1000 UV-Vis. The samples
were applied to an agarose gel immersed in a TBE buffer solution
and electrophoresis was performed for 40 min. The gel was
stained with UniSafedye (0.1 pL/mL) for 40 min, protected from
light and read on an ultraviolet light transilluminator. The PCR
product was sequenced and analyzed using MegaSoftware® and
Blast (NCBI). The sequence of the 16S rRNA gene obtained
by PCR was analyzed and manually aligned with strains of the
genus found in the GenBank/NCBI database with Clustral-X.
The phylogenetic tree was built using MEGA version 7.0. The
sequence was submitted to GENBANK/PUBMED and deposited
under code MT634691.

Preliminary Antimicrobial Screening

Solid Media Assay

Antimicrobial activity testing was performed on solid medium
through the diffusion of the bioactive compound in agar using
the method described by Ichikawa et al. (1971). This method
is also known as the Gelose Block Method using the isolated
endophytic microorganism. After ten days of incubation at 28°C,
circular agar blocks of 6 mm in diameter were removed from
the plates with colonies grown by clogging and transferred to
the plates containing MH, previously seeded with the standard
microorganisms at 5 x 10° UFC/mL. This test was performed
in triplicates. After 24 h at a temperature of 37°C, the diameters
(mm) of the inhibition halos of each block were measured,
analyzing the longest distance between 2 rectilinear points that
cross the block of glucose in half. A Matsuura scale (2004)
was used to classify the results, so that the arithmetic mean
and standard deviation of the results were obtained. The results
were expressed as mean inhibition diameter zones (IDZ) in
millimeters (mm).

Antimicrobial Activity

Submerged Fermentation

To obtain the active metabolite produced by the isolated
microorganism, submerged fermentation was carried out in
Erlenmeyer flasks (250 mL) containing 50 mL of useful volume
of potato dextrose (PD) medium. The flasks were incubated in a
rotary incubator at 30°C for 5 days. After this period, the sample
was filtered to assess biological activities.

Secondary metabolites extraction

To obtain the metabolite(s) of interest, liquid-liquid extraction
was performed according to the methodology described by
Trisuwan et al. (2008). Therefore, after the incubation period,
the fermented culture was filtered through a vacuum filter, and

the free extract of microbial cells was separated. The fermented
filtrated was subjected to centrifugation and filtered again in
a 22 pm filter, ensuring that the extract did not contain
microbial cells.

To extract the compounds of interest, 25 mL of the filtrate
and 25 mL of ethyl acetate were added to a separating funnel,
shaken vigorously for 10 min, and placed at rest for 30 min. After
the mentioned time, the organic phase containing the analytes
of interest was collected. The solvent was then evaporated on a
rotary evaporator, and the product yield was determined.

For the evaluation of biological activities, the extract was
resuspended in dimethylsulfoxide (DMSO) to reach a known
concentration of 1 mg/mL.

Agar diffusion assay

The liquid medium assay was performed using the plate diffusion
test (Bauer et al., 1966) to determine whether the microorganisms
selected in the previous assay secrete metabolites to the external
environment. The plate diffusion test was established as a
standard by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) and consists of the application of 10 L of the metabolite
produced in 6 mm diameter wells, made in petri dishes with 20 ml
of Mueller Hinton agar medium, seeded with gram-negative
bacteria, incubated at 37°C for up to 72 h. After this period, IDZs
were measured with the aid of a caliper. In the 6 mm wells, 10 uL
of DMSO and 10 pL of chloramphenicol (30 jg) were used as
negative and positive controls, respectively.

Determination of Minimum Inhibitory Concentration
For the determination of the minimum concentration capable
of inhibiting bacterial growth, the microdilution test was
performed, using a 96-well 6-mm multi-well plate, the metabolite
was diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO). The calculation to
determine the concentration followed the CLSI protocol, which
recommends 1000 pLg/mL.

The technique described by Zgoda and Porter (2001) was
adapted. Mueller Hinton broth (190 pnL) and the metabolite
(10 pL) diluted in DMSO at an initial concentration of
1000 pg/mL were dispensed in the first row of wells. In the other
wells, 100 WL of medium Muller Hinton broth was added. A serial
dilution was then performed in the nine consecutive wells,
removing 100 pL from the well of the highest concentration,
resulting in dilutions from 1000 pg/mL to 0.0625 pg/mL. In the
penultimate well, the inoculum and extract were not added to
have a negative control. In the last well, medium and inoculum
were added as positive control. Microbial growth was determined
by bacterial colony growth. The concentration of the bacterial
suspension was determined according to the McFarland scale
5 x 10° CFU/mL. The plate was incubated at 37°C for 24-48 h.

Evaluation of Antibiofilm Activity

The inhibitory capacity of the metabolite in biofilm formation
was assessed according to the method recommended by
Stepanovia et al. (2007). The method consists of adding 100 pL
of Broth Muller Hinton medium to all 96 wells of a multi-
well plate. The first and last rows are the negative and positive
controls, respectively. In the second row, another 50 L of culture
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medium was added, totaling 150 LL of medium. Then, 50 pL
of the metabolite in sub-MICs was added to this second row,
totaling a volume of 200 jLL in the second row. Serial dilution was
performed up to the penultimate row before the positive control.
After diluting 100 WL of the inoculum on a 0.3 x 10® scale, all
wells were added, except for the negative control. The plate was
incubated at 37°C for 24 h. After this period, the contents of the
plate were removed, and the wells were washed with PBS buffer
or saline solution. To fix the biofilm, 200 wL of methanol was
placed in the wells for 15 min at room temperature. This was
washed with PBS or saline again. The wells were stained with
crystal violet and incubated for 15 min at 37°C. They were then
washed in running water to remove excess dye. After drying,
250 L of ethanol was used for suspension in the wells, and
ethanol was transferred to a new plate that was taken to read the
optical density in a 550 nm microplate reader. To determine the
cell viability of bacterial biomass, the test was repeated and the
crystal violet was replaced by resazurin indicator.

Action of Metabolite on Biofilm

Eradicating the action of preformed biofilm was assessed using
the method of Klein et al. (2015), with modifications. It was
divided into two stages: 1. For the previous formation of the
biofilm and 2. Evaluating the eradication of the formed biofilm.
The first step consisted of the formation of the biofilm in a 96-
well plate, where 100 L of Muller Hinton broth culture medium
was added to all wells, and the first and last rows were the
negative and positive controls, respectively. Then, 100 L of the
standardized microbial inoculum was added to 0.3 x 10% cells,
except in the first row, which was the negative control. This plate
was incubated at 37°C for 24 h. Later, the second stage began,
where the contents of the plate were removed, and the wells were
washed with PBS buffer or saline solution. Then, 100 LL of Muller
Hinton broth medium was added to the washed wells. In the
second row of the wells, the metabolite was placed in supra-MIC
(4 x MIC), followed by serial dilution. This plate was incubated
again for 24 h at 37°C.

After this step, the contents of the wells were gently removed
and washed with PBS buffer. Then, 200 wL of methanol was
placed for 15 min at room temperature. The wells were again
washed with PBS buffer, stained with crystal violet, and incubated
at 37°C for 15 min. After that, the plate was washed under
running water, and after drying, the wells received 250 WL of
ethanol. This suspension was transferred to a new plate and was
taken to read optical density in an Elisa reader at 550nm.

Infection and Survival Curve in an
Alternative Model

To standardize the inoculum concentration scale in its
pathogenic potential of P. aeruginosa, 5 standardized solutions
were prepared of 0.1, 0.2, 0.3, 0.3 and 0.5 x 10 cells using
Newbauer Chamber. Each concentration was inoculated into
10 larvae of T. molitor to observe mortality levels. The smallest
scale that obtained the ability to kill T. molitor, in less days
of observation, was the inoculum scale used for infection and
survival curves (Figure 4A). Having the inoculum scale defined

previously, four groups composed of 10 T. molitor each were
established. Of these, three groups were infected with the
pathogen, after 2 h of infection, one group was treated with
10 pL of the test extract, another group received no treatment,
and the fourth group was not infected, for quality control of
T. molitor. They were observed for 10 days, where the survival
time was observed.

Leishmanicidal Activity Against

Promastigotes

To determine the IC50 (a concentration that inhibits 50%
of parasite growth) value, promastigote forms of Leishmania
amazonensis (MHOM/BR/76/MA-76) were incubated in
the presence of increasing concentrations of the secondary
metabolite (7.8-500 pg/mL). The cells were diluted at a
concentration of 1 x 10° parasites/mL. As a control, cells
incubated with Schneider’s medium were used. After 72 h
of incubation the surviving parasites were counted in a
Neubauer chamber (INCYTO CChip DHC-NO1, Cheonan-
Si, South Korea). The IC50 value was determined by linear
regression analysis using SPSS 8.0 software (IBM Co., New York,
United States) for Windows. Each experiment was performed in
biological duplicate and technical triplicate.

Cytotoxicity Assay

The MTT method is based on the determination of the ability
of living cells to reduce 3-(4,5 Dimethyl Thiazol-2-IL)-2,5-
Diphenyl Tetrazolium (MTT) bromide forming insoluble crystals
of formazan violet. After treatment, the culture medium was
removed and a 10% solution of MTT (5mg/mL) in PBS was
added to each well. Then, the cultures were incubated at 37°C
for 3 hours, protected from light. For solubilization of formazan
crystals, 100 pL of dimethylsulfoxide (DMSO) was added to
each well and the presence of violet formazan crystals was
observed. The spectrophotometric reading of the absorbance was
performed in an ELISA plate reader (Bio-Rad Microplate Reader
Benchmark, Inc., United States) at a wavelength of 550 nm. The
percentage of dead cells was calculated in relation to the positive
toxicity control.

RESULTS

Microorganism ldentification

Classical Identification

The classical identification of microorganism was carried out
through macro and microscopic observation of the colonies.
Features such as colony color, pigment production in the
culture medium, and microscopic structures were considered.
Macroscopic observation of the colony in a Petri dish showed
a grayish colony, with predominant aerial mycelium and dark
pigment release (Figure 1A). On microscopic observation, it was
possible to identify the gray spore chain structures, branched
mycelia similar to filamentous fungus hyphae, characteristics
compatible with actinobacteria of the genus Streptomyces
(Figure 1B) (Olmos et al, 2013; Raju et al, 2014). Spores

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

October 2020 | Volume 11 | Article 574693


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles

Amorim et al.

Endophytic Streptomyces ansochromogenes Inhibits Pseudomonas aeruginosa

similar to those of fungi, known as astropores and spiral-shaped
sporophores, were also observed (Walkman & Henrici, 1943;
Ensign, 1978).

Molecular Identification by PCR

Molecular identification demonstrated a 97.11% genetic
similarity with Streptomyces ansochromogene. Then, macroscopic
identification of the strain genus was confirmed. The
evolutionary analysis was performed in MEGA X. A total
of 1510 positions were present in the final dataset, involving
7 nucleotide sequences, and the codon positions included
were 1st + 2nd + 3rd + uncoded. Evolutionary history
took place using the maximum likelihood method and the
Tamura and Nei (1993). The tree for heuristic research
was automatically generated by Join-Join, BioN]J, and

distance matrix in estimated pairs using the maximum
likelihood approach, selecting the topology most likely to
log (2471.39) (Figure 2).

Screening of Antimicrobial Potential of
Isolated Bacteria

The antimicrobial potential of the S. ansochromogene was
evaluated using a solid test against seven microorganisms of
clinical interest. S. ansochromogene was shown to be active for
all microorganisms tested, except for Cryptococcus neoformans
ATCC 24067 (Table 1). The higher activities were observed for
M. abscessus, C. diphtheriae ATCC 27012, and K. pneumoniae
ATCC 700603 with IDZs of 39.3 £ 0.11 mm, 38.3 & 0.28 mm,
and 30 £ 0 mm, respectively. In this test, the bacterium was also

FIGURE 1 | Macroscopic characteristic with aerial mycelium of grayish color showing the production of pigment (A) and microscopic with spiral-shaped

sporophores characteristic of bacteria of the genus Streptomyces (B).

Y15501.1 Streptomyces griseus 165 RNA gene srain ATCC10137
Y16501.1 Streptomyces griseus 165 RNA gene stran ATCC10137(2)
AJ597941.1 Streptomyces abus partial 165 iRNA gene

MH794239.1 Mycobacterium tuberculosis H37Ry 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT634691.1 Streptomyces ansochromogenes subsp. ansochromogenes strain PB3 165 ribosomal RNA gene partial sequence

FIGURE 2 | Phylogenetic tree likelihood, based on the sequences of the 16S rRNA gene relating eight strains of bacteria of the genus Streptomyces. Branch nodes

have an initialization value based on 1000 resampled datasets.

AB249918.1 Streptomyces malaysiensis gene for 16S rRNA partial sequence strain: NBRC 16446
AB588124.1 Streptomyces coelicolor gene for 165 rRNA complete sequence isolate: QUBGC
AB184343.1 Streptomyces clavuligerus gene for 165 rRNA partial sequence strain: NBRC 13307
AB184340.1 Streptomyces antibioficus gene for 165 RNA partial sequence strain: NBRC 13271
LN626361.1 Streptomyces albidoflavus parial 16S rRNA gene strain M-26
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TABLE 1 | Diameters of inhibitions zones formed by Streptomyces
ansochromogene against the pathogens tested in medium solid assays.

Microorganisms pathogens PB3
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 30+0
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692) 17.6 £0.25
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 14.3 £ 0.11
Corynebacterium diphtheriae (27012) 38.3+0.28
Mycobacterium abscessus (IC) 39.3 +0.11
Cryptococcus neoformans (24067) 0
Cryptococcus gattii (24065) 26 + 0.1

active against the pathogenic yeast C. gattii 24065 and the bacteria
P. aeruginosa ATCC 15692 and S. aureus ATCC 6538 with IDZs
0f26 £ 0.1, 14.3 + 0.11, and 17.6 = 0.25, respectively.

Agar Diffusion Assay

To investigate whether S. ansochromogene PB3 secreted the
active metabolite (s), a liquid test was performed followed by
liquid-liquid extraction with ethyl acetate. The crude extract was
obtained with a yield of 0.16 g/L and tested against K. pneumoniae
(ATCC 700603); P. aeruginosa (ATCC 15692); C. diphtheriae
(ATCC27012); M. abscessus and C. gattii (ATCC 24065). Showing
inhibitory activity against P. aeruginosa ATCC 15692 (IDZ
19.6 £ 0.47 mm) (Table 2).

Determination of Minimum Inhibitory

Concentration

To evaluate the lowest concentration that inhibited the growth
of P. aeruginosa (ATCC 15692) determined in the previous test,
the minimum inhibitory concentration (MIC) was evaluated
according to the CLSI protocol. The end point of the MIC
was considered to be its lowest concentration, where there
was no color change. All tests were performed in triplicates.
The minimum inhibitory concentration was 0.5 mg/mL for the
extracted metabolite.

Anti-biofilm Activity

According to the crystal violet technique, the metabolite
produced by S. ansochromogene PB3 inhibited the biofilm formed
by P. aeruginosa, at sub-MICs of 0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL,
0.0625 mg/mL, and 0.0312 mg/mL, eradicating 82.54%, 46.53%,
33.44%, and 27.98%, respectively. This presented antimicrobial
activity on P. aeruginosa biomass (ATCC 15692). The cellular

TABLE 2 | Diameters of inhibitions zones formed by Streptomyces
ansochromogene against the pathogens tested in medium liquid assays.

Microorganisms pathogens PB3
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) 0
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692) 19.6 £ 0.47
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 0
Corynebacterium diphtheriae (ATCC 27012) 0
Mycobacterium abscessus (IC) 0
Cryptococcus gattii (ATCC 24065) 0
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FIGURE 3 | Inhibition (A) and eradication (B) of the biofim of P aeruginosa
ATCC 0030 by different concentrations of the metabolite produced by
Streptomyces ansochromogenes. All experiments were performed in triplicate
and for statistical analysis, p < 0.05 was considered.

infeasibility of biomass in the first inhibitory concentrations was
confirmed by a test with resazurin (Figure 3A).

Action of Metabolite on Biofilm

The metabolite produced by S. ansochromogene PB3 reduced
50% of the biofilm formed, at a hyperinhibitory concentration of
2 mg/ml (Figure 3B). The resazurin test confirmed the cellular
infeasibility of the biofilm bacterial biomass at this concentration.

Infection and Survival Curves in an

Alternative Model

The metabolite produced by the strain of S. ansochromogene at
a concentration of 1 mg/L showed the ability to increase the
life span of T. molitor infected with the pathogen P. aeruginosa.
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FIGURE 4 | Survival curve of 10 T. molitor larvae infected with different concentrations of P aeruginosa cells ATCC 0030 for standardization of the inoculum (A) and
for treatment with metabolite produced by Streptomyces ansochromogenes (B). All experiments were carried out in triplicate for statistical analysis, p < 0.05 was
considered.

The larvae infected with a standard solution of 0.3 x 108 of
P. aeruginosa were all dead on the eighth day but those infected
with the bacterium and inoculated with the metabolite survived
until the eighth day; two larvae died on the ninth and tenth days,
a behavior similar to the larvae infected with P. aeruginosa and
treated with chloramphenicol (Figure 4B). When the statistical
analysis was performed, a significant difference was observed
between the treatment of the larva with the metabolite in relation
to the larva infected with P. aeruginosa (p = 0.0082); however,

there was no difference when comparing the treatment of the
larva with the metabolite and chloramphenicol.

Leishmanicidal Activity Against

Promastigotes
The results demonstrated that the metabolite presented a dose-

dependent effect on the promastigotes forms of L. amazonensis
(MHOM/BR/76/MA-76) growth; it is possible to observe that in
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the five highest concentrations the metabolite was able to reach
more than 50% growth inhibition (Figure 5A). The estimated
ICs0/72 h was 71.65 + 7.4 pg/mL.

Cytotoxicity Assay

The toxicity test was carried out to assess the potential of the
metabolite to cause damage to cells of eukaryotic organisms.
The result of the cytotoxicity test showed that the metabolite
produced by the bacterium S. ansochromogene is not toxic to the
cell at any concentration tested (Figure 5B).

DISCUSSION

The bacterium used in this work was isolated from a leaf
of Byrsonima crassifolia and was shown to be promising
against P. aeruginosa. Endophytic microorganisms have been
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FIGURE 5 | Leishmanicidal activity (A) and cytotoxicity (B) of the metabolite
produced by the endophytic bacteria Streptomyces ansochromogenes (PB3).
All experiments were carried out in triplicate for statistical analysis, p < 0.05
was considered.

increasingly studied owing to their potential as excellent agents
with diverse biological activities (Gos et al., 2017; Pinheiro et al.,
2017; Rajamani et al, 2018; Singh et al, 2018). To identify
the isolated bacterium, classical and molecular identification
was performed, obtaining the bacterium S. ansochromogene.
Molecular identification was used as the main tool for identifying
these bacteria because in many cases, they can be confused
with fungi. Van Nguyen et al. (2019) reported the genome
sequence of a endophytic Streptomyces sp. that produced a
bioactive compound of clinical interest. Bacteria of the genus
Streptomyces are known to produce bioactive compounds with
diverse biological activities. Its morphology and high metabolic
potential favor the permanence of the bacteria inside the plant
where there is a symbiotic relationship between the plant
and the microorganism. Several authors have reported the
isolation of bacteria of this genus associated with plants used
by humans for various purposes. Lei et al. (2016) isolated a
Streptomyces sp. from a medicinal plant (Polygonum cuspidatum)
and observed its antimicrobial activity against Gram-negative
bacteria Escherichia coli. Al-Ansari et al. (2019) reported the
isolation of ten actinomycetes from the soil, of which five
demonstrated activity against Enterobacter aerogenes and Proteus
mirabilis. Kalyani et al. (2019) isolated 143 actinomycetes,
including a Streptomyces sp. NLKPB-45 showed activity against
Gram-positive bacteria, S. aureus, and Gram-negative Escherichia
coli and P. aeruginosa.

In this study, the bacterium isolated from the leaf of Byrsonima
crassifolia was identified as S. ansochromogene and showed
activity against several pathogens of clinical interest, including
the Gram-negative bacterium P. aeruginosa. This makes the study
of the metabolite produced by the bacteria promising.

The prospecting of compounds with activity against
P. aeruginosa has been increasingly intensified due to the
phenomenon of resistance to antimicrobials that these bacteria
have demonstrated. Neves et al. (2011) reported the phenomenon
of resistance to antimicrobials by this bacterium as an endemic,
affecting an important portion and with strains resistant to
the main antibiotics for clinical use. Although the search
for active compounds is reported in the literature, there are
not many studies showing activity of bacteria of the genus
Streptomyces sp. against P. aeruginosa. Kalyani et al. (2019)
reported the activity of Streptomyces sp. NLKPB-45 against
Gram-negative bacteria Escherichia coli and P. aeruginosa.
Ashitha et al. (2019) isolated endophytic bacteria from the
Chinese medicinal plant Artemisia nilagirica (Clarke) Pamp.
Among the isolates, the bacterium Burkholderia sp. showed
activity against several pathogens of clinical interest, including
the bacterium P. aeruginosa MTCC 2453.

The concentration at which the metabolite shows activity is
extremely important to assess its viability. In this work, extraction
of the active fraction of the metabolite was performed using
ethyl acetate solvent to determine the lowest concentration that
showed activity (MIC). Lei et al. (2016) reported the activity
of the metabolite acetate fraction produced by Streptomyces sp.
A09916 against Gram-negative bacteria Salmonella sp. S11A235
at a concentration of 0.125 mg/L. Kumar et al. (2020) obtained
the active fraction of the metabolite produced by Streptomyces

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

October 2020 | Volume 11 | Article 574693


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles

Amorim et al.

Endophytic Streptomyces ansochromogenes Inhibits Pseudomonas aeruginosa

olivaceus LEP 7 with a Minimum Inhibitory Concentration of
50 pg/mL against the bacterium P. aeruginosa.

One of the main problems that make infections by the
P. aeruginosa bacteria even more difficult to treat is that, in
addition to the resistance phenomenon, these bacteria also
have the ability to form biofilms due to the high capacity to
carry out the quorum sense due to the glycidic nature of its
cell wall (Satpathy et al., 2016).Given this characteristic, it is
important to investigate the ability of the metabolite to prevent
formation or eradicate the biofilm. In this study, the acetate
fraction extracted from the metabolite of the endophytic bacteria
S. ansochromogene showed the ability to inhibit and eradicate
biofilms formed by P. aeruginosa at subinhibitory concentrations.
The two phenomena (inhibition and eradication of biofilm) are
related to the tested concentration of the metabolite, which can
be explained by the selectivity of the membrane, which allows the
metabolite to penetrate the cell at lower concentrations, making
it more efficient. Antibiofilm activity has been investigated
and reported by several authors. Airiee et al. (2019) reported
the importance of the search for metabolites that inhibit the
phenomenon of quorum sense, the first step in the formation of
biofilms. The authors emphasize that many plants already have
this known activity; however, the search for metabolites produced
by microorganisms with this activity should be intensified.
Younis et al. (2016) reported the metabolite antibiofilm activity
produced by a species of Streptomyces sp. isolated from a
marine environment. The authors emphasized the ability of
the metabolite acetate fraction to inhibit the phenomenon of
quorum sense, thus preventing the formation of biofilm. Pattnaik
et al. (2018) reported the antibiofilm activity of the extract of
the metabolite produced by the fungus Diaporthe phaseolorum
SSP12 against a biofilm formed by P. aeruginosa PAO1. The
authors also emphasized the ability of the extract to inhibit
79% =+ 3.5% quorum sensing formation in concentrations of
0.750 pg/mL, which is commonly performed by strains of these
bacteria. The use of compounds with anti-biofilm activity has
been reported as a possible alternative therapy for treating
various infections as a solution to the phenomenon of microbial
resistance (Santhakumari and Ravi, 2019).

Biofilm formation is a strategy used by P. aeruginosa to
cause infections, so it is important to test the metabolite activity
in vivo. In this study, the capacity of the S. ansochromogene
metabolite was tested in an alternative model using T. molitor
larvae. In this evaluation, it was observed that the metabolite
at the concentration (0.5 mg/mL) established in the MIC had
the capacity to inhibit the infection caused by P. aeruginosa
bacteria in T. molitor. The larvae treated with the metabolite
showed greater survival than those treated with the antibiotic
chloramphenicol, emphasizing the protective effect of the
metabolite. Because the use of animal models is decreasing for
ethical reasons, alternative models have been reported in the
literature as an excellent way to evaluate the effectiveness of
compounds in living beings. Silva et al. (2019) assessed the ability
of S. aureus to infect Galleria mellonella larvae. The authors
observed the pathogen’s ability to infect and form biofilms
inside the animal.

Leishmaniasis is a treatable and curable disease, but drugs
that used in treatment have several limitations because of
serious side effect (World Health Organization (WHO), 2018;
Aratjo et al, 2019). The results showed that the secondary
metabolite inhibited the growth of promastigote forms, a
fact observed by Santiago et al. (2012) that isolated 564
endophytic fungi from plants of the Antarctic, these 19
sources leishmanicidal activity against a promastigote form of
L. amazonensis. This activity is reinforced by the cytotoxicity
test that shows that the metabolite is not toxic to the
cell at any concentration tested, suggesting its specificity
for the protozoan.

CONCLUSION

The endophytic bacterium S. ansochromogene has anti-microbial
potential because it produces a metabolite that can be used for
its antimicrobial and antibiofilm action against the bacterium
P. aeruginosa and against L. amazonensis in promastigote form.
In view of these results, studies will be carried out with
the objective of identifying the compound and expanding its
spectrum of action, evaluating whether it has activity against
other protozoa and tumors.
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