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RESUMO

As actinobactérias sdao fontes promissoras de compostos bioativos, incluindo antibidticos. A
resisténcia bacteriana aos antibidticos é um problema crescente na saude publica, e a busca
por novos compostos é de extrema objetivo. Com isso, o objetivo do estudo é isolar
actinobactérias do solo do cerrado e avaliar suas atividades antimicrobianas contra varias
bactérias patogénicas. Para alcancar esse objetivo, foi feita a coleta de amostras do solo em
areas especificas do Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek, localizado no cerrado
brasileiro, Em laboratério, foi realizado o isolamento e identificacdo das actinobactérias por
meio de técnicas morfoldgicas, bioquimicas e moleculares. Por fim, utilizou-se 40 placas de
Petri preparadas com o meio de cultura Mueller-Hinton e o método de difusdo de discos, das
quais 10 foram descartadas e 30, utilizadas para analisar os halos de inibicdo de crescimento
bacteriano. As bactérias testadas incluem Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis e Enterococcus faecalis. Esse estudo destaca a importancia da busca por novos
agentes antimicrobianos, principalmente diante da resisténcia bacteriana global. Além disso,
enfatiza a necessidade de conscientizacdo da populacdo, uso racional de antibidticos e a¢oes
para evitar a disseminac¢do de microrganismos resistentes. Concluiu-se que apesar do estudo
revelar a capacidade antimicrobiana especifica das actinobactérias contra a Klebsiella
pneumoniae, os resultados indicam a necessidade de investigacdes adicionais com diferentes
actinobactérias e microrganismos para ampliar a possibilidade de novos compostos
antimicrobianos, com amostras mais robustas de inibicdo do crescimento bacteriano,
testando novas actinobactérias do cerro e microrganismos. Além disso, é possivel concluir
que o estudo incentiva a realizacdao de novos experimentos para testar a agao antimicrobiana
dessas actinobactérias.

Palavras-chave: Antibioticos; Bactérias resistentes; Actinobactérias.
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1. INTRODUCAO

A sintese de compostos bioativos a partir de bactérias e fungos é descrita desde o
inicio do século XX, sendo as actinobactérias o principal alvo da industria biotecnoldgica, ja
gue sdo postas como uma fonte inesgotdvel de metabdlitos secundarios bioativos de
estrutura quimica e acao farmacolégica bastante diversificada (Arasu et al., 2009; Batista et

al., 2011)

Aproximadamente 20 a 70% dos antibidticos de origem natural isolados sdo
produzidos por micro-organismos do solo em especial as bactérias do género Streptomyces
(Dastager et al.,, 2008; Chater et al.,, 2010; Adegboye et al.,, 2012). Além destes
antimicrobianos, sdo também descritos metabdlitos com propriedades anti-inflamatérias,
anti-microbianos, antitumorais, antioxidantes, antivirais, antiparasitarias, anti-coagulantes,
além de enzimas, sideréforos e vitaminas. Estas bactérias filamentosas produzem também
compostos aromaticos como a geosmina, responsavel pela producdo de odor semelhante ao

de terra molhada (Moreira, 2006; Minotto, 2014).

Cerca de 200 drogas de atividade antimicrobiana estao disponiveis para terapéutica
de doencas de etiologia microbiana. Deste total, 47 novos antibidticos foram aprovados pelo
FDA e Canada Health Ministry entre 1983 e 2001, porém, apenas 2 apresentaram novo
mecanismo de ag¢do. Dos 550 novos medicamentos que estdo sendo pesquisados, sé 6 sao
antibiéticos (Overbye e Barrett, 2005), o que mostra a pouca disponibilidade de compostos
possivelmente ativos contra microrganismos de interesse clinico, especialmente

multirresistentes.

Fontes naturais pouco exploradas com interacdes ecoldgicas que podem resultar na
descoberta de compostos quimicamente diversos e biologicamente ativos tém sido
consideradas promissoras na busca de novos antibidticos, dos quais os actinomicetos
representam o grupo de micro-organismos mais bem-sucedido, que produzem a maioria dos

compostos antimicrobianos.

Considerando a biodiversidade do cerrado, e ainda, a importancia dos
microrganismos presentes nos solos desse bioma reconhecidamente pobre em nutrientes, a
busca por este grupo microbiano de interesse biotecnolégico apresenta-se como uma

estratégia importante para a bioprospecc¢do de novos compostos bioativos.



OBIJETIVOS

Isolar actinobactérias do solo do bioma cerrado e avaliar sua atividade antimicrobiana

contra Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DAS DOENGAS CAUSADAS POR ENTEROBACTERIAS

Enterobactérias sao de uma familia de bacilos Gram-negativos responsaveis por
inimeras infeccdes humanas, adquiridas na comunidade ou nos hospitais. Essas bactérias
podem ser moveis ou sem motilidade, aerdbias ou anaerdbias e tém preferéncia por habitar
o trato digestdrio humano.

Uma das principais enterobactérias causadoras de doencas sdo as Escherichia coli,
sendo disseminadas por meio de alimentos contaminados, mal higienizados, cozidos e
preparados, e por meio de pessoa a pessoa, via fecal-oral. Essas bactérias produzem toxinas
capazes de danificar o revestimento do intestino grosso, podendo afetar outros érgaos caso
acessem a corrente sanguinea do paciente. (ROSA, J. L.; BARROS, R. F. e SANTOS, M. O,,
2016). Além disso, sdo bactérias causadoras de infec¢des do trato urinario, tanto na
comunidade quanto nos ambientes hospitalares, apresentando elevado grau de morbidade,
afetando pessoas de todas as idades e de ambos os sexos (DE OLIVEIRA, S. M., 2018).

Outra enterobactéria importante ao se tratar de doengas infecciosas é a
Pseudomonas aeruginosa que faz parte da microbiota humana, com baixas chances de
causar contaminacdao humana. Porém, em ambientes hospitalares, essas bactérias sao
importantes agentes infecciosos. A P. aeruginosa apresenta resisténcia a inumeros
medicamentos, sendo um patégeno frequente em CTI (centro de terapia intensiva), tendo
em vista que os pacientes nesses locais estdo em estado critico (HEGGENDORNN, L. H et al.,
2016). Mediante pesquisa de pacientes do Hospital Universitdrio do Sudeste do Brasil,
tem-se que os principais sitios de cultura sdo o trato respiratério, o sistema sanguineo e
urinario, sendo o sistema respiratdrio e o sanguineo os que apresentam um maior percentual
de bactérias resistentes (PESSOA, V. S., 2013).

De forma complementar, outra bactéria causadora de doencas infecciosas é a
Klebsiella pneumoniae, presentes no meio ambiente e no interior do corpo humano. As
principais formas de contaminacdo por K. pneumoniae sdo o etilismo e a exposicao prévia a

antimicrobianos (PALMEIRA, D. C. C., 2019). Essa bactéria estd entre os principais causadores



de pneumonias graves e bacteremias, sendo os principais sitios primdrios de infeccdes os

tratos respiratérios, urinario, infecgdes intra-abdominais e sangue (ALMEIDA, V. V. P,, 2013).

2.2 A PROBLEMATICA DOS ANTIBIOTICOS

A resisténcia bacteriana a antibidticos, em nivel mundial e hospitalar, é uma grande
ameaga a saude humana dessa e das futuras geracOes. Esse problema apresenta
consequéncias econémicas, sociais e governamentais, em vista que afeta a saude publica, a
producdo e a venda de medicamentos, assim como a necessidade do surgimento de novas
drogas capazes de solucionar e sanar as doencas causadas por superbactérias.

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antibidticos tem sido o principal problema
em UTI, por conta da diversidade e da disseminacdo de agentes associados ao fluxo de
pacientes, o extenso periodo de internagdo, o uso de cateteres urindrios e venosos, o uso de
ventilagdo mecanica, o estado imunoldgico do paciente, a idade e o uso de medicamentos
por parte dos pacientes (MOTA, F.; OLIVEIRA, H.; SOUTO R., 2018).

O surgimento e a generalizacao de superbactérias é gerado por iniUmero fatores, que
envolvem o fendmeno natural de mutacdo das bactérias, o equivocado diagndstico da
doenca do paciente, a mad acessibilidade aos farmacos, a utilizacdo inadequada dos
medicamentos, tanto em humanos quanto em animais, a falta de informacdo e a
"globalizacdo" (TIBIRICA CORREA ET AL., 2020).

Assim, para um controle correto das bactérias resistentes a medicamentos, é
necessario que ocorra uma conscientizacdo de toda a populacdo, por parte dos governos
associados aos pesquisadores que mantém estudos e pesquisas atualizados sobre antigos e
novos agentes antimicrobianos, reconhecendo o problema que esses patégenos causam e

continuardo a causar se nenhuma medida for tomada.

2.3 PRINCIPAIS MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NA RESISTENCIAS FARMACOLOGICA

Nos ambientes hospitalares, os BGN (bacilos gram-negativos) sdao, em sua maioria, os
agentes que apresentam mais alta resisténcia, acarretando em graves consequéncias de falta
de opcdo terapéutica, tendo em vista a ineficiéncia dos medicamentos (incluindo penicilinas,
cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, sulfonamidas,
carbapenémicos e polimixinas) atuais no tratamento e combate das doencas causadas por

eles. (MOTA, F.; OLIVEIRA, H.; SOUTO R., 2018).



Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saudde publicou uma lista das bactérias que
dependem de novos antibidticos com mais urgéncia, tendo em vista suas resisténcias e
poderes de infeccdo e disseminacdo, sendo participantes dessa lista doze familias de
bactérias, divididas em critica, alta e média prioridade. As bactérias sdo Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacteriaceae (incluindo Klebsiella, Escherichia
coli, Serratia e Proteus), Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori,
Campylobacter ssp., Salmonellae, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae e Shigella ssp.

Tendo em vista que a lista apresentada em 2017 pela OMS das bactérias que
apresentam alto poder de resisténcia a medicamentos contém agentes de inUmeras doencas
frequentes na sociedade mundial, entende-se que a busca por novos antimicrobianos tem de
ser incentivada e acelerada, com o objetivo de conter os problemas atuais e evitar

catastrofes futuras.

2.4 ESTRATEGIAS ANTIMICROBIANAS

Inimeras linhas de pesquisas sdo levantadas constantemente, visando encontrar o
potencial antimicrobiano nas mais diversas moléculas produzidas por diferentes organismos,
tendo em vista a necessidade de abastecer o mercado farmacéutico contra as superbactérias
e bactérias com alto potencial de resisténcia no futuro.

Assim, encontra-se em bancos de dados na internet numerosas pesquisas, como o
artigo "Resistencia aos antibioticos: O uso inadequado dos antibioticos na prética clinica"
desenvolvido por Machado Sequeira CM, em Coimbra, Portugal. A pesquisa em questdo
objetiva, via andlise e revisao bibliografica, expor sucintamente estratégias de controle da
resisténcia aos antibidticos. Os resultados dessa pesquisa mostram uma extensa lista de
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos multirresistentes, e nota-se que quanto
maior for a dura¢do da exposicdo de um paciente a um antibiético, maiores serdo as
probabilidades de uma colonizacdo por parte de microrganismos resistentes, sendo a
pressdo seletiva pelo uso indiscriminado dos antibidticos um dos fatores que levam uma
bactéria a se tornar altamente resistente. Além disso, o estudo é agregado com uma tabela
qgue mostra a prevaléncia de resisténcias a antibidticos por parte de varios agentes

microbianos, como a Streptococcus pneumoniae, Enterococcus, Staphylococcus aureus,



Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosas, Serratia marcescens e

Klebsiella pneumoniae.

Para mais, é possivel também encontrar o artigo "Antibidticos: importancia
terapéutica e perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes", redigido
por Guimardes, D. O. et al., em 2010, em Ribeirdo Preto, SP, que discorre sobre estratégias
para se evitar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, sendo elas a prevenc¢do de
infeccBes bacterianas com o uso de vacinas, o uso racional de antibidticos, o controle e a
prevencdo da disseminacdo de microrganismos resistentes, a caracterizacdo, localizacdo e
identificacdo dos genes de resisténcia e por fim, a descoberta e o desenvolvimento de novos
antibidticos. Ademais, esse mesmo estudo lista a existéncia de trés compostos antibiéticos
com novos mecanismos de acao em estudos iniciais, sendo compostos de amplo espectro
para organismos Gram-positivo ou para as ITR (infeccdo do trato respiratério), porém, para
organismos Gram-negativo o cenario ndo é t3ao estimulador, tendo em vista que ha
compostos com novos mecanismos de acdo em ensaios iniciais. Como forma de mostrar os
recentes antimicrobianos encontrados, o estudo destaca esses compostos e afirma que ha
uma constante e significativa contribuicdo de produtos naturais no combate desses agentes,
relacionando a busca de substancias em organismos pouco explorados e o aproveitamento
da biodiversidade existente no mundo combinada as diversas técnicas de exploragdo e
extracdo de principios ativos poderosos. Por fim, a pesquisa enfatiza a necessidade por novos
agentes antibidticos, dado que as doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de mortes
no mundo.

Por fim, pode-se citar a linha de pesquisa "Uso de novas tecnologias na prospecgao
de novos antibidticos", de Nathalia Carolline Scarparo, em 2022, em S3o Francisco.. Nesse
artigo, a pesquisadora objetiva avaliar a evolucdo das metodologias de bioprospeccao de
novas moléculas antimicrobianas. Como resultado de sua pesquisa, é levantado que para a
obtencdo de um novo farmaco, busca-se moléculas capazes de agir no alvo para alterar o
curso da doenga, busca essa realizada pela bioprospec¢dao de compostos naturais e por meio
da engenharia genética. Ainda sob essa perspectiva, tem-se que o territério brasileiro, por
apresentar uma rica biodiversidade vegetal, possui um grande potencial para o surgimento

de novos farmacos antimicrobianos naturais, porém, ndao foram encontrados trabalhos
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cientificos que utilizassem da metagendmica para a bioprospeccao de novos medicamentos,
enfatizando a necessidade de se incentivar esse tipo de pesquisa.

Consiste em revisar a literatura atual pertinente e relevante ao tema de pesquisa.
Recomenda-se que, pelo menos, 50% das citagdes sejam de artigos cientificos publicados na
area de investigacdo, nos ultimos 6 (seis) anos, sendo 25% deles de autores internacionais. A

revisdo da literatura deve ser pertinente ao tema e ao problema da pesquisa.

3. METODO

Inicialmente, houve a coleta das actinobactérias nos solos do cerrado em areas
especificas do Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek, e, em seguida, no ambiente
laboratorial, foram selecionados 2 microrganismos do solo, que foram identificados e

confirmados por técnicas morfoldgicas.

Apds a coleta dos espécimes, o segundo momento foi realizado nas dependéncias
dos laboratérios do CEUB, Labocien, com prévia autorizagao.

Sendo assim, foi feito o cultivo, identificacdo, extracdo de compostos e observacdo da
atuacdo dessas substancias contra culturas dos microrganismos selecionados. Inicialmente,
os organismos foram armazenados em temperatura ambiente para que posteriormente
sejam utilizados para cultivo. O cultivo dos solos foi feito por meio de diluicdo seriada e com
o uso de meios de cultura seletivos ISP2 e ISP3.

Apds o cultivo e o isolamento das actinobactérias, foi feita a identificacdo
morfoldgica.

Visando analisar o potencial antimicrobiano dos microrganismos, foi utilizado o meio
de cultura Mueller Hinton (MHA) pelo método de difusdao de discos (RANKOVIC, 2015). Tal
procedimento consiste no uso de discos de papel que foram impregnados com os extratos
obtidos da purificagdo dos pigmentos produzidos pelas actinobactérias, cada disco foi
colocado no meio de cultura MHA o qual apresentou os indculos dos microrganismos Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter, e a partir disso observamos

o didametro das zonas de inibicdo que se formaram ou ndo, chamados halos de resisténcia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A priori todas as analises foram feitas com o intuito de estudar o poder de acao
antimicrobiana de duas actinobactérias do cerrado quando em contato com quatro espécies

de bactérias de interesse médico.

Assim, das 40 placas de Petri cultivadas, 10 foram contaminadas por fungos durante o
estudo, sendo 1 com cultura de Proteus, 1, de Klebsiella, 4 de Escherichia coli e 4 de

Enterococo, (Imagens: 12,3 e 4

Figura 1: Amostra de Proteus.

Figura 3: Amostra de Escherichia coli
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Fonte: Autor (2023).

Dessa forma, leva-se em consideracdo que, para halos maiores que 3mm os
microrganismos apresentaram sensibilidade, e, para halos maiores que 2 mm e menores que
3 mm, os microrganismos foram considerados moderadamente sensiveis e, por fim, para
halos menores que 2 mm, foram considerados resistentes, respectivamente a cada uma das

actinobactérias, nomeadas arbitrariamente actinobacteria B e actinobacteria R.

Com isso, encontrou-se halos de inibicdo nas placas cultivadas pelos 4

microrganismos, como é visto na seguinte tabela (Tabela 1):

Tabela 1 - Tabela de analise da sensibilidade/resisténcia dos microrganismos as

actinobactérias Be R
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Actinobactéria B

Classificacdo Microrganismo Proteus Klebsiella ]Escherichia coli Enterococo
R 5 2 6 3
MR 3 3 0 3
S 1 4 0 0
Actinobactéria R
Classificagdo Microrganismo Proteus Klebsiella Escherichia coli Enterococo
R 7 4 4 3
MR 2 2 2 3
S 0 3 0 0

Legenda: R (resistente), MR (moderadamente resistente), S (sensivel)

Fonte: Autor (2023).
E possivel observar na tabela que a Klebsiella foi predominantemente sensivel a
actinobactéria B e R. A bactéria Proteus e a Escherichia coli foram principalmente resistentes
as 2 actinobactérias estudadas. Ja a Enterococo foi tanto resistente quanto moderadamente

resistente a ambas as actinobactérias.

Dessa forma, compreende-se que, pelo método aplicado e para a pesquisa realizada,
apenas a Klebsiella apresentou sensibilidade relevante a atividade antimicrobiana das
actinobactérias do cerrado usadas, e as demais bactérias quando em contato com as
actinobactérias ndo apresentaram resultados satisfatorios de inibicdo, se mostrando
resistentes ou moderadamente resistentes. Ha necessidade de repetir os experimentos

padronizando concentracdes e meios de isolamento e cultivos dos microrganismos.

5. CONCLUSAO

Durante o desenvolvimento da pesquisa, foi possivel observar que as actinobactérias
do cerrado colhidas de lugares especificos do Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek
utilizando o meio Mueller-Hinton apresentaram a¢do ac¢do inibitdria antibacteriana frente ao
microrganismo Klebsiella, que deve ser melhor analisada. Contrariamente, ndo apresentou

essa acao contra os microrganismos Escherichia coli, Enterococcus e Proteus.

Ademais, nota-se que essa pesquisa tem relevancia cientifica, ja que se trata de
possibilidades antibidticas contra microrganismos como a Klebsiella, dando possibilidades de

retorno para a sociedade a partir da pesquisa e manipulacdo farmacéutica.
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Por fim, é necessdrio uma amostra mais satisfatéria e robusta de inibicdo do
crescimento bacteriano, testando por meio de novos estudos com novas actinobactérias do
cerrado e microrganismos, com o objetivo de descobrir novas bactérias com sensibilidade as
actinobactérias do cerrado. Além disso, incentiva a realizagdo de novos experimentos para

testar a acdo antimicrobiana dessas actinobactérias.
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