Bruna Finardi
b_finardi@hotmail.com
Universidade Tecnoldgica Federal

do Parand, Santa Helena, Parana,

Brasil

Erika lzumi

erikaizumi@utfpr.edu.br

Universidade Tecnoldgica Federal

do Parana, Santa Helena, Parana,

Brasil

Gabriela Cristina de Andrade
gabriela_c.andrade@hotmail.com
Universidade Tecnoldgica Federal

do Parana, Santa Helena, Parana,

Brasil

Francielly Balestrin de Souza
fobalestrin@hotmail.com
Universidade Tecnoldgica Federal

do Parand, Santa Helena, Parana,

Brasil

Barbara Cristina Lopes
lopesb@alunos.utfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal

do Parand, Santa Helena, Parana,

Brasil

Péagina | 1

pﬁﬁ
* %,

XXII1819 20 qe W
SICIT Outubro de 2017

Londrina-PR
Seminario de Iniciagao Cientifica e Tecnolagica

https://eventos.utfpr.edu.br//sicite/sicite2017/index

Avaliacao da atividade antagonista de
actinomicetos acidoéfilos

RESUMO

OBJETIVO: O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de isolados
bacterianos obtidos no Lago Itaipu frente a alguns patdgenos de interesse agronémico e
clinico. METODOS: Dois protocolos distintos foram seguidos: difusdo em d&gar, para
leveduras e bactérias, e o teste de crescimento radial em placa, para atividade antifungica
em fungos filamentosos. RESULTADOS: Foram obtidos 17 isolados provenientes de
amostras de agua do lago Itaipu, sendo 9 deles haléfilos moderados e 8 isolados neutrofilos.
Ndo foi possivel o isolamento de bactérias acidofilas nas condigGes testadas. Os resultados
da difusdo em agar demonstraram que 4 dos 17 isolados inibiram o crescimento de B.
cereus. Com relagdo ao teste de atividade antifiingica, 5 dos isolados mostraram-se efetivos
ao inibir F. graminearum, sendo 4 deles constituidos pelos haléfilos moderados. Contra T.
rubrum os resultados indicaram pelo menos 1 isolado com atividade inibitdria.
CONCLUSOES: A descoberta de novas moléculas ativas depende de exaustivos testes
visando triar a diversidade microbiana dos diferentes ambientes, sendo o lago Itaipu pouco
estudado neste sentido. O estudo mostrou que tal ambiente, que recebe agua de rios que
drenam boa parte do oeste do pais, pode apresentar significativa quantidade de isolados
promissores quanto a producdo de moléculas de interesse. Mais estudos acerca da
identificacdo das amostras e das moléculas por eles produzidas serdo conduzidos.

PALAVRAS-CHAVE: Actinomicetos. Lago Itaipu. Antagonismo. Haldfilos. Antimicrobianos.
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INTRODUCAO

Actinomicetos sdo bactérias geralmente gram-positivas cujo DNA
apresenta grande quantidade de guanina e citosina (Taniguchi et al, 2014). Além
disso sdo caracterizados por sua capacidade de formar hifas em seu
desenvolvimento. Embora sejam encontrados nos mais diversos habitats, grande
parte é proveniente do solo (Groth et al, 1999).

Esta conclusdo baseia-se no fato de que eles estdo completamente
adaptados para viver no solo, estruturas especializadas tais como as hifas, sdo
extremamente funcionais na penetragao e coloniza¢do do substrato (McCarthy et
al, 1992). E possivel que sua ocorréncia em ambientes aquéticos esteja
relacionada com a lixiviagdo do solo. Esta hipétese é apoiada pelo fato de a
diversidade do solo ser a mesma do ambiente aquatico (Araudjo, 1998).

S3o microrganismos com metabolismo diversificado, sendo capazes de
utilizar fontes variadas de carbono e energia. Assim, eles podem ser autotroéficos,
heterotroficos, quimiotréficos ou fototréficos (Kennedy, 1999). A maioria é
aerdébia, mas existem actinomicetos anaerdbios ou anaerdbios facultativos.
Crescem preferencialmente em solos de pH neutro a alcalino, embora muitos
também crescam em solos acidos (Pereira et al, 2013).

Eles sintetizam compostos quimicos como tiamina, riboflavina, compostos
contendo ferro e coenzimas que podem promover ou inibir o crescimento de
outros organismos (Pereira et al, 2013).

METODOS
Coleta das amostras de dgua

Amostras de dgua foram coletadas de diferentes regides do lago Itaipu,
na regido do Reflgio Bioldgico de Santa Helena. Os locais de coleta incluiram a
borda do lago, regido de macrdfitas e o canal, em frascos esterilizados.

Obtencao dos isolados microbianos

Para a obtencdo de actinomicetos foi utilizado o meio de cultivo
Actinomycete Isolation Agar (HIMEDIA), suplementado com 0,5% de glicerol. O
pH do meio foi ajustado de acordo com o grupo microbiano a ser isolado e
crescentes concentragées de NaCl para haldfilos (5%, 7%, 10%). Aliquotas de
agua do lago foram espalhadas sobre as placas contendo os meios de cultivo,
com o auxilio de alga de Drigalski. As placas foram incubadas por
aproximadamente 14 dias, a 28°C. As colGnias resultantes do crescimento foram
repicadas para novas placas, avaliadas quanto a coloragdo de Gram e
armazenadas a 4°C.

Microrganismos para testes

Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 28707), Candida
parapsilosis (ATCC 22019), Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus subtilis (ATCC
06633), Trichophyton rubrum (ATCC 28189). Rhodotorula e Fusarium
graminearum foram ambos isolados de plantas e fornecidos gentilmente pela
UFPR Palotina.

Teste antimicrobiano de difusao

As leveduras C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e Rhodotorula foram
cultivadas em caldo sabouraud por 48h a 37°C, exceto pela ultima a 28°C. As
bactérias B. subtilis e B. cereus foram cultivadas em caldo nutriente por 48h a
28°C. Ap0s a incubacdo, todos os microrganismos-teste foram diluidos em agua
destilada esterilizada segundo a escala 1 de McFarland. Os microrganismos
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diluidos foram semeados em toda a superficie do meio sélido, em placas, com o
auxilio de um swab de algodao estéril. Quanto aos isolados obtidos das amostras
de dgua, estes foram cultivados previamente em tubos de ensaio, em meio
liquido ISP-4, por 7 dias a 28°C. Apds este periodo, aliquotas de 20 ulL do
sobrenadante foram colocadas em pocos perfurados no &gar onde os
microrganismos-teste foram semeados. As placas foram incubadas por 48h de
acordo com a temperatura ideal de incubacdo de cada microrganismo. A inibicdo
foi visualizada através da formacdo de um halo ao redor do poco. O diametro do
halo (dh) foi medido em milimetros, assim como o didmetro do pogo (dp), e um
indice da zona de inibigdo (izi) foi calculada através da razdo izi=dh/dp.

Teste antimicrobiano de crescimento radial

Os fungos filamentosos F. graminearum e T. rubrum foram semeados no
centro de placas contendo meio sélido batata-dextrose. Em seguida, os isolados
obtidos da dgua do lago foram semeados de modo pontual préximos da borda da
placa. Apds 7 dias de incubagdo a 28°C, os isolados foram observados quanto a
producdo de substancias inibidoras devido a inibicdo de crescimento radial do
fungo-teste.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos locais de coleta, um maior nimero de isolados foi
proveniente das coletas da borda do lago, seguida da regido de macréfitas.
Foram obtidos 9 isolados que cresceram sob pressdo osmotica por NaCl,
considerados haléfilos moderados e denominados como isolados 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 e 9. Em meio de cultivo preparado em pH 7 foram 8 isolados denominados
neutréfilos N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7 e N8 (Fig. 1). Ndo foi obtido nenhum
isolado acidéfilo em pH 5, mesmo em amostras de dgua de diferentes pontos de
coleta, indicando que a altura da coluna d’agua, incidéncia de luz ou proximidade
ao sedimento ndo influenciou na detec¢do de uma populagdo microbiana advinda
de nichos com caracteristicas mais acidas. A agua do lago, em todas as coletas,
apresentou pH 6.

Figura 1 - Morfotipos dos microrganismos presentes na agua do lago.

Legenda: A, B: Crescimento de haléfilos; C: crescimento de neutrofilos.

Os isolados haldfilos moderados ndo foram capazes de crescer na
concentracdo de 10% de NaCl, crescendo somente até 7%. Em relagdo aos
morfotipos dos isolados, foi possivel observar que os microrganismos haldfilos,
ao contrario da maioria dos que cresceram em pH neutro, ndo produziram
pigmentos. Além disso, os haldfilos necessitaram de um periodo mais longo de
incubacgao.

Os isolados foram avaliados quanto sua resposta a coloracdo de Gram, e
todos se apresentaram como Gram positivos. Ainda assim, ndo podemos afirmar
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gue todos os isolados s3ao actinomicetos, pois seria necessdria também a
realizacdo de microcultivos para observacdo da formacdo filamentosa e
reprodutiva, ou entdo sequenciamento de regides conservadas. Entretanto,
varios isolados apresentaram crescimento das colonias com caracteristica tipica
de actinomicetos: crescimento lento, formas irregulares, superficies rugosas ou
secas, de aspecto pulverulento.

Com relacdo a atividade antimicrobiana observou-se atividade de inibicdo
contra B. cereus pelos haldfilos 1, 3, 5 e 7. Através do calculo do indice da zona de
inibicdo podemos verificar que o haléfilo 5 apresentou maior atividade
antagonista, seguido pelos haléfilos 3 e 7, e por ultimo o haldfilo 1 (Tab. 1). O B.
cereus é um conhecido causador de intoxicacdo alimentar, podendo causar
nausea, vomito e diarreia. O estudo de substancias inibidoras contra
microrganismos contaminantes de alimentos pode levar a descoberta de novos
conservantes alimentares.

Tabela 1 - Resultados da atividade inibitdria constatada no teste de difusdo em agar
contra B. cereus.

Atividade inibitoria contra B. cereus

= Diametro do halo de indice da zona de
Amostra Didmetro do pogo s s
inibicdo inibicao
1 6 mm 10 mm 1,66
3 6 mm 11 mm 1,83
5 5 mm 10 mm 2,00
7 6 mm 11 mm 1,83

Fonte: Autoria prépria (2017)

Os testes realizados contra T. rubrum demonstraram que o isolado
haléfilo 9 apresentou propriedades inibidoras. Este resultado se mostrou
promissor, pois T. rubrum é o principal causador de micose de unha e pé-de-
atleta, e novas moléculas que possam inibir seu crescimento poderia contribuir
para um novo tratamento mais eficaz e rapido do que os atuais. Contra F.
graminearum, fungo causador de patologias em cultivos como trigo, observou-se
um total de cinco isolados antagonicos, sendo eles um microrganismo neutrofilo
N8 e quatro haldfilos 1, 2, 3 e 5 (Fig.2).

Figura 2 - Amostras com atividade antagolnica contra F. graminearum.

Legenda: A, B : Haléfilos Moderados (1, 2, 3, 5, 8); C: Neutréfilo (N8).
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Os resultados deste estudo mostraram que o grupo dos halofilicos
apresentou maior atividade inibidora contra os microrganismos testados, com
mais de 50% de isolados demonstrando antagonismo (Graf.1).

Grafico 1.- Porcentagem da atividade inibitdria total encontrada.
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CONCLUSOES

A descoberta de novas moléculas ativas depende de exaustivos testes
visando triar a diversidade microbiana dos diferentes ambientes, sendo o lago de
Itaipu pouco estudado neste sentido. O estudo mostrou que tal ambiente, que
recebe agua de rios que drenam boa parte do oeste do pais, pode apresentar
uma significativa quantidade de isolados promissores quanto a producdo de
moléculas de interesse. Mais estudos acerca da identificacdo das amostras e das
moléculas por eles produzidas serdo conduzidos.

Evaluation of antagonistic activity of acidophilic actinomycetes

ABSTRACT
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OBJECTIVE: The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of bacterial
isolates obtained from Itaipu Lake against some pathogens of agronomic and clinical
interest. METHODS: Two distinct protocols were used: agar diffusion test for yeasts and
bacteria, and radial plate growth test for antifungal activity against filamentous fungi.
RESULTS: 17 isolates were obtained from water samples of which 9 were moderate
halophiles and 8 were neutrophilic. It was not possible to isolate acidophiles as a result of
our sampling procedures. Diffusion agar test demonstrated that 4 of the 17 isolates
inhibited the growth of B. cereus. Against filamentous fungi, 5 isolates were effective
when inhibiting F. graminearum, of which 4 were formed by moderate halophiles. T.
rubrum was inhibited by 1 isolate. CONCLUSION: The discovery of new active compounds
depends on exhaustive tests to screen the microbial diversity present in different
environments, and Itaipu Lake has not been investigated in detail. This study showed that
this environment, which receives water from rivers that drain a large territory on the
west region of Brazil, may harbour a large amount of promising microbial isolates able to
produce interesting compounds. Further studies on the identification of the samples and
compounds will be performed.

KEYWORDS:Actinomycetes. Itaipu Lake. Antagonism. Halophiles. Antimicrobials.
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