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RESUMO

A Terra Preta Antropogénica (TPA) é um solo que possui cor escura, alta quantidade de
nutrientes e grande diversidade de microrganismos que possuem importante papel nesse
ambiente além de promissora fonte de substancias. Os objetivos deste estudo sdo caracterizar o
perfil de resisténcia a antimicrobianos, avaliar o potencial na producdo de enzimas e atividade
antagonista de cepas de Corynebacterium spp. e Bacillus spp. isoladas de amostras de Terra
Preta Antropogénica. Para isso, foram realizadas coletas de TPA no més de margo de 2023 na
Comunidade de Salgado, no municipio de Oriximind/PA. As amostras de solo foram diluidas
em solucdo salina e inoculadas nos meios PCA e isoladas em TSA. A identificacdo bioquimica
foi realizada através da chave dicotbmica baseada no livro de Bergey. Posteriormente, foram
realizados os testes de perfil de resisténcia a antimicrobianos pelo método de Kirby-Bauer em
que foram testados 13 antibidticos. Para os testes de potencial enzimatico, foi verificado a
producdo de amilase, celulase e protease. A atividade antagonica foi avaliada pelo método de
difusdo em agar contra cepas ATCC de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. As cepas
que exibiram resultados mais promissores nos testes enzimético e de antagonismo tiveram seu
DNA extraido pelo método fenol cloroférmio, enviado para sequenciamento que foi realizado
pelo método Sanger da regido 16S. Foram isoladas 25 cepas dos géneros bacterianos escolhidos.
Dentre os isolados testados de Corynebacterium spp., 25% apresentaram resisténcia a cinco
antibidticos concomitantemente, apresentando maior resisténcia a penicilina (83,3%), seguido
de ampicilina e oxacilina (66,7%). Para o género Bacillus spp., 50% mostraram-se resistente a
tetraciclina e 25% a penicilina. Nos testes enzimaticos, para Corynebacterium spp., 43% dos
isolados produziram amilase, 21,5% celulase e 100% protease. Dentre as cepas de Bacillus spp.,
54,5% mostraram-se capazes de produzir amilase, 72,7% celulase e 81,8% protease. Na
atividade antagonista, dois isolados de Corynebacterium spp. (35,7%) e trés cepas de Bacillus
spp. (45,4%), foram capazes de inibir o crescimento tanto de S. aureus ATCC 6538 quanto de
E. coli ATCC 25922. Dentre as bactérias mais promissoras, foi identificada através de biologia
molecular uma cepa, pertencente a espécie Bacillus subtilis. Conclui-se que, em solo de Terra
Preta Antropogénica ha a presenca de bactérias resistentes a antibioticos, com capacidade de
producdo de enzimas e atividade antagonista, mostrando ser importante fonte de

microrganismos potenciais para a biotecnologia.

Palavras-Chave: Corynebacterium. Bacillus. Atividade Antimicrobiana. Perfil enzimatico.



ABSTRACT

Anthropogenic Dark Earth (ADE) is a soil with a dark color, high amount of nutrients and a
great diversity of microorganisms that play an important role in this environment, in addition
to being a promising source of substances. The objectives of this study are to characterize the
antimicrobial resistance profile, evaluate the potential in enzyme production and antagonistic
activity of Corynebacterium spp. and Bacillus spp. strains isolated from Anthropogenic Dark
Earth samples. For this, ADE collections were carried out in March 2023 in the Salgado
Community, in the municipality of Oriximind/PA. The soil samples were diluted in saline
solution and inoculated in PCA media and isolated in TSA. Biochemical identification was
performed using the dichotomous key based on Bergey's book. Subsequently, antimicrobial
resistance profile tests were performed using the Kirby-Bauer method, in which 13 antibiotics
were tested. For the enzymatic potential tests, the production of amylase, cellulase and protease
was selected. The antagonistic activity was evaluated by the agar diffusion method against
ATCC strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The strains that showed the most
promising results in the enzymatic and antagonism tests had their DNA extracted by the phenol-
chloroform method and sent for sequencing, which was performed by the Sanger method of the
16S region. Twenty-five strains of the selected bacterial genera were isolated. Among the tested
isolates of Corynebacterium spp., 25% showed resistance to five antibiotics concomitantly,
with the greatest resistance to penicillin (83.3%), combined with ampicillin and oxacillin
(66.7%). For the Bacillus spp. genus, 50% were resistant to tetracycline and 25% to penicillin.
In the enzymatic tests for Corynebacterium spp., 43% of the isolates produced amylase, 21.5%
cellulase and 100% protease. Among the Bacillus spp. strains, 54.5% were able to produce
amylase, 72.7% cellulase and 81.8% protease. In the antagonist activity, two isolates of
Corynebacterium spp. (35.7%) and three strains of Bacillus spp. (45.4%) were able to inhibit
the growth of both S. aureus ATCC 6538 and E. coli ATCC 25922. Among the most promising
bacteria, a strain belonging to the species Bacillus subtilis was identified through molecular
biology. It is concluded that only in Anthropogenic Dark Earth is there the presence of
beneficial bacteria and antibiotics, with the capacity to produce enzymes and antagonistic

activity, showing it to be an important source of potential microorganisms for biotechnology.

Keywords: Corynebacterium. Bacillus. Antimicrobian Activity. Enzymatic profile.
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1 INTRODUCAO

Nosso planeta possui uma diversidade biologica que favorece a manutengdo da vida
humana na Terra (LAGOA; RODRIGUES, 2016), especialmente pela funcionalidade que estes
seres Vvivos exercem nos ambientes. No que tange ao potencial biotecnologico de
microrganismos, existem lacunas importantes no conhecimento acerca das possibilidades de
aplicacdo, especialmente sobre bactérias de fontes ambientais que apresentam um diverso pool
genético nessas comunidades (LIMA, 2016; MOREIRA, 2021).

A Terra Preta Antropogénica (TPA) é um solo que possui cor escura, grande riqueza
de matéria organica, restos de materiais arqueoldgico, alta quantidade de nutrientes (ex: C, N,
P, K, Ca, Mg, dentre outros) e alteracdo de diversas propriedades fisicas e quimicas em
comparagdo com outros tipos de solo adjacentes (WINKLERPRINS, 2014; SOLOMON et al.,
2016; NICOSIA; DEVOS; MACPHAIL, 2017). Devido a coloracgdo escura, esse tipo de solo
recebe diferentes denominagBes como Terra Preta, Terra Preta de indio, Terra Preta
Antropogénica e Terra Preta Arqueoldgica (KAMPF et al., 2010).

Os grandes estoques de matéria organica presente em solo de Terra Preta
Antropogénica (TPA) e o manejo deste solo promove o crescimento de plantas e
microrganismos benéficos que contribuem para que este seja reservatério genético da
biodiversidade em solos amazonicos (SOUZA, 2017).

Tem sido demonstrado que estudar os ARG (Genes de Resisténcia Antimicrobiana)
em isolados de amostras ambientais é uma alternativa interessante para entender a relacdo entre
0S microrganismos resistentes e 0s hospedeiros, como ocorre a aquisicdo de resisténcia aos
antimicrobianos, e nesse sentido, 0s resistomas de microrganismos ambientais tem
demonstrado conter muito mais genes de resisténcia do que os resistomas encontrados em
patogenos (FORSBERG et al., 2012; NESME et al., 2014; ALOS, 2015).

Para além da resisténcia antimicrobiana, 0s microrganismos também sdo
amplamente investigados quanto a capacidade de producdo de enzimas de interesse
biotecnoldgico. As enzimas sdo proteinas com estruturas especiais e estdo presentes em todas
as células vivas, envolvidas em todos os processos bioquimicos exercendo a fungdo de
catalisadoras de reacdes quimicas, como o catabolismo e anabolismo, que fazem parte do
metabolismo microbiano. As enzimas podem ser obtidas de diferentes fontes como plantas,
animais e microrganismos (SILVA et al., 2018; GHATTAVI; HOMAEI, 2023).

As enzimas provenientes do metabolismo de microrganismos vem sendo a principal

fonte de producdo dessas moléculas para uso industrial, pois, moléculas obtidas de origem
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microbiana possibilitam otimizar a producdo, que € facilitada por processos fermentativos em
grande escala e requerem nutrientes mais simples (SINGH et al., 2016a; SILVA et al., 2018).
Além disso, possuem maior estabilidade molecular, processamento intracelular mais eficiente
e podem auxiliar na mudanca de sintese de farmacos para aumentar a diversidade de estruturas
desses componentes (VILCHEZ; CONORADO, 2012).

Dentre as enzimas de interesse comercial atualmente mais buscadas estéo: protease,
amilase, celulase, lipase, com grande possibilidade de aplicacdo nas mais diversas areas:
industria de alimentos e bebidas, téxtil, de cosméticos, farmacéutica, dentre outras (MORAL;
RAMIREZ-COUTINO; GARCIA-GOMEZ, 2015; IMRAN et al., 2016; RIGO et al., 2021).

Além da producgdo de enzimas, 0s microrganismos também séo capazes de agir em
antagonismo a outro microrganismo, ou seja, através da producdo de substancias tais como: a
producdo de acidos, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas antagbnicas, um microrganismo é
capaz de inibir o crescimento de patdgenos (BARBOSA et al., 2011). As bacteriocinas, que sdo
peptideos antimicrobianos (AMP), sdo as mais conhecidas e estudadas formas de antagonismo
microbiano, sendo as suas aplicagdes determinadas por suas funcdes, em que essas podem ser
divididas em: sinalizacdo e protecdo de um nicho ecoldgico, aplicacdes na salide humana,
preservacao de alimentos, alternativa aos antibioticos tradicionais, dentre outras (CHIKINDAS
et al., 2018). Esses peptideos podem ser produzidos tanto por bactérias Gram-positivo quanto
bactérias Gram-negativo e podem exibir atividade contra 0 mesmo grupo de Gram e/ou ao
grupo oposto (COTTER; ROSS; HILL, 2013).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Terra Preta Antropogénica

A Terra Preta ndo é um fendmeno que ndo ocorre exclusivamente na Amazonia,
pois solos antrépicos podem ser encontrados em outras regides ao redor do mundo, como € o
caso dos solos escuros encontrados na Africa, Europa e Australia, que sdo similares a Terra
Preta encontrada na regido amazénica (DOWNIE et al., 2011; WIEDNER et al., 2014;
SOLOMON et al., 2016; NICOSIA; DEVOS; MACPHAIL, 2017). No entanto, a Terra Preta
Amazonica € notavel porque contrasta fortemente com a fertilidade especialmente pobre dos
solos tropicais tipicamente encontrados nessa regido. Ao contrario de outros locais ao redor do

mundo onde a agricultura era vidvel mesmo em solos ndo modificados, a formagdo da Terra
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Preta Amazbnica pode ter desempenhado um papel fundamental em permitir o
desenvolvimento de antigas sociedades agricolas na regido (SCHMIDT et al., 2023).

As duas principais teorias a respeito da origem da Terra Preta, que ndo se excluem
mutuamente, envolvem atividades humanas (WOODS; MCCANN, 1999). A primeira teoria é
0 modelo de depdsito de residuos, que sugere que a Terra Preta resulta principalmente do
descarte de lixo domeéstico deixados por antigos grupos humanos. A segunda é o modelo
agricola, que atribui a formacédo da Terra Preta as préaticas de cultivo (WOODS; MCCANN,
1999; DENEVAN, 2004). Ambos os modelos consideram a possibilidade deste tipo de solo ter
sido formado intencionalmente para melhorar a producdo agricola, mas nenhum deles exige
essa condigdo. Essas teorias surgiram a partir da observacdo de que os sitios de Terra Preta
geralmente apresentam &reas centrais com solo mais escuro, rico em nutrientes e carvao, e com
abundancia de artefatos, o que inspirou o modelo de depdsito de residuos. Em contraste, as
areas periféricas desses sitios tém solo mais claro, com alta matéria orgénica e carvéo, porém
com menor teor de nutrientes e menos artefatos, o que deu origem ao modelo agricola
(WOODS; MCCANN, 1999; KERN et al., 2017; BARBOSA et al., 2020). No entanto, em vez
de se dividir em duas categorias distintas, a terra escura frequentemente exibe um continuum
entre esses dois extremos, com variagdes na cor do solo e outras caracteristicas entre 0s
diferentes sitios arqueoldgicos (FRASER et al., 2011; KERN et al., 2017).

Dessa maneira, a formacdo de Terra Preta esta ligada diretamente a atividades
humanas antigas, pré-colombianas, que envolvem praticas agricolas, uso do solo com
gueimadas e fertilizacdo, mineracao, fundicdo de ferramentas, dentre outras (DAZZI; PAPA,
2015; HOWARD, 2017). Com essas praticas regulares, a alteracdo na paisagem natural ocorreu
em diferentes momentos arqueoldgicos, modificando os solos naturais pelo acimulo de
biomassa de carvdo e cinzas, o que afeta as caracteristicas fisicas, a cor do solo, a quimica e o
pH, dando origem a um solo rico em nutrientes (DAZZI; PAPA, 2015; SOUZA et al., 2016;
ASARE, 2022).

Apesar de essa teoria ser a mais aceita atualmente sobre a origem do solo de Terra
Preta, Silva et al. (2021) publicaram uma hipétese diferente sobre a génese deste solo, em que
seus dados revelam entradas externas de carbono e elementos minerais, varios milhares de anos
antes, e em varias ordens de magnitude maiores do que aquelas esperadas da atividade humana.
Os niveis elevados de fosforo e célcio, que sdo frequentemente interpretados como evidéncia
de atividade humana em outros sitios de TPA, correlacionam-se espacialmente com elementos
traco que indicam fontes minerais exdgenas em vez de deposicao in situ, como normalmente é

compreendido. Os autores sugerem ainda que os povos indigenas usaram seu conhecimento
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para identificar e preferencialmente se estabelecer em areas de alta fertilidade antes do
surgimento do cultivo de plantas, aproveitando os processos naturais de formacao da paisagem,
e em seu uso podem ter enriquecido ainda mais os perfis do solo, o que levou as propriedades
unicas da Terra Preta, mas ndo foram responsaveis por sua génese.

Ainda que ndo haja um consenso acerca da origem desse tipo de solo, a TPA
apresenta uma caracteristica importante, que é a sustentabilidade de seus nutrientes. A
fertilidade desse tipo de solo esta ligada ao tipo de residuo, a taxa e ao periodo de deposicéo,
bem como ao conteldo especifico desses residuos (GLASER; BIRK, 2012; SCHMIDT et al.,
2014). Os principais materiais associados a formagdo dessas terras incluem cinzas, carvao,
restos de comida, 0ssos, fezes humanas e artefatos ceramicos (MAEZUMI et al., 2018;
OLIVEIRA et al.,, 2018; BARBOSA et al., 2020). Nesse quesito, 0S microrganismos
desempenham um papel fundamental na manutencdo da fertilidade (FERREIRA, 2007).

As Terras Pretas apresentam uma maior diversidade microbiana em comparagéo
com solos adjacentes (RUIVO et al., 2009; GROSSMAN et al., 2010; GLASER; BIRK, 2012).
Essa diversidade é considerada uma consequéncia das condi¢cfes especificas do solo de terra
preta, € ndo uma causa (TSAI et al., 2009). Tem sido argumentado que essa populacédo
microbiana pode influenciar a dindmica dos nutrientes e do carbono, ajudando a manter a
estabilidade da terra preta e, portanto, sua persisténcia ao longo do tempo (GLASER; BIRK,
2012; TAKETANI et al., 2013; LIMA et al., 2015; MAXWEL et al., 2016).

A decomposicdo da matéria organica, participacdo no ciclo de carbono, nitrogénio
e fosforo, fixacdo de N2 atmosférico, producdo de compostos que podem interferir no
desenvolvimento de outros organismos, sdo processos governados principalmente pela
comunidade microbiana presente no solo TPA (NAIR; NGOUAJIO, 2012; QUEVEDO;
NISHISAKA; MENDES, 2023). Além dessas funcdes, essa microbiota possui grande potencial
biotecnoldgico, com possibilidade de aplicacdo tanto no setor agropecudrio, no controle
biolégico, como em outros segmentos (NAKAMURA, 2014; CID, 2015).

2.2 Microrganismos — Géneros Corynebacterium e Bacillus

Os microrganismos atualmente séo importantes fontes de matéria-prima utilizadas
em processos biotecnoldgicos, vindo a serem empregados nas industrias alimenticias,
farmacéutica, téxtil, celulose e papel, cosméticos, na producgdo de detergentes, biofertilizantes,
dentre outras (CHOI; HAN; KIM, 2015; PALIT, 2018; GHOLAMI-SHABANI; SHAMS-
GHAHFAROKHI; RAZZAGHI-ABYANEH, 2023). Alguns taxons atualmente possuem
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reconhecido potencial biotecnoldgico, em que se destacam: Acetobacter spp., Bacillus spp.,
Saccharomyces spp., Streptomyces spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp., Lactobacillus
spp., Clostridium spp., dentre outros (SILVA, 2012; OSTOS-ORTIiZ; ROSAS-ARANGO;
DEVIA-GONZALEZ, 2019; DU et al., 2020; MACIEL et al., 2020).

Streptomyces pertence a classe Actinobacteria, suas espécies sdo consideradas
promissores microrganismos na industria, assim como outros géneros também tem atraido
interesse na busca de potenciais biotecnologicos como Corynebacterium, Terrabacter,
Nocardia e Mycobacterium, sendo utilizados na producdo de enzimas para degradacdo de
hidrocarbonetos, aplicacdo agricola, dentre outros (SILVA et al., 2015; SANTOS et al., 2021;
MATOS NETO et al., 2022).

O género Corynebacterium é composto por bacilos Gram-positivos, catalase
positivo, aerébio e ndo esporulado, e possui 251 espécies e 17 subespécies atualmente
conhecidas, entre estas espécies algumas sao toxigénicas (OLIVEIRA et al., 2017; LPSN,
2024). H& espécies de Corynebacterium que fazem parte da microbiota natural no meio
ambiente, na pele e mucosa humana e de animais (ALIBI et al., 2017; ARAUJO et al., 2018;
MANGUTOV; KHARSEEVA; ALUTINA, 2021). Existem ainda, espécies oportunistas que
podem causar infeccdes quando o sistema imunoldgico do individuo estd comprometido
(PEREZ-PARRA et al., 2016; SANTOS et al., 2019).

Grande parte das espécies de Corynebacterium spp. destacam-se pelo potencial
toxigénico, entre elas estdo C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, sendo as duas
Gltimas, consideradas agentes zoonéticos (CORTI et al., 2012; HIRATA JUNIOR et al., 2015;
TYLER JUNIOR et al., 2022). C. glutamicum, espécie ndo patogénica possui aplicacdes
biotecnoldgicas em processos de fermentacdo de biossintese de compostos aromaticos,
aminoéacidos para producdo industrial, e entre outros processos (LEE et al., 2016; STELLA et
al., 2019; ZHA et al., 2023).

Bacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales e familia
Bacillaceae (HARIRCHI et al., 2022). Atualmente ha mais de 200 espécies descritas para esse
género, no entanto, diversas pesquisas estdo sendo realizadas para revisar a relagéo filogenética
entre elas, haja vista que é um género polifilético e de grande heterogeneidade (GUPTA et al.,
2020; PATEL; GUPTA, 2020).

O género Bacillus é composto por bacilos Gram-positivo, esporogénicos e exibem
capacidades metabdlicas tanto em condi¢des aerdbicas quanto anaerébicas (DOBRZYNSKI;
WROBEL; GORSKA, 2023). As espécies desse género sdo encontradas nos mais diversos

ambientes, como solo, ar, sedimentos, aguas doces ou marinhas, fontes termais (acidofilos e
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termdfilos), lagos salinos, além de serem encontradas em alimentos, residuos, compostos,
amostras clinicas, dentre outros (MARQUEZ; SANCHEZ-PORRO; VENTOSA, 2011;
SATYANARAYANA,; LITTLECHILD; KAWARABAYASI, 2013; MANDIC-MULEC;
STEFANIC; VAN ELSAS, 2016).

Entre as espécies, Bacillus subtilis, B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis e B.
licheniformis, dentre outras, algumas destas patogénicas e promissoras para aplicagdes
biotecnologicas, os estudos tém sido direcionados principalmente para as espécies mais
conhecidas desse género (EHLING-SCHULZ; LERECLUS; KOEHLER, 2019; COSTA
JUNIOR et al., 2021; LAHIRI et al., 2021). Além de possuirem expoente capacidade de
producdo de enzimas, algumas espécies expressam atividade antagonista contra patégenos de
plantas, de animais e humanos (SHAFI; TIAN; JI, 2017; FIRA et al., 2018; FOYSAL,; LISA,
2018; KABEERDASS et al., 2021).

2.3 Resisténcia a antimicrobianos (RAM)

Os antibidticos sdo farmacos que revolucionaram a medicina, se tornaram
ferramentas terapéuticas importantes no tratamento de infecgfes causadas por microrganismos,
reduzindo consideravelmente a taxa de morbidade e mortalidade advinda de doencas causadas
por bactérias e fungos, além de contribuir para o desenvolvimento de procedimentos médicos
complexos, como amputacdo cirdrgica, transplante de 6rgdos, dentre outros (MUNITA;
ARIAS, 2016; COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Entretanto, o mau uso desses farmacos vem
contribuindo para acelerar o processo de resisténcia das bactérias aos antibi6ticos, uma vez que,
no ambiente natural, as popula¢des microbianas produzem antimicrobianos como estratégia de
competicdo por nutrientes e por espaco dentro do micro-habitat que ocupam (MONTEIRO et
al., 2020; BRITO; TREVISAN, 2021).

O uso inadequado de antimicrobianos, exerce uma pressao seletiva e com isso tem-
se registrado um aumento de casos de multirresisténcia e pan-resisténcia bacteriana
(BAPTISTA et al., 2015). A multirresisténcia definida como a ndo susceptibilidade a pelo
menos um agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos, e pan-resisténcia é
caracterizada como a resisténcia a todos 0s agentes em todas as categorias antimicrobianas
(MAGIORAKOS et al., 2012). Essas bactérias multirresistentes ou pan-resistentes podem ser
encontradas em diferentes ambientes, como esgoto de hospitais, esgoto doméstico, aguas de
rios contaminados (ABREU et al., 2010; RAVE et al., 2018).
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A resisténcia aos antibidticos é atualmente um dos maiores problemas mundiais de
salde publica, e grande motivo de preocupagdo, com impacto clinico e econdmico aos sistemas
de saude (LOUREIRO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020). Em um ambiente em que 0s
microrganismos sdo repetidamente e excessivamente expostos a antibioticos, a selecdo de
microrganismos resistentes ocorrerd inevitavelmente, com o uso desses antimicrobianos, maior
e mais diferentes sdo os niveis e complexidades dos mecanismos de resisténcia exibidos pelas
bactérias (DAVIES; DAVIES, 2010; LIMA; BENJAMIM; SANTOS, 2017).

Em termos de salde pablica, a resisténcia bacteriana representa um crescente risco
a qualidade de vida humana conquistada pelos avancos nas areas de microbiologia,
farmacologia, medicina, imunologia e engenharias, comprometendo economicamente 0s
sistemas de saude, publicos ou privados, além de intensificar outro grande problema de saude
publica: as infeccGes hospitalares (GONCALVES et al., 2016; COSTA; SILVA JUNIOR,
2017).

Os microrganismos multirresistentes estdo frequentemente associados as infeccdes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). Um numero cada vez maior de microrganismos
resistentes a antimicrobianos de amplo espectro de acéo, resulta em IRAS de dificil tratamento,
consequentemente hd aumento na morbidade, mortalidade, tempo de internacdo e custos dos
tratamentos (GONCALVES et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou uma lista de alerta sobre
bactérias multirresistentes, incluindo como grupo de Risco Critico: Acinetobacter baumannii
(carbapenem resistente) e bactérias da ordem Enterobacterales (cefalosporina resistente e
carbapenem resistente); Alto Risco: Salmonella Typhi (fluoroguinolona resistente), Shigella
spp. (fluoroquinolona resistente), Enterococcus faecium (vancomicina resistente),
Pseudomonas aeruginosa (carbapenem resistente), Salmonella ndo-typhoidal (fluoroquinolona
resistente), Neisseria gonorrhoeae (cefalosporina e /ou fluoroquinolona resistente) e
Staphylococcus aureus (meticilina resistente); Risco Médio: Estreptococos grupo A
(macrolideo resistente), Streptococcus pneumoniae (macrolideo resistente), Haemophilus
influenzae (ampicilina resistente) e Estreptococos grupo B (penicilina resistente). Essas
espécies podem causar infecgdes graves e muitas vezes mortais, como infecgdes na corrente
sanguinea e pneumonia, apresentando uma ameaca particular em hospitais (WHO, 2024a).

Aliado a essa problematica, esta a One Health ou Satde Unica, uma abordagem
integrada que visa equilibrar e otimizar a salude das pessoas, animais e ecossistemas,
reconhecendo que a salde humana, animal, vegetal e ambiental estdo intimamente ligadas e

interdependentes. Através dessa conexo, a Satde Unica aborda de maneira mais ampla todo o
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controle de doengas, como a prevencao, deteccdo, preparacdo, resposta e gestdo, contribuindo
para a seguranca sanitaria global em situacdes como pandemias, resisténcia antimicrobiana,
mudangas climaticas e outras ameacas a saude (MS, 2024; WHO, 2024b).

Para que a Salde Unica seja uma estratégia e possa ser utilizada de maneira
integrada na resisténcia antimicrobiana, alguns documentos tém sido criados para abordar,
esclarecer e organizar essa ferramenta, de maneira que tanto paises desenvolvidos como
subdesenvolvidos consigam adotar medidas e realizar pesquisas, a fim de combater e criar
novas estratégias de combate a bactérias multirresistentes (OECD, 2023; WHO, 2023).

Apos quase um século de descoberta da penicilina, por Alexander Fleming em
1928, a humanidade se vé diante de uma corrida por novas drogas, como alternativa para 0s
antimicrobianos existentes, vindo a ser fator essencial para tratar e controlar infec¢fes e doencas
bacterianas (LAXMINARAYAN, 2013; ASLAM et al., 2018).

2.3.1 Mecanismos de acdo e classes de antimicrobianos

Os antimicrobianos podem ser classificados de acordo com: sua origem, sua agédo
sobre as células bacterianas e de acordo com seu mecanismo farmacodinamico.

No quesito origem, os antimicrobianos podem ser divididos em trés tipos: naturais,
quando obtidos a partir de organismos vivos; semissintéticos, quando possuem substancias de
origem natural submetidas a sintese em laboratério; e sintéticos, produzidos exclusivamente em
laboratério (GUIMARAES et al., 2010). Quanto a sua acio sobre as células bacterianas, podem
ser bactericidas ou bacteriostaticos. Os farmacos bactericidas atuam eliminando o
microrganismo diretamente, enquanto o0s bacteriostaticos inibem o crescimento e a
multiplicacdo bacteriana, sendo a eliminacdo do patdgeno realizada pelo sistema imunoldgico
do hospedeiro (HOLMES; PELLECCHIA, 2016). Os mecanismos farmacodinamicos dos
antibidticos, podem ser: 1) inibicdo da sintese da parede celular; 2) inibicdo da sintese de
proteinas; 3) inibicdo da sintese de acidos nucleicos; 4) desestabilizacdo da membrana celular
bacteriana; 5) inibicdo da sintese de folato (NOGUEIRA et al., 2016; COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017).

Para cada mecanismo farmacodindmico, ha diferentes classes de antimicrobianos

atuantes, podendo serem divididas da seguinte forma (Quadro 1).



22

Quadro 1 — Mecanismo de acdo das principais classes de antimicrobianos.

Acdo sobre a parede p-lactamicos
celular Glicopeptideos
Agéo sobre a Inibidores de 30S Aminogli_co_sideos
sintese proteica Tetraciclinas
Anfenicois
Macrolideos

Inibidores de 50S . )
Lincosamidas

Oxazolidinonas

Acdo sobre a estrutura Inibidores de DNA girase Quinolonas

e funcdo do DNA Inibidores de RNA polimerase Rifampicinas

Acéo sobre a estabilidade .
Polimixinas

da membrana celular

Acdo sobre o metabolismo Sulfonamidas

do folato Trimetoprima

Fonte: Adaptado de Nogueira et al. (2016).

A inibicdo da sintese da parede celular (PC) tem como principio a acdo sobre
polimeros de peptidoglicanos que compdem a PC bacteriana. Os peptidoglicanos séo
constituidos por subunidades dissacarideo-pentapeptideo. O dissacarideo, constituido por N-
acetilglucosamina se liga ao &cido N-acetilmurdmico que por sua vez se encontra ligado a um
peptideo com quatro aminoacidos: L-alanina (L-Ala), D-alanina (D-Ala), acido D-glutamico e
L-lisina nas bactérias Gram-positivo ou o acido diaminopimélico nas bactérias Gram-negativo
(GROSSO, 2022).

Os antimicrobianos que possuem esse mecanismo de a¢do, atuam inibindo a sintese
de peptidoglicanos. Os B-lactamicos constituem a principal classe de farmacos inibidores da
sintese da PC, tendo como representantes as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos, e que possuem o anel B-lactdmico em seu nucleo estrutural, com acéo
bactericida (SANTOS et al., 2018; BALSALOBRE; BLANCO; ALARCON, 2019). Além dos
glicopeptideos, como a vancomicina, também agem na sintese de PC, pois impede a ligacao
cruzada entre o N-acetilglucasamina e o cido N-acetilmuramico que formam o peptidoglicano
da parede celular (BUTLER et al., 2014; SARKAR; HALDAR, 2019).

Os inibidores da sintese proteica atuam sobre os ribossomos bacterianos. Os
ribossomos bacterianos sdo organelas constituidas por duas subunidades a 30S e 50S, que
possuem como funcdo sintetizar proteinas (SANTOS et al., 2018). Entre os farmacos atuantes
nesse processo incluem os aminoglicosideos, tetraciclinas, anfenicdis, macrolideos,

lincosamidas e oxazolinidona, que inibem ou interferem a sintese proteica, impedindo a
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producdo de enzimas necessarias para o funcionamento do metabolismo e impedindo também
o0 crescimento bacteriano (CARDOSO, 2022; PEREIRA 2022).

Alguns antimicrobianos atuam na inibicao da sintese de &cidos nucleicos. Para que
ocorra a replicacdo do DNA € necessaria a acdo da enzima DNA-girase. Isto ocorre apés a
separagdo dos filamentos individuais da dupla fita de DNA, através da DNA-helicase, com a
formagéo da forquilha de replicacdo do DNA, seguida da formagéo de superespirais positivos
que se ndo interrompidos, que impedem a continuidade do processo. Para resolver esse
problema e para que aconteca a replicacdo, a DNA-girase insere superespirais negativos no
DNA bacteriano. Outra enzima essencial para o processo de replicacdo do DNA bacteriano é a
topoisomerase 1V, que atua na separagdo das moléculas-filhas de DNA interligadas, fazendo
parte dos produtos da replicacdo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Entre os antimicrobianos que interferem na sintese do acido nucleico incluem as
quinolonas e fluoroquinolonas, antibidticos sintéticos como a ciprofloxacina, norfloxacina e
ofloxacina, que inibem a acdo das enzimas DNA-girase e topoisomerase 1V bacterianas. Além
da rifampicina que atua também inibindo a RNA-polimerase, enzima responsavel pela
transcricao, que impede a sintese de MRNA, e por conseguinte a sintese proteica (GAUTHIER,;
UNGER, 2016; CONCEICAOQ, 2022).

A desestabilizacdo da membrana celular (MC) é outra maneira encontrada para que
os antibioticos ajam sobre as bactérias, e as polimixinas representam os principais farmacos que
agem desta maneira (NOGUEIRA et al., 2016). As polimixinas sdo moléculas anfipaticas
tensoativas que interagem com os lipopolissacarideos presentes na MC das bactérias,
removendo o calcio e magnésio que mantém a estabilidade da membrana, levando a alteracdo
da permeabilidade e consequente liberacdo do contetdo, levando a morte da célula (KISGEN,
2016a; LEDGER; SABNIS; EDWARDS, 2022).

A inibicdo da sintese de folato, cofator necessario para a sintese de enzimas como
purinas, pirimidinas, aminoacidos e timidinas, é outra forma de acdo de antimicrobianos frente
a bactérias (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). As sulfonamidas atuam nessa Via,
configurando acdo bacteriostatica. Enquanto a trimetoprima também atua como um
bacteriostatico, porém com acdo inibidora em uma diferente etapa da sintese de folato
(CONCEICAO, 2022).

2.3.2 Mecanismos de resisténcia bacteriana
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A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) pode ocorrer das seguintes maneiras: a)
por caracteristicas intrinsecas do microrganismo, sendo estrutural ou funcional inerente da
especie (BLAIR et al., 2015); b) pode ser adquirida, como resultado de mutacbes e ocorrem
durante o processo de replicacao celular ou por inducéo a partir de agentes mutagénicos capazes
de alterar genes bacterianos, como radiagdes ionizantes e ndo ionizantes, agentes alquilantes,
dentre outros (BAPTISTA, 2013); c) pode ser adquirida por aquisicdo de material genético
ex0geno proveniente de outros microrganismos que contenham genes de resisténcia a
antimicrobianos e que sdo propagados por meio de transferéncia génica horizontal, pela
conjugacdo (COSTA,; SILVA JUNIOR, 2016).

A emergéncia e disseminacdo de diversos microrganismos resistentes € uma
questdo multifatorial entre estes estdo: pressao seletiva exercida por condi¢bes do meio, que
podem acarretar no favorecimento e difusdo de microrganismos resistentes; disseminacédo e
proliferacdo de clones multirresistentes, que podem ocorrer em todo o mundo, além dos
mencionados no paragrafo anterior (BLAIR et al., 2015; MUNITA; ARIAS, 2016).

Os mecanismos bioguimicos que conferem resisténcia antimicrobiana aos
microrganismos, incluem: a formacdo de enzimas que destroem ou modificam a estrutura
quimica do farmaco, antes que este possa surtir efeito; alteracdo no local de ligacdo do
antimicrobiano através de modificacbes na MC ou PC bacteriana; presenca de bombas de
efluxo; mutacgdes que alteram o sitio alvo; e capacidade de formacdo de biofilmes (TEIXEIRA,;
FIGUEIREDO; FRANCA, 2019).

De acordo com Casellas (2020), as bactérias que primeiro expressam 0S
mecanismos de resisténcia o fazem como resposta ao ambiente hostil que encontram. Segundo
Farina (2016) diversos fatores podem levar a resisténcia, como: uso inadequado de
antimicrobianos, inexisténcia de programas de prevencdo e controle de contaminacdo,
profissionais da saude com deficiente ou nenhuma capacitacdo a respeito de resisténcia,
descobertas insipientes quanto a introducdo de novos farmacos ou modificacdo dos existentes
para torna-los mais eficientes, fragilidade na atuacao da vigilancia e regulacéo por parte publica
e privada do uso de antimicrobianos.

O uso e controle dos antimicrobianos envolve diversos profissionais que atuam nos
locais de assisténcia a saude entre estes estdo médicos, enfermeiros e farmacéuticos, e até
mesmo a populagdo em geral (LIMA; BENJAMIM; SANTOS, 2017). Para o controle da
resisténcia bacteriana aos antibioticos é essencial que algumas medidas sejam tomadas, como
0 uso racional dos antibidticos, a indicacdo correta dos farmacos, o controle e prevencdo da

disseminacdo de microrganismos resistentes, assim como a busca por novas substancias
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eficientes contra os microrganismos patogénicos, dentre outros (GUIMARAES et al., 2010;
SANTOS, 2017).

2.4 Testes de sensibilidade a antimicrobianos

Atualmente, h& diversos testes laboratoriais utilizados para detectar a resisténcia a
antimicrobianos e para avaliar a sensibilidade in vitro de um determinado microrganismo
(VAZQUEZ-PERTEJO, 2022). Dentre estes, 0s testes mais utilizados séo a difusdo em disco e
a diluicdo em &gar ou caldo. Desta forma, é possivel avaliar se um microrganismo é sensivel ou
resistente a um determinado agente antimicrobiano e estimar a menor concentracdo necessaria
para inibir o crescimento do microrganismo teste, pela zona ou diametro do halo de inibicao
(mm) e/ou pela Concentracdo Inibitéria Minima - CIM (ug/mL), respectivamente (GAJIC et
al., 2022; SALAM et al., 2023).

O teste de difusdo em disco é popularmente conhecido como “difusdo em disco
Kirby-Bauer” e foi desenvolvido na década de 1940 (HEATLEY, 1944). Trata-se de um método
qualitativo realizado em um meio de cultura solido (4gar) em que o microrganismo em teste é
inoculado, e sobre a placa contendo o indculo sdo aplicados discos de papel impregnados com
antimicrobianos com diferentes concentracdes (BAUER et al., 1966; VERMA,; BALEKAR,
2023). Ap0s o periodo de incubacéo é realizada a leitura do didmetro do halo entorno do disco
exibido na placa, e de acordo com o tamanho dos halos, é feita a classificacdo do microrganismo
em sensivel, intermediario e resistente conforme os padrées estabelecidos pelo CLSI (CLSI,
2024a).

O método de diluicdo em &gar ou caldo é um método quantitativo, no qual os
antimicrobianos sdo diluidos em concentragcdes consecutivas e incorporados ao meio de cultura
e cada concentracdo € misturada ao agar em placas individuais seguida da inoculacdo do
microrganismo teste (WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008; RAMOS, 2020). A diluicdo
em caldo, pode ser feita pela macrodiluicdo ou por microdiluicdo, em que o resultado é
observado pela presenca ou auséncia de turvacdo do meio, apds incubacdo, indicando
crescimento ou inibicdo bacteriana, respectivamente (NICARETA, 2019; SALAM et al., 2023).

A macrodiluicdo é realizada em tubos contendo diferentes concentragdes dos
antimicrobianos em caldo. Esta é uma metodologia que exige maior tempo, espaco e materiais
utilizados se comparada & microdiluicdo. J& o método de microdiluicdo é realizado em
microplacas de 96 pocos, em que séo adicionados um volume menor de meio de cultura e de

antibioticos. Alem disso, em cada microplaca pode ser testado mais de um tipo de
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antimicrobiano, demonstrando ser uma técnica mais pratica, versatil e econémica (RELLER et
al., 2009; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; GAJIC et al., 2022).

A Concentracao Inibitoria Minima (CIM), utilizando o método de microdiluicéo, é
caracterizada como a menor concentracdo em mg/mL da substancia antimicrobiana capaz de
inibir o crescimento de microrganismos ap6s 24 horas de incubacdo (CLSI, 2012; BENKOVA,;
SOUKUP; MAREK, 2020; KOWALSKA-KROCHMAL; DUDEK-WICHER, 2021). Essa é
uma medida quantitativa da susceptibilidade in vitro e € um método comumente aplicado na
pratica para agilizar o direcionamento para o tratamento de infeccdes microbianas (KISGEN,
2016b; ABDUL-AZIZ et al., 2022).

A determinacgéo da CIM pela microdiluigdo pode ser feita pela leitura visual ou por
meio de espectrofotbmetro. Através da adigcdo de substancias reveladoras de células viaveis é
possivel obter uma maior confiabilidade da susceptibilidade cepa teste aos antimicrobianos.
Além disso, a depender do microrganismo que esta sendo testado, em pouco tempo a leitura do
resultado da CIM pode ser obtida (OSTROSKY et al.,, 2008; BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016; MIRANDA et al., 2023).

Posteriormente a determinacédo da CIM, é possivel realizar o teste de Concentragédo
Bactericida Minima (CBM), que se caracteriza pela concentracdo minima da substancia
antimicrobiana a ser testada capaz de inibir pelo menos 99,9% do in6culo bacteriano (COSTA
et al., 2021). Para isso, as amostras obtidas do caldo cultivado com a substéncia teste na CIM
observada, sdo subcultivadas em placas de Petri em agar, para observar se a concentracao
testada apresentou efetiva acdo bactericida (ALMEIDA et al., 2020; SILVA et al., 2024).

2.5 Producéo de enzimas de interesse biotecnoldgico

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos produzidas pelos organismos vivos, sendo
em sua maioria de origem proteica, que possuem como funcéo acelerar reacfes bioquimicas
vitais (SILVA; BARBOSA, 2019; GUPTA et al., 2021). O potencial catalitico das enzimas é
amplamente utilizado pelas industrias em todo 0 mundo, pois estas sdo aplicadas ndo somente
nos classicos processos de fermentacdo, mas também em processos de biotransformagdes para
a catalise de reacOes quimicas de interesse industrial, sendo amplamente utilizadas na area
farmacologica, alimenticia, cosmética, bem como na producéo de papel e industria téxtil, dentre
outros (CHOI; HAN; KIM, 2015; PALIT, 2018; THATOI; MOHAPATRA; DAS, 2021).

As enzimas podem ser divididas em sete classes, de acordo com o tipo de reagdes

que catalisam: oxirredutases (catalisam reacdes de oxidagdo-reducdo ou transferéncia de
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elétrons); transferases (transferem grupos funcionais entre moléculas); hidrolases (catalisam
reacOes de hidrélise de ligacdo covalente); liases (adicdo de grupos a duplas ligacGes ou
remocdo de grupos deixando dupla ligacdo); isomerases (reacbes de interconversao entre
isbmeros Gticos ou geométricos); ligases (condensacao de duas moléculas, sempre as custas de
energia, geralmente do ATP) e translocases (incorporam enzimas que catalisam o movimento
de ions ou moléculas através das membranas ou sua separacdo dentro das membranas)
(SANTOS et al., 2017; VANDENBERGHE et al., 2020; MCDONALD; TIPTON, 2023).

O uso de enzimas em processos de catalise industrial apresenta algumas vantagens
quando comparado aos métodos quimicos tradicionais. A utilizacdo das enzimas confere alta
especificidade nas reacGes, ndo sdo consumidas durante o processo, aumentam a velocidade das
reacOes por diminuirem a energia de ativacao, sdo estéreo seletivas, atuam em pH e temperatura
brandas, e sdo produtos naturais bioldgicos e biodegradaveis (CHAPMAN; ISMAIL; DINU,
2018; AMATTO et al., 2021).

Para que uma determinada enzima possa ser utilizada na inddstria, € necessario
apresentar algumas caracteristicas especificas e desejadas, além de ser produzida em grande
quantidade e em pouco tempo (JEMLI et al., 2016; VIVEK; SANDHIA SUBRAMANIYAN,
2022). Atualmente, uma das maiores dificuldades neste ramo de pesquisa € encontrar enzimas
capazes de suportar algumas condigdes industriais como altas temperaturas e diferentes faixas
de pH (ARCUS et al., 2020; MESBAH, 2022).

Esses biocatalisadores podem ser extraidos de plantas, animais e microrganismos.
Embora as enzimas provenientes de vegetais e animais ainda sejam bastante utilizadas, as
enzimas microbianas se destacam por apresentarem vantagens como: possibilidade de producéo
em larga escala, menor tempo de producdo, amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas,
possibilidade da utilizacdo de substratos baratos, producdo independentes de fatores sazonais,
dentre outros (SINGH et al., 2016a; OKPARA, 2022; LIU; KOKARE, 2023).

A busca por microrganismos que produzam essas enzimas vem crescendo cada vez
mais, e juntamente com isso, as técnicas de pesquisa vem se aperfeicoando, incluindo técnicas
de biologia molecular (SILVA; CARUSO, 2015; WANI et al., 2022; DWIVEDI et al., 2023).
A identificacdo de novas fontes microbianas, principalmente aquelas que ndo sdo toxicas ao ser
humano, é de interesse estratégico, pois, além de trazer novas alternativas que podem suprir
caréncias em diversos processos industriais, torna possivel a descoberta de novos processos
enzimaticos que ndo poderiam ser realizados utilizando enzimas provenientes de plantas ou
animais (SINGH et al., 2016a; KOCABAS; LYNE; USTUNOL, 2022; TATTA et al., 2022).
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2.5.1 Amilases

As amilases sdo enzimas do grupo das hidrolases e atuam sobre a molécula de
amido, degradando esta em dextrina, maltose e unidades de glicose (COELHO et al., 2018). As
amilases podem ser classificadas em 4 subclasses: endoamilases, exoamilases, enzimas
desramificadoras e transferases. As endoamilases possuem a capacidade de hidrolisar
aleatoriamente as ligacdes glicosidicas dentro da molécula de amido, sendo conhecidas desse
grupo as a-amilases; as exoamilases que hidrolisam o amido em posi¢Oes especificas da
molécula, tendo como representantes as [-amilases e glucoamilases; as enzimas
desramificadoras hidrolisam liga¢des do tipo o-1,6 presentes no amido, desfazendo as
ramificacGes, como exemplo tem-se as isoamilase e pululanase; e as transferases que atuam
formando novas ligagdes a-1,4 e/ou a-1,6, incorporando novos monémeros numa cadeia linear
ou na forma de ramificacdes na cadeia amilacea, tendo como exemplo a ramificacdo 1,4-a-
glicana, amilomaltase e ciclodextrina glicosiltransferase. Sendo estes mecanismos atuantes
tanto de forma individual como concomitante (CINELLI, 2012; SILVA NETO, 2020;
REHMAN et al., 2023; MADHUMITA; NAYAK; NANDI, 2024).

A o-amilase é capaz de romper as ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4 de forma
randémica resultando na producdo de oligossacarideos e dextrinas (FAROOQ et al., 2021;
PUTERI et al., 2022). Enquanto a B-amilase possui a capacidade de hidrolisar a-1,4 das
extremidades ndo redutoras do amido, gerando maltose (THALMANN et al., 2019; SINGH et
al., 2022). As glucoamilases atuam rompendo liga¢des do tipo a-1,4 do amido na extremidade
ndo redutora ¢ mais lentamente nas ligagdes do tipo a-1,6 resultando na liberacdo de glicose,
em que pode ocorrer a completa quebra do amido e ser produzido 100% de glicose, a depender
das condicGes do processo de hidrélise (WANG et al., 2020; ZONG et al., 2022; OLAWOYE
et al., 2023).

As enzimas amiloliticas ou amilases constituem um dos mais importantes e antigos
grupos de enzimas industriais, com capacidade de hidrolisar o amido, modificar sua estrutura e
gerar produtos finais de alto valor agregado, faz com que estas desempenhem papel
fundamental em varios processos dos setores industriais, como: alimenticio, téxtil,
farmacéutico, quimico, e na producédo de detergentes e biocombustiveis, além de processos de
biorremediagdo, dentre outros. Adicionalmente, a grande maioria dessas enzimas Ssao
provenientes de microrganismos (PINTO; DORN; FELTES, 2020; TANG et al., 2020; LIM;
OSLAN, 2021; MONDAL et al., 2022).



29

Na inddstria alimenticia, especialmente na panificacdo, as amilases atuam
modificando ou hidrolisando o0 amido presente na massa para posteriormente oferecer aglcares
para a fermentacdo. Tal processo implica em diversos aspectos das etapas de producéo, atuando
diretamente no aumento do volume do péo, no aumento da quantidade de aclcar presente na
massa, influenciando sabor, textura, viscosidade e em outras caracteristicas (HASHIM, 2019;
RAMESH et al., 2020).

Na industria de sucos e cerveja, as amilases atuam no processo pré-fermentativo
para a geracdo de mono e oligossacarideos que serdo fermentados e utilizados no processo de
clarificagdo das bebidas (SOUZA; MAGALHAES, 2010; PARK et al., 2017; ABOLORE et
al., 2023). Na producdo de xaropes de glucose e frutose, essas enzimas sdo utilizadas para
hidrolisar as moléculas de amido (SINGH; SINGH; SACHAN, 2019; WINARTI;
ANGGREINI, 2022).

Na industria téxtil e de celulose, as enzimas amiloliticas podem ser utilizadas no
amaciamento, modificacao, limpeza e no processo de retirada de goma de fibras téxteis e folhas,
além de poder serem utilizadas para protecdo das fibras celuldsicas contra danos mecanicos e
melhoria no acabamento final do produto (SINGH et al., 2016a; JUJJAVARAPU; DHAGAT,
2019; KUMAR et al., 2021; REHMAN et al., 2023). Enquanto na producéo de detergentes, as
amilases fornecem uma maior capacidade de limpeza e remocdo de manchas através da
degradacdo de certos residuos que contém amido (SINGH et al., 2018; SHARMA et al., 2022;
NIYONZIMA et al., 2023).

2.5.2 Celulases

As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas -1,4 da
celulose, principal componente do tecido vegetal, resultando na liberacdo de oligossacarideos,
celobiose e glicose (PANDEY; KUILA; TULI, 2021). De acordo com seu local de agdo no
substrato celulosico, as celulases podem ser classificadas em trés grupos: endoglucanases,
exoglucanases e B-glucosidades, que atuam de forma sinérgica na degradacdo da cadeia
polimérica da celulose (RANJAN et al., 2023).

As endoglucanases sdo responsaveis por iniciar o processo de hidrélise no
complexo celulolitico, clivando aleatoriamente ligagdes B-1,4-glicosidicas intramoleculares
acessiveis das cadeias de celulose, produzindo novas extremidades de cadeia, sendo estes
redutores ou ndo-redutores, liberando diversos oligossacarideos com diferentes graus de
polimerizacdo (CREMONESI; CASOLLI, 2021; BERISIO et al., 2022; LIMA et al., 2022).
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As exoglucanases (divididas em 1, 4-B-D-glucano e celobiohidrolases tipo | e I1)
clivam progressivamente as cadeias de celulose nas extremidades para liberar celobiose ou
glicose soltvel. A celobiohidrolase tipo I hidrolisa os terminais redutores e a tipo Il hidrolisa
os terminais ndo redutores da celulose (ISLAM; ROY, 2021; SINGHAL; BHAGYWANT,;
SRIVASTAVA, 2021).

As B-glicosidases hidrolisam a celobiose em acucares mais simples e libera
mondmeros de glicose. A partir dos residuos glicosil terminais ndo redutores nos celo-
oligossacarideos, elas clivam a celobiose e outros celo-oligdmeros em aclcares Gnicos
chamados mondémeros de glicose (RAJ et al., 2022; SAROJ; NARASIMHULU, 2022).

As celulases possuem uma ampla gama de aplicagbes industriais, sendo
principalmente empregadas na industria téxtil e na producdo de detergentes. Na industria
alimenticia sdo utilizadas na extracdo de sucos de frutas, vegetais e producédo de polpa. Também
é aplicada na filtracdo e como aditivos na preparacdo do malte de cerveja, para melhoria do
aroma de vinhos. Na industria de racdo animal melhoram a digestibilidade de produtos
derivados de vegetais. Bem como na producdo de biocombustiveis, na fermentacédo de alcool
de gréos, dentre outros (SRIVASTAVA et al., 2018; VERMA; KUMAR; BANSAL, 2018;
SULYMAN; IGUNNU; MALOMO, 2020; SILVA; OLIVEIRA; PORTO, 2021).

2.5.3 Proteases

As proteases representam um grande e diverso grupo de enzimas que decompdem
e hidrolisam proteinas ou peptideos, atuando nas ligac6es peptidicas que unem os residuos de
aminoacidos adjacentes em uma molécula de proteina e os clivam, levando a formacéo de
peptideos e aminoacidos mais curtos, sendo classificadas de acordo com seu local de acéo,
estrutura do local ativo da enzima e mecanismos de reacdo especificos no sitio catalitico
(SINGH et al., 2016b; RAZZAQ et al., 2019; SOLANKI et al., 2021). As proteases tém um
envolvimento bioquimico e/ou fisioldgico em muitos aspectos da funcdo celular e do
organismo, incluindo nutricdo, renovacdo de proteinas, crescimento, adaptacdo, regulacéo,
esporulacdo e germinagdo, entre outros. Além disso, essas enzimas participam da regulagdo de
diversos processos que ocorrem no corpo humano, incluindo as fungdes celulares essenciais de
diferenciagéo, motilidade, divisdo e morte celular (PATEL etal., 2018; BOND, 2019; CASTRO
etal., 2022).

De acordo com o local de acdo nas cadeias polipeptidicas, as proteases séo

classificadas em dois grupos: exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases agem apenas
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perto das extremidades das cadeias polipeptidicas, e sdo posteriormente subclassificadas como
aminopeptidases e carboxipeptidases com base nos pontos terminais de nitrogénio e carbono,
respectivamente (SINGH et al., 2016b; NAVEED et al., 2021; SONG et al., 2023).

As aminopeptidases atuam em um terminal N livre da proteina e, como resultado,
liberam um residuo de monoaminoacido, um dipeptideo ou um tripeptidio. As aminopeptidases
sdo secretadas como aminopeptidases intracelulares e extracelulares. Enquanto as
carboxipeptidases atuam em um terminal C livre, liberando apenas um residuo de aminoacido
ou um dipeptideo (MOTYAN; TOTH; TOZSER, 2013; NAVEED et al., 2021; SHANKAR;
UPADHYAY; KUMAR, 2021). Dependendo do carater do aminoacido residual no sitio ativo,
as carboxipeptidases sdo agrupadas em trés classificacfes, como: serina carboxipeptidases,
metalo carboxipeptidases e cisteina carboxipeptidases (RAWLINGS, 2020).

As endopeptidases atacam as ligacGes peptidicas em localizagfes mais centrais da
cadeia polipeptidica, ou seja, mais remotas dos terminais N e C (WARD, 2011; SHANKAR,;
UPADHYAY; KUMAR, 2021). A classificacdo das endopeptidases ocorre de acordo com o
tipo quimico do grupo que € o principal responsavel pela atividade catalitica da enzima. As
endopeptidases sao divididas em quatro subgrupos: proteases de cisteina, proteases de serina,
proteases de acido aspartico e metaloproteases (LI et al., 2013; GURUMALLESH et al., 2019;
ASHRAF et al., 2023; SONG et al., 2023).

As proteases podem ser obtidas de plantas, animais e microrganismos, embora o
uso de enzimas microbianas tenha se destacado na industria de enzimas devido a capacidade de
producdo em larga escala com altas taxas de rendimento (SINGH et al., 2016a; RAZZAQ et al.,
2019; MATTER; AL-OMARI; MOHAMMED, 2023). As proteases fazem parte de um dos trés
maiores grupos de enzimas industriais, e seu mercado global vem se tornando cada vez maior,
desempenhando um papel decisivo em diferentes setores, sendo utilizadas para a producédo de
detergentes, no processamento de alimentos, na industria de couro, téxtil e na inddstria
farmacéutica (RAZZAQ et al., 2019; SOLANKI et al., 2021; ADETUNJI et al., 2023;
ASHRAF et al., 2023; FERNANDES et al., 2023; SONG et al., 2023).

2.6 Potencial antagonista de microrganismos

Desde o inicio do século XX, a capacidade das bactérias de matar ou inibir o
crescimento de outras bactérias tem sido reconhecida, especialmente apds a descoberta dos
primeiros antibioticos produzidos por Streptomyces spp. (DUBOS, 1939; WAKSMAN, 1941).

No entanto, a medida que a bacteriologia se desenvolveu como uma disciplina focada no estudo
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de organismos em culturas puras, o0 exame das interagdes bacterianas caiu em desuso. O estudo
do antagonismo bacteriano passou a se concentrar predominantemente na busca por moléculas
inibitérias com relevancia clinica. Com o advento do século XXI, foi descoberto que as
bactérias também podem antagonizar vizinhos proximos por meio de toxinas antibacterianas
liberadas através de sistemas de secre¢do especializados (AOKI et al., 2005; HOOD et al.,
2010). Isso revelou que tais mecanismos sdo amplamente disseminados, levando a um
renascimento no estudo das interacBes antagonistas entre bactérias (AOKI et al., 2010;
PETERSON; BERTOLLI; MOUGOUS, 2020).

O antagonismo se caracteriza pela acdo de um organismo que suprime ou interfere
no crescimento, desenvolvimento e atividades de outro organismo. Em relagéo ao antagonismo
microbiano, essa a¢do ocorre na forma de “microrganismo contra microrganismo”, em que Um
desses ha producdo de substéncias que afeta o outro (FADER; ENGELKIRK; DUBEN-
ENGELKIRK, 2021).

Os mecanismos de acdo dos microrganismos antagonicos incluem: antibiose (em
gue um metabolito inibitorio ou antibidtico é produzido pelo antagonista), micoparasitismo (o
antagonista deriva alguns ou todos os seus nutrientes do hospedeiro fungico), producédo de
enzimas liticas da parede celular, competicdo por nutrientes e espaco, formacéo de biofilmes,
detoxificacdo de fatores de viruléncia, liberacdo de antifungico volatil e difusivel, sendo estes
0s principais mecanismos exibidos (DI FRANCESCO; MARTINI; MARI, 2016; DUKARE et
al., 2019; ALIZADEH; VASEBI; SAFAIE, 2020; VERO et al., 2023).

Dentre as substancias geradas por bactérias, encontram-se proteinas capazes de
matar outras bactérias. Em conjunto, essas proteinas sao chamadas de bacteriocinas e podem
apresentar diferentes atividades bactericidas e/ou bacteriostaticas (SILVA et al., 2015; DAI et
al., 2021; XU et al., 2022). Os mecanismos de acdo desses peptideos antimicrobianos (AMP)
envolvem: a permeabilizacdo da membrana celular por meio da formacdo de poros o que
acarreta na inibicdo do transporte de aminoéacidos; a inibicdo da sintese de parede celular (PC);
inibicdo da atividade de DNA, RNA e proteinas da celula-alvo; e podem atuar tanto contra
bactérias Gram-positivo quanto bactérias Gram-negativo (SHARMA et al., 2021;
PIRCALABIORU et al., 2021).

As bacteriocinas podem ser produzidos tanto por bactérias Gram-positivo quanto
por bactérias Gram-negativo, diferem entre si em termos de tamanho, alvos microbianos,
mecanismos de imunidade, composi¢cdo de aminoacidos, biossintese e modo de agédo
(COTTER; ROSS; HILL, 2013; DARBANDI et al., 2022). Uma das primeiras bacteriocinas

caracterizadas € a colicina, que sdo compostos proteinaceos produzidos por Escherichia coli e
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outros membros da familia Enterobacteriaceae, sendo ativas, principalmente, contra bactérias
mais relacionadas. Dentre as bacteriocinas conhecidas atualmente, estdo as nisinas, pediocinas,
lacticinas, lactococinas, leuconocinas, plantaricinas, enterocinas, carnobacteriocinas, entre
outras (OGAKI; FURLANETO; MAIA, 2015; FATHIZADEH et al., 2022; FERNANDES;
JOBBY, 2022).

Embora as bacteriocinas possuam um espectro de atividade menor que o0s
antibioticos, comparativamente, podem ser mais potentes que esses, e diferem dos mesmos em
dois aspectos: primeiro, as bacteriocinas sdo peptideos produzidos nos ribossomos das células,
enquanto os antibidticos sdo sintetizados por enzimas. Em segundo lugar, as bacteriocinas
possuem um espectro mais estreito de bactérias alvo, enquanto os antibiéticos podem agir sobre
uma ampla gama de bactérias, além disso, a concentracao inibitdria das bacteriocinas é menor,
se comparada com a dos antibioticos (COTTER; ROSS; HILL, 2013; TIWARI et al., 2020;
SOLTANI et al., 2021; DARBANDI et al., 2022).

Diante do atual cenario de resisténcia aos antimicrobianos (RAM) que diversas
bactérias tém demonstrado nas Ultimas décadas, as bacteriocinas podem ser utilizadas como
métodos alternativos para o combate a esses microrganismos ou mesmo associada a
antimicrobianos como uma forma de terapia conjunta. As caracteristicas das bacteriocinas que
destacam sua viabilidade como alternativa aos antibiéticos convencionais incluem: (1) cinética
de ataque Unico, ou seja, uma Unica molécula de bacteriocina pode invadir a célula-alvo sendo
capaz de mata-la; (2) atividade bioldgica contra diversos patdgenos humanos e animais
conhecidos e eficiéncia em tratar um amplo espectro de infec¢des; (3) mecanismos de
inibicdo/morte réapida contra células metabolicamente latentes e ativas; (4) valores de CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) compardveis aos dos antibidticos convencionais; (5)
atividade antimicrobiana estavel sob uma ampla gama de fatores ecoldgicos; e (6) a selecao
para mutacdes associadas a resisténcia as bacteriocinas nao esta ocorrendo em varias espécies
ao mesmo tempo, como no caso dos antibioticos (RILEY et al., 2013; PIRCALABIORU et al.,
2021; NEVES, 2022). A estrutura diversa das bacteriocinas e o alto nivel de modificagdes pos-
traducionais (ciclizagdo, pontes dissulfeto e aminoacidos ndo convencionais) as tornam
tipicamente menos instaveis que os antibidticos, portanto, podem suportar altas temperaturas e
pH extremo, o0 que as coloca como importantes alternativas a serem estudadas
(PIRCALABIORU et al., 2021).

As bacteriocinas atualmente sdo utilizadas na preservagédo de alimentos, na inddstria
farmacéutica, no tratamento de cancer, na medicina, no tratamento de infeccdes, na producao
de probioticos (MATHUR et al., 2017; CHANDRAKASAN et al., 2019; ZHANG et al., 2020;
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HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2021; MOLUJIN et al., 2022; UMAIR et al., 2022). Apesar
de grandes avancos nos estudos acerca dessas substancias, ha ainda muitas pesquisas a serem
feitas, de modo que a busca por cepas produtoras de novas bacteriocinas com propriedades e
caracteristicas Unicas pode ampliar sua area de aplicacdo industrial e abrir novas perspectivas
de uso (ZIMINA et al., 2020).

Embora o estudo do antagonismo bacteriano seja uma &rea ativa de pesquisa, ainda
estamos nos primeiros passos para entender como essas interacdes afetam os ambientes naturais
e influenciam a estrutura, a dindmica e a composicao das comunidades microbianas complexas
(GARCIA-BAYONA; COMSTOCK, 2018). O antagonismo pode tanto impedir a invasio de
organismos em ecossistemas quanto facilitar essa invasdo. Células mortas liberam DNA que
pode ser absorvido por outros organismos, resultando na evolugdo do genoma. Além disso, o
material liberado dessas células pode alterar as respostas do hospedeiro, potencializando a
transmissao de patégenos. O antagonismo também desempenha um papel na manutencédo da
diversidade microbiana, promovendo a segregacdo espacial de diferentes gendtipos e
favorecendo a cooperacdo entre células relacionadas (LYONS et al., 2016; WHOLEY et al.,
2016; GARCIA, 2018; ZHAO et al., 2018).

3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e avaliar o potencial enzimatico e
antagonista de Corynebacterium spp. e Bacillus spp. isoladas de Terra Preta Antropogénica da

Amazonia, Par, Brasil.

3.1 Objetivos especificos

Isolar e identificar bactérias na microbiota da TPA;

Avaliar o perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos comerciais em bactérias do
microbiana da TPA,

Detectar a atividade enzimatica hidrolitica extracelular nos isolados bacterianos;

Avaliar o potencial antag6nico dos isolados bacterianos frente a cepas padrdo Gram-positivo e
Gram-negativo ATCC.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem e Obtencéao dos isolados bacterianos

A coleta de Terra Preta Antropogénica (TPA) foi realizada no més de margo de
2023 pela equipe do Laboratorio de Bacteriologia da Universidade Federal do Oeste do Par3,
na Comunidade Salgado, no municipio de Oriximina/PA. A viagem de barco de Santarém
(cidade onde ocorreram as andlises) até Oriximina dura aproximadamente 11 horas e o trajeto
até a comunidade onde foram coletadas as amostras de solo durou em média 3 horas de carro.

As amostras de solo foram coletadas utilizando tubos de PVC (5 cm de
comprimento por 50 mm de didmetro) previamente cortados, esterilizados e embalados (Figuras
1a6).

Figuras 1 a 6 — Corte, separagdo, esterilizacdo e embalagem dos tubos de PVC.

Fonte: Mateus Terceti (2023).

Em uma trincheira de 1 m x 1m e, aproximadamente com 60 cm de profundidade,
as amostras foram coletadas em quatro profundidades: 7,5 a 12 cm; 20 a 25 cm; 32,5a 37,5 cm
e 45 a 50 cm, com seis repeticGes em cada profundidade (Figura 7). Para a analise em
laboratorio foi utilizada uma repeticdo de cada profundidade, totalizando quatro amostras
processadas.
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Figura 7 — Solo de TPA coletado em diferentes profundidades, no municipio de Oriximina, PA.

Fonte: Mateus Terceti (2023).

Apos a coleta, as amostras de solo foram acondicionadas em sacos do tipo zip-lock,
armazenadas em caixas isotérmicas sob baixa temperatura e encaminhadas ao Laboratorio de
Bacteriologia da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA).

Para o processamento, foram pesadas 3g de solo de cada amostra, diluidas
separadamente em 27 mL de Tryptic Soy Broth (TSB) e agitadas com auxilio de vértex, sendo
estas correspondentes a diluicdo 10, Em seguida foi realizada a diluigdo seriada até 10 em
gue também foram agitadas em vortex, e todas as dilui¢des foram inoculadas com volume de
100 pL de amostra em cada placa, contendo o meio Plate Count Agar (PCA-Kasvi®) em
duplicata, através da técnica de spread plate com auxilio de algas Drigalski. Ap6s a inoculagéo,
as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24-48h, posteriormente, foram
escolhidas e retiradas coldnias com auxilio de agulha bacterioldgica e isoladas em meio Tryptic
Soy Agar (TSA-Kasvi®), seguido de incubacdo em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24h.

Para a realizacdo deste estudo foram selecionadas as cepas pertencentes aos géneros
Corynebacterium spp. e Bacillus spp., por conta de sua reconhecida capacidade biotecnoldgica,
especialmente de Bacillus, e dessa forma, procurou-se investigar particularmente a respeito de
cepas desses géneros provenientes de solo de TPA.

Para a identificacdo bioquimica dos isolados de ambos os géneros, utilizou-se a
chave de Bergey et al. (2000), sendo realizado o teste morfotintorial pela coloragdo de Gram e

microscopia, seguindo-se para os testes de coloragéo de Ziehl-Neelsen e teste de catalase.
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4.2 Perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos

Para o teste de resisténcia a antibioticos foi utilizado o método de Kirby-Bauer
(BAUER et al., 1966) pela técnica de difusdo em disco. O processo inicia com a retirada de
uma porcdo de massa bacteriana cultivada em TSA (Kasvi®) por 24h & 37 °C, com auxilio de
uma alca bacteriolégica e suspensa em solugdo salina 0,85% estéril até obter-se turbidez
correspondente ao padrdo da escala de McFarland a 0,5, verificado em espectrofotometria, o
que equivale a 1,5x108 UCF/mL.

Utilizando swabs estéreis embebidos na suspensao bacteriana, foi feito um tapete
em toda a extens&o da placa contendo Agar Miieller-Hinton (Kasvi®). Para a difusio em disco
foram utilizados os seguintes antimicrobianos: Amoxicilina+Acido Clavulanico — AMC (20/10
Kg), Amicacina — AMI (30 pg), Ampicilina — AMP (10 pg), Ciprofloxacin — CIP (5 pg),
Cloranfenicol — CLO (30 ug), Eritromicina — ERI (15 pg), Gentamicina — GEN (10 ug),
Imipenem — IPM (10 pg), Nitrofurantoina — NIT (300 pg), Oxacilina — OXA (1 ug), Penicilina
—PEN (G 10 U), Tetraciclina— TET (30 pg) e Vancomicina — VAN (30 ug).

As placas de Petri com o indculo foram colocadas em estufa bacterioldgica a 37 °C
por 24h, e ap6s o cultivo, os halos formados foram medidos em mm, com auxilio de paquimetro
digital.

Os diametros dos halos foram comparados com medidas padréo, bem como as
classificacOes de sensivel (S), sensivel aumentando exposicdo (1) e resistente (R), estabelecidas
pelas normas vigentes do Brazilian Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST,
2023).

Para o género Corynebacterium os pontos de corte do diametro dos halos néo estdo
disponiveis nas diretrizes do BrCAST para os antibioticos AMC, AMP, CLO, ERI e OXA e
desta forma foram utilizados os critérios interpretativos do BrCAST para Streptococcus
pneumoniae. Da mesma maneira, 0s pontos de corte para didmetro dos halos recomendados
pelo BrCAST para Streptococcus dos grupos A, B, C e G foram utilizados para IPM e NIT, e
para os antibioticos AMI e GEN foi utilizado o ponto de corte para a espécie Staphylococcus
aureus especificado no documento do BrCAST (2023).

Nas diretrizes do BrCAST acerca do género Bacillus, ndo estdo disponiveis os
pontos de corte para didmetros dos halos dos antibidticos AMI, GEN, PEN e TET, sendo
utilizado os parametros para Staphylococcus aureus do BrCAST, e para os antibiéticos CLO e
NIT foram utilizados os critérios interpretativos de S. aureus disponiveis no documento da
CLSI (2024b).
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4.3 Potencial enzimatico (celulase, amilase e protease) dos isolados

A producdo enzimatica das cepas bacterianas foi realizada de forma semi-
quantitativa, através da determinacdo do indice Enzimatico (IE), representado pela formula
abaixo.

IE = diametro do halo de hidrélise (mm)

diametro da colénia (mm)

Esta técnica permite avaliar a potencialidade dos microrganismos quanto a
atividade de enzimas. A formac&o de um halo translicido ao redor de cada coldnia no meio de
cultivo representa a presenca da enzima. O teste enzimatico foi realizado em triplicata, gerando
trés valores para os halos de hidrolise e respectivas coldnias de cada isolado. O tratamento
estatistico foi dado através da média desses valores para cada isolado avaliado.

As cepas isoladas foram inoculadas em placas de Petri contendo 0s meios
especificos para a deteccdo de producdo de cada enzima: Agar Celulose (adaptado de
PALHETA et al., 2011); Agar Amido (PALHETA et al., 2011) e Agar Protease (adaptado de
ARAUJO et al., 2014).

Agar Celulose

Plate Count Agar ........cccceevevveieeveerie e 18¢
Carboximetilcelulose .........ccccccoveveirenane. 10¢g
Agua destilada ..........cccooovvevererereieeeenn, 1000 mL
Agar Amido

Agar NULFENE ........vveeeeeeeeeeeee s 1g
Amido sollvel ... 59
Agua destilada ..........ccooevvereverereienenn, 100 mL

Agar Protease

THPLONA .o 50
Extrato de levedura .........c.coovvviiiinnennnn, 2549
GlICOSE ..o 109
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Plate Count Agar .........cccoovvveveieienienne, 159
Agua destilada ...........cccoeveveirrinrernnnn. 900 mL
Leite desnatado ..........ccccevereriiennnnnnnns 100 mL

Ap6s a incubacio em estufa bacterioldgica, para os meios Agar Celulose e Agar
Amido foram utilizadas substancias reveladoras de atividade enzimatica, a saber:

Celulase — Foi adicionado a solucéo aquosa de vermelho do Congo 0,1% em cada
placa, até cobrir toda a superficie do meio e aguardado 20 minutos. Ap6s o tempo decorrido, a
solucdo foi descartada e adicionou-se sobre as placas solu¢do de NaCl 1M e aguardado mais 20
minutos, posteriormente a solucdo foi descartada. Com esse procedimento o meio adquire
coloracdo avermelhada, e a agdo enzimatica é observada pela presenca de halos translucidos ao
redor da colbnia.

Amilase — Foi adicionado em uma placa de Petri uma pequena quantidade de iodo
e a placa contendo o extrato enzimatico foi vertida sobre o iodo ressublimado e aguardado a
liberacio do vapor do iodo sobre a placa inoculada. E observada coloragéo lilas no meio cultivo,
exceto no halo de degradacdo de amido, em que ha a formacéo de halos translicidos ao redor
de cada coldnia.

O meio Agar Protease ndo necessita de substancias reveladoras, sendo que o préprio
substrato funciona como indicador, em que ha a formacao de um halo translicido ao redor de

cada coldnia.

4.4 Atividade antagdnica dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram cultivados em meio Tryptic Soy Broth (TSB-
Kasvi®) por 24h em shaker sob rotacdo a 150 rpm. Os microrganismos-teste escolhidos para
avaliar a atividade antagbnica dos isolados bacterianos deste estudo foram Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 25922), estes foram semeados em meio TSA
por 24h em estufa bacteriologica a 37 °C. Deste cultivo, retirou-se uma por¢do de massa
bacteriana para ajuste e padronizacdo da densidade do indculo atraves do controle de turbidez,
verificada em espectrofotémetro em comprimento de onda de 600 nm em que a absorbéancia do
indculo variou entre 0,08 a 0,10 o que corresponde ao ndmero de turvagdo 0,5 (1,5x108
UFC/mL) da escala de McFarland (NCCLS, 2003).
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A semeadura dos indculos preparados foi realizada introduzindo um swab estéril na
suspensdo bacteriana ajustada e semeando-a em placas contendo Agar Miieller-Hinton, em trés
direcdes diferentes, sendo o teste feito em triplicata. Apds esse procedimento perfurou-se o agar
com ponteiras estéreis e foi adicionado 50 pL do extrato bacteriano e incubou-se as placas a 37
°C por 24h. As cepas que demonstraram halos de inibicdo ao redor do crescimento foram
classificadas como positivo.

4.5 Analise Estatistica

Para avaliar a diferenca entre os perfis resistente e sensivel dentro de cada género e
a diferenca do perfil resistente e sensivel entre os géneros de Corynebacterium e Bacillus foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. O teste Qui quadrado foi realizado para verificar a
dependéncia de producgdo entre as enzimas testadas e a capacidade ou ndo dos géneros
produzirem tais enzimas e utilizado também para verificar se houve diferenca entre os isolados

de acordo com a profundidade do solo nos testes realizados.

4.6 Procedimento de identificagdo molecular

Os isolados mais promissores nos testes enzimaticos e de antagonismo foram

selecionados, sendo realizada a extracdo do DNA total e enviados para sequenciamento.

4.6.1 Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Bacteriologia da Ufopa,
seguindo os seguintes passos: Foi adicionado ao precipitado 200 pL de tampao de lise (NaCl 1
M; Tris-HCI pH 8,0 1M; EDTA 0,5M pH 8,0; SDS 10%), ap6s, os tubos foram centrifugados
a 15.000 rpm por 20 min, quando o sobrenadante foi transferido para outro tubo. Foi adicionado
entdo 500 pL de alcool absoluto gelado e o tubo colocado por 30 min em congelador.
Posteriormente, foi novamente centrifugado a 15.000 rpm por 20 min e descartado o
sobrenadante. Ao precipitado de DNA foi adicionado etanol 70% e centrifugado novamente,
sendo descartado o sobrenadante e apos a evaporagdo do etanol, o precipitado foi eluido em
100 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 e EDTA 1 mM, pH 8,0) (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989).
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Os produtos da extracdo de DNA foram visualizados por meio de eletroforese em
gel de agarose (1%) acrescido de corante Gel Loading Dye Purple (New England BioLabs®)
para auxiliar na visualizacdo das bandas no gel com aplicacdo de luz fluorescente em um
transiluminador Dual LED Blue / White Light (Kasvi®). A corrida eletroforética foi conduzida
em tampéo de Tris-EDTA (45 mM; pH 7.8; 1 mM EDTA) a 100 V por 60 minutos.

4.6.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA

O DNA extraido foi enviado para sequenciamento para empresa Omikka Ltda, e
realizado através do sequenciamento Sanger, no equipamento 3500xI (Applied biosystems) e
utilizando o kit big de terminator v3 de acordo com as instrugfes do fabricante. Os primers
utilizados para o sequenciamento do gene 16S rRNA foram (Forward 1 5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; Reverse 2 5’- AAGGAGGTGATCCAGCC-3’). As
sequéncias foram editadas manualmente, usando o programa BioEdit v7.2.5 (HALL, 1999) e
alinhadas/analisadas através Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) do banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

4.6.3 Andlise de Eletroferograma

A interpretacdo de um eletroferograma de sequenciamento de DNA envolve a
leitura dos picos para determinar a sequéncia de nucleotideos do fragmento de DNA e avaliar
a qualidade do sequenciamento. O eletroferograma foi analisado no programa BioEdit v7.2.5,
com cada primer, sendo os primers Forward 1 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ¢
Reverse 2 5°- AAGGAGGTGATCCAGCC-3’. E possivel avaliar se houve uma boa qualidade
do sequenciamento do DNA se o0s picos se apresentarem bem definidos, com altura, forma e

intensidade uniformes.

4.7 Cadastro no SisGen

O projeto de pesquisa foi cadastrado no SisGen — Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, com o nimero de cadastro
A2CD080.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo bioquimica dos isolados

Foram isoladas 25 bactérias provenientes das amostras de solo, selecionadas por
apresentarem grau de pureza e caracteristicas tipicas para os géneros escolhidos neste estudo.

Todas as cepas isoladas foram submetidas a coloracdo de Gram, microscopia e
testes bioquimicos, como coloragdo de Ziehl-Neelsen e teste de catalase de acordo com a chave
de Bergey et al. (2000). Dentre as cepas selecionadas, o resultado indicou que a morfologia dos

microrganismos isolados apresentou bastonetes Gram-positivo com e sem esporos (Figura 8).

Figura 8 — Micrografia em 1000x mostrando estipes bacterianas com morfologia de Bastonetes Gram-positivo
obtidos da Terra Preta Antropogénica (Municipio de Oriximind/PA).

Fonte: Autores (2024).

Dentre os 25 isolados, 14 pertencem ao género Corynebacterium e 11 pertencem
ao género Bacillus. A identificacdo bioquimica das bactérias isoladas de acordo com a

profundidade da amostra de solo € apresentada na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 — Identificagdo bioquimica de bactérias isoladas de Terra Preta Antropogénica.

Isolados Géneros
Profundidade 1 - 7,5 cm
P1C1 Bacillus sp.1
P1C2 Bacillus sp.2

P1C3 Bacillus sp.3



P1C5 Bacillus sp.4
P1C8 Bacillus sp.5
P1C9 Bacillus sp.6
P1C10 Bacillus sp.7
Profundidade 2 — 20 cm
P2C2 Corynebacterium sp.1
P2C3 Corynebacterium sp.2
P2C6 Bacillus sp.8
P2C10 Corynebacterium sp.3
Profundidade 3 - 32,5 cm
P3C1 Bacillus sp.9
P3C2 Corynebacterium sp.4
P3C3 Corynebacterium sp.5
P3C5 Corynebacterium sp.6
P3C6 Corynebacterium sp.7
P3C7 Corynebacterium sp.8
P3C8 Corynebacterium sp.9
P3C10 Corynebacterium sp.10
Profundidade 4 — 45 cm
P4AC1 Bacillus sp.10
PAC4 Corynebacterium sp.11
PAC5 Corynebacterium sp.12
PAC7 Corynebacterium sp.13
P4C9 Bacillus sp.11
P4C10 Corynebacterium sp.14

Fonte: Autores (2024).

5.2 Perfil fenotipico de resisténcia
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Todas as 25 cepas isoladas neste estudo foram testadas quanto ao perfil de

resisténcia a antibidticos.

Dentre as 14 cepas de Corynebacterium spp., 85,7% apresentaram resisténcia ao

antibidtico penicilina, 71,4% apresentaram resisténcia a ampicilina e oxacilina, 57,1%
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resistentes a amoxicilina + acido clavulanico e 14,3% resistentes a eritromicina e tetraciclina.
Todas as cepas testadas foram susceptiveis a amicacina, cloranfenicol, gentamicina, imipenem,
nitrofurantoina e vancomicina (Figura 9).

Figura 9 — Perfis fenotipicos de expressdo de resisténcia frente a antibidticos testados em cepas de
Corynebacterium spp. isoladas de Terra Preta Antropogénica.

Corynebacterium spp.
16
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AMC AMI AMP CIP CLO ERI GEN IPM NIT OXA PEN TET VAN
Antibioticos
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Numero de cepas
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mResistente O Sensivel aumentando exposigdo Sensivel

Legenda: AMC — Amoxicilina + Acido Clavulanico; AMI — Amicacina; AMP — Ampicilina; CIP — Ciproflaxacin;
CLO - Cloranfenicol; ERI — Eritromicina; GEN — Gentamicina; IPM — Imipenem; NIT — Nitrofurantoina; OXA —
Oxacilina; PEN — Penicilina; TET — Tetraciclina; VAN — Vancomicina.

Fonte: Autores (2024).

A comparacao estatistica entre os perfis resistente e sensivel das cepas do género
Corynebacterium demonstrou diferenca significativa (p<0,05) com o perfil sensivel

apresentando maior valor de mediana (Figura 10).
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Figura 10 — Comparagdo estatistica entre os perfis resistente e sensivel das cepas de Corynebacterium spp.
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Fonte: Autores (2024).

Quando comparado os perfis de susceptibilidade entre os isolados considerando a
profundidade do solo, ndo houve diferenga significativa.

Em termos de multirresisténcia, dentre as cepas de Corynebacterium spp., 28,6%
mostraram-se resistentes a cinco antibiéticos (AMC, AMP, OXA, PEN e VAN) 14,3%
resistentes a quatro antibidticos e 21,4% demonstraram resisténcia a trés antibioticos, e uma

cepa foi sensivel a todos os antibidticos testados (Figura 11).

Figura 11 — Cepas de Corynebacterium spp. resistentes, organizadas em forma decrescente de resisténcia, isoladas

de Terra Preta Antropogénica.
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Fonte: Autores (2024).
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Em Hawari (2008), para C. pseudotuberculosis os antibioticos ampicilina,
eritromicina, penicilina, tetraciclina e estreptomicina apresentaram-se total ou parcialmente
ineficazes. Neste estudo foi detectado entre as cepas uma alta porcentagem de resisténcia a
penicilina, ampicilina e oxacilina (Figura 12 A-B), porém, a resisténcia a eritromicina e
tetraciclina mostrou-se inferior, com apenas duas cepas resistentes a cada, resultado similar ao

encontrado por Pereira et al. (2008) ao testar cepas de C. diphtheriae clinicas isoladas do Brasil.

Figura 12 A-B — Perfil de resisténcia das cepas de Corynebacterium sp. (sp.1 e sp.2), respectivamente, isoladas
de Terra Preta Antropogénica com diferentes halos de resisténcia antimicrobiana.

Fonte: Autores (2024).

O resultado encontrado neste estudo sobre a resisténcia das cepas ndo era o
esperado, haja visto que as amostras sdo provenientes de local com pouca influéncia de
atividade humana. Portanto, esperava-se que o indice de sensibilidade fosse maior, levando em
consideracdo também a teoria a respeito da origem do solo de Terra Preta ser proveniente de
atividades humanas pré-colombianas, ou seja, muito antigas (DAZZI; PAPA, 2015).

Neste estudo foram encontradas oito cepas resistentes ao antibiotico amoxicilina +
acido clavulanico (AMC), duas classificadas como I — sensivel aumentando exposicao e quatro
cepas como sensiveis. O acido clavulanico ¢ um agente inibidor das B-lactamases, portanto, age
impedindo a destrui¢do dos antibidticos B-lactdmicos, como a amoxicilina, que séo substratos
dessas enzimas (HUTTNER et al., 2020). No entanto, em contraposicao a este estudo, a grande
maioria das pesquisas relatam cepas de Corynebacterium suscetiveis a esse antibidtico, sendo
até mesmo indicado como tratamento de infecgcdes por bactérias patogénicas desse género
(TURK; TURKMEN; AYTIMUR, 2011; DOBINSON et al., 2015; NOUSSAIR et al., 2019).
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Deve-se levar em consideragé@o que as cepas isoladas neste estudo sdo de amostras ambientais,
portanto, a resisténcia ou sensibilidade a determinados antimicrobianos pode estar ligada a
natureza da amostra. A diversidade de resisténcia a antibidticos em espécies do género
Corynebacterium esta estritamente ligada aos locais onde ocorrem as cepas testadas, com cepas
provenientes de diferentes ambientes podendo apresentar diferentes perfis de susceptibilidade
a antibidticos (OLENDER, 2012).

Um fato preocupante atualmente é a descoberta de novas cepas multirresistentes de
Corynebacterium, o que sugere um carater progressivo de multirresisténcia nesse grupo. Este
fato é confirmado pela descricdo em 2005 de uma nova espécie de C. resistens multirresistente
(OTSUKA et al., 2005), assim como as posteriores descobertas de multirresisténcia em outras
espécies desse género como C. jeikeium, C. urealyticum, C. amycolatum, C.
pseudodiphtheriticum, C. afermentans, e C. striatum (CAMELLO et al., 2003; RENOM et al.,
2007; SCHOEN et al., 2009; BAIO et al., 2013; SHARIFF; ADITI; BERI, 2018).

Algumas espécies de Corynebacterium, como C. striatum, C. pseudotuberlucosis,
demonstraram resisténcia a penicilina, que embora hd muito tempo sejam documentadas como
suscetiveis a este antibidtico, e ainda hoje seja utilizado em testes de triagem e tratamento para
cepas clinicas desse género, os resultados atuais e outros relatados na literatura, sugerem o
aparecimento de cepas resistentes, apesar de ainda ndo estar esclarecido o mecanismo de
resisténcia de cepas deste género a este antibiotico (DUNO et al., 2016; BATISTA, 2023).

Estudos apontam que diferentes espécies de Corynebacterium podem apresentar
resisténcia a antibioticos fabricados a partir de diferentes compostos quimicos (OLIVEIRA et
al., 2017). Além disso, os resultados desses estudos poderiam explicar e demonstrar que
elementos genéticos extracromossOmicos estdo associados na transmissdo de genes de
resisténcia tanto patogénicos quanto potencialmente patogénicos — oportunistas e tipicamente
ndo patogénicos, por exemplo, presentes no solo ou em cepas de Corynebacterium spp.
(ADDERSON; BOUDREAUX; HAYDEN, 2008; FERNANDEZ-ROBLAS et al., 2009).

Foram relatados diferentes ARG associados a elementos genéticos moveis,
incluindo plasmideos, integrons (In), sequéncias de inser¢do (IS) e transposons (Tn) em
Corynebacterium (NESVERA; HOCHMANNOVA; PATEK, 1998; TAUCH et al., 2003;
TSUCHIDA et al.,, 2010; OLENDER, 2012; HENNART et al., 2020). Em espécies de
Corynebacterium spp. normalmente os genes de resisténcia a antibioticos estdo localizados em
plasmideos grandes, como por exemplo o plasmideo pTP10 descrito em C. striatum M82B

(inicialmente identificada incorretamente como C. xerosis) que carrega resisténcia a
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tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina e estreptomicina (KONO; SASATSU; AOKI, 1983;
DEB; NATH, 1999; TAUCH et al., 2000).

Ha diferentes mecanismos de resisténcia encontrados em cepas de
Corynebacterium, o que resulta da expressao dos genes responsaveis, por exemplo, a resisténcia
atetraciclina é ligada aos genes tetA, tetB e tetM (ROBERTS et al., 1992; TAUCH et al., 1999);
a resisténcia a fluoroquinolonas é correlacionada ao gene gyrA, com simples ou multiplas
mutacdes (SIERRA et al., 2005; RAMOS et al., 2020); e a resisténcia a macrolideos,
lincosamidas e estreptogramina B (MLSB) através do gene ermX (OLENDER, 2014;
SZEMRAJ et al., 2014).

A grande maioria das cepas de Corynebacterium spp. utilizadas em testes de
resisténcia antimicrobianas sdo provenientes de amostras clinicas, sejam de seres humanos ou
de animais, demonstrando uma importancia em estudar a susceptibilidade de cepas obtidas de
amostras ambientais. No presente estudo, algumas cepas mostraram-se resistentes ao
antibidtico AMC, enquanto cepas clinicas em outros estudos mostraram-se sensiveis, como
explicado acima, demonstrando que o perfil de resisténcia de cepas ambientais pode diferir das
cepas clinicas.

Os resultados encontrados neste estudo para a susceptibilidade dos isolados de
Corynebacterium spp. quanto aos antibiéticos pertencentes as classes dos glicopeptideos,
macrolideos, fluoroquinolonas e tetraciclinas corroboram com os perfis apresentados por
Gallardo et al. (2019) e similar a Barberis et al. (2018). Em Olender (2014), imipenem e
vancomicina foram altamente eficientes contra Corynebacterium spp., da mesma maneira como
identificado neste estudo. Em Join-Lambert et al. (2006) a espécie C. pseudotuberculosis
apresentou-se suscetivel a ciproflaxacin e gentamicina. Martinez-Martinez et al. (1995) e Navas
et al. (2016) reportaram que cepas de C. striatum foram sensiveis a amicacina, assim como
Alibi et al. (2017) em testes com esta mesma espécie encontrou susceptibilidade para os
antibidticos vancomicina, amicacina e gentamicina.

Em casos clinicos como relatados por Henneveld et al. (2012) e Aoki et al. (2021),
cepas de Corynebacterium spp. mostraram-se suscetiveis a cloranfenicol, corroborando com o
presente em que todas as cepas se apresentaram sensiveis. Apesar de que em outros estudos
especies desse género serem comumente resistentes a esse antibidtico (OLENDER, 2012;
LEYTON et al., 2021). A susceptibilidade de cepas desse género ao antibidtico nitrofurantoina
ja foi documentada, apesar de serem escassos 0s registros (LUND et al., 2015; GILA et al.,
2018).
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Dentre as 11 cepas de Bacillus spp., 54,5% apresentaram resisténcia a tetraciclina,
45,4% a penicilina e 18,2% para eritromicina. Para amoxicilina + &cido clavulanico, ampicilina,

e oxacilina apenas 9,09% apresentaram resisténcia a esses antibiéticos (Figura 13).

Figura 13 — Perfis fenotipicos de expressao de resisténcia frente a antibidticos testados em cepas de Bacillus spp.

isoladas de Terra Preta Antropogénica.
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Legenda: AMC — Amoxicilina + Acido Clavulanico; AMI — Amicacina; AMP — Ampicilina; CIP — Ciproflaxacin;
CLO - Cloranfenicol; ERI — Eritromicina; GEN — Gentamicina; IPM — Imipenem; NIT — Nitrofurantoina; OXA —
Oxacilina; PEN — Penicilina; TET — Tetraciclina; VAN — Vancomicina.

Fonte: Autores (2024).

Para 0s antibiéticos amicacina, cloranfenicol, gentamicina, imipenem,
nitrofurantoina e vancomicina, 100% das cepas de Bacillus spp. foram suscetiveis. Enquanto
houve pequeno percentual de resisténcia, de acordo com os diferentes tamanhos de halo e

diretrizes de classificacao (Figura 14 A-B).
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Figura 14 A-B — Perfil de resisténcia das cepas de Bacillus sp. (sp.3 e sp.8), respectivamente, isoladas de Terra
Preta Antropogénica com diferentes halos de resisténcia antimicrobiana.

Fonte: Autores (2024).

A comparacdo estatistica entre os perfis resistente e sensivel de cepas do género
Bacillus demonstrou diferenca significativa (p<0,05) com o perfil sensivel apresentando maior

valor de mediana (Figura 15).

Figura 15 — Comparacéo estatistica entre os perfis resistente e sensivel a antimicrobianos das cepas de Bacillus
Spp.
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Fonte: Autores (2024).

Quando comparado os perfis de susceptibilidade entre os isolados considerando a

profundidade do solo, ndo houve diferenga significativa.



51

Dentre as 11 cepas testadas, apenas quatro (36,4%) mostraram-se resistentes a mais
de um antibidtico, sendo eles: amoxicilina + &cido clavulanico, ampicilina, eritromicina,
oxacilina, penicilina e tetraciclina. A maior parte desses antibidticos pertencem ao grupo das
penicilinas, que fazem parte dos p-lactamicos (ARRUDA et al., 2019). A resisténcia bacteriana
aos PB-lactamicos ¢ normalmente atribuida a sintese de f-lactamases, pelos genes blal e bla2,
o0s quais ja foi reportada na espécie B. anthracis (CHEN et al., 2003).

Em Deng et al. (2021) cepas de Bacillus spp. mostraram-se resistentes a tetraciclina,
assim como encontrados neste estudo. De acordo com pesquisas anteriores, a resisténcia de
Bacillus spp. a tetraciclina esta ligada principalmente a presenca de genes moéveis de resisténcia,
como tet(B) e tet(45), que podem potencialmente atuar nessas cepas como reservatorios de
genes de resisténcia para outras espécies e géneros (ZHU et al., 2016; CUI et al., 2020; FU et
al., 2020).

Fiedler et al. (2019) ao pesquisar a resisténcia antimicrobiana de cepas de B. cereus,
encontraram susceptibilidade aos antibidticos cloranfenicol (98,6%), amicacina (98%),
imipenem (93,9%), eritromicina (91,8%), gentamicina (88,4%) e tetraciclina (76,2%),
resultados similares aos encontrados nesta pesquisa.

A comparagdo entre 0s géneros Bacillus e Corynebacterium acerca do perfil
sensivel aos antibidticos, demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre as cepas dos
dois géneros (p>0,05) (Figura 16).

Figura 16 — Comparacdo do perfil sensivel aos antibidticos entre as cepas dos géneros Bacillus spp. e

Corynebacterium spp.
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Fonte: Autores (2024).
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Para o perfil resistente, a comparagéo entre os géneros Bacillus e Corynebacterium
demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre as cepas dos dois géneros (p>0,05)
(Figura 17).

Figura 17 — Comparacdo estatistica perfil resistente aos antibi6ticos entre os géneros Bacillus spp. e
Corynebacterium spp.
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Fonte: Autores (2024).

Em um contexto ecolégico, a resisténcia aos antibioticos encontrada neste estudo
evidencia um papel importante nas interagdes complexas existentes inter e intra-espécies nos
ecossistemas do solo (D’COSTA; GRIFFITHS; WRIGHT, 2007). Aliado a isso, esta o fato de
gue mais de 80% dos antibidticos conhecidos foram isolados de microrganismos provenientes
do solo. Os antibidticos podem atuar como substancias moduladoras da expressao génica e
interacdes nas populacbes bacterianas (WRIGHT, 2007; YIM; HUIMI WANG; DAVIES,
2007; MARTINEZ, 2008; BULGAKOVA et al., 2014). Além disso, de um ponto clinico, a
resisténcia a antibidticos detectada pode ser vista como um reservatério de resisténcia para
patdgenos clinicamente relevantes (RIESENFELD; GOODMAN; HANDELSMAN, 2004;
HEUER; SCHMITT; SMALLA, 2011). De acordo com alguns estudos € possivel que haja
conjugacao entre espécies do género Corynebacterium e Bacillus e outras bactérias (DAI et al.,
2012; LEYTON et al., 2021; HINNEKENS et al., 2022). Dessa forma, € possivel observar a
importancia de investigar a resisténcia de bactérias provenientes de ambientes naturais para
uma melhor compreensao desses mecanismos de formas a proporcionar uma visdo ampla da
interferéncia das cepas ambientais e ocorréncia de patogenias causadas por cepas de mesmo

perfil de resisténcia.
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5.3 Atividade enziméatica

Para a avaliacdo da atividade enzimatica das cepas testadas de Corynebacterium
spp., 43% dos isolados apresentaram potencial de enzima amilolitica, 22% celulolitica e 100%
proteolitica (Figura 18). Dentre as cepas de Bacillus spp., 55% mostraram-se capazes de
produzir amilase, 73% celulase e 82% protease (Figura 18). Demonstrando um importante

potencial biotecnoldgico dessas cepas, principalmente para os isolados produtores de protease.

Figura 18 — Percentual de atividade enzimatica de cepas de Corynebacterium spp. e Bacillus spp. isoladas de
Terra Preta Antropogénica.
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Fonte: Autores (2024).

Na analise estatistica do Qui quadrado, para o género Bacillus o teste ndo
demonstrou dependéncia entre as variaveis de capacidade ou ndo de producdo das enzimas.
Para o género Corynebacterium a dependéncia entre as variaveis, foi significativa (p<0,05). No
entanto, essa dependéncia foi positiva somente para a enzima protease. Dessa forma, € possivel
compreender que o género Corynebacterium possui maior potencial de producdo da enzima
protease em compara¢do com as outras enzimas, e para o0 género Bacillus ndo houve diferenca
significativa sobre essa capacidade entre as enzimas testadas.

Quando comparado os perfis enzimaticos dos isolados considerando a profundidade
do solo, ndo houve diferenca significativa.

O quadro 2 demonstra o perfil enzimatico (em positivo e negativo) de cada cepa de

acordo com as enzimas testadas.



Quadro 2 —Perfil enzimético de cepas isoladas de Terra Preta Antropogénica.
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Isolados Géneros Amilase Celulase Protease
Profundidade 1 - 7,5 cm
P1C1 Bacillus sp.1 + + +
P1C2 Bacillus sp.2 + + +
P1C3 Bacillus sp.3 + + +
P1C5 Bacillus sp.4 - + -
P1C8 Bacillus sp.5 + - +
P1C9 Bacillus sp.6 - + +
P1C10 Bacillus sp.7 + + +
Profundidade 2 — 20 cm
P2C2 Corynebacterium sp.1 + - +
P2C3 Corynebacterium sp.2 + + +
P2C6 Bacillus sp.8 - + +
P2C10 Corynebacterium sp.3 - - +
Profundidade 3 — 32,5 cm
P3C1 Bacillus sp.9 - - -
P3C2 Corynebacterium sp.4 + + +
P3C3 Corynebacterium sp.5 - - +
P3C5 Corynebacterium sp.6 - - +
P3C6 Corynebacterium sp.7 - - +
P3C7 Corynebacterium sp.8 - - +
P3C8 Corynebacterium sp.9 + - +
P3C10 Corynebacterium sp.10 + - +
Profundidade 4 — 45 cm

P4AC1 Bacillus sp.10 + - +
P4C4 Corynebacterium sp.11 - - +
P4C5 Corynebacterium sp.12 + - +
PACT Corynebacterium sp.13 - - +
P4C9 Bacillus sp.11 - + +
P4C10 Corynebacterium sp.14 - + +
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A figura 19 (A-C) mostra o resultado do teste de producéo de enzimas pelas cepas,

verificada através da formacao de halos ao redor das coldnias.

Figura 19 A-C — Resultado de atividade enzimdtica pela presenca dos halos. (A) Amilase; (B) Celulase; (C)
Protease.

&
3

Fonte: Autores (2024).

De acordo com Ten et al. (2004) o diametro do halo de hidrolise é Gtil para a selecao
de cepas que podem degradar de forma eficiente polissacarideos como a amilose e a celulose.
Além disso, o indice enzimatico (IE), obtido pela correlacdo do didmetro da coldnia com o
diametro do halo de hidrolise, € uma ferramenta pratica que facilita selecionar e avaliar
comparativamente diferentes cepas quanto a capacidade de producdo enzimatica, haja visto que
esse indice considera a correlacdo direta entre o tamanho do halo e a capacidade de degradacéo
dos microrganismos (FUNGARO; MACCHERONI, 2002; RUEGGER; TAUK-
TORNISIELO, 2004).

Dentre as 25 cepas testadas sobre o potencial de producéo de enzimas, 12 destas
apresentaram atividade amilolitica (Tabela 2), 11 cepas apresentaram atividade celulolitica
(Tabela 3) e 23 destas apresentaram atividade proteolitica (Tabela 4). O diametro das colbnias
e dos halos de hidrdlise foram medidos e obteve-se o Indice Enzimatico (IE) para cada tipo de

enzima, conforme demonstram as tabelas abaixo.

Tabela 2 — Indice enzimatico (IE) de bactérias com atividade amilolitica isoladas de Terra Preta
Antropogénica.

Didmetroda  Diametro do
Isolados Género . IE
colénia (mm)  halo (mm)
Profundidade 1 - 7,5 cm

P1C1 Bacillus sp.1 91 11,75 1,29
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P1C2 Bacillus sp.2 11,34 13,21 1,16

P1C3 Bacillus sp.3 10,05 12,01 1,20

P1C8 Bacillus sp.5 7,72 11,87 1,54

P1C10 Bacillus sp.7 9,92 12,58 1,27
Profundidade 2 - 20 cm

P2C2 Corynebacterium sp.1 14,72 16,7 1,13

P2C3 Corynebacterium sp.2 7,63 10,23 1,34

Profundidade 3 - 32,5 cm

P3C2 Corynebacterium sp.4 13,18 15,24 1,16

P3C8 Corynebacterium sp.9 13,82 15,62 1,13

P3C10 Corynebacterium sp.10 13,9 16,7 1,20
Profundidade 4 — 45 cm

PAC1 Bacillus sp.10 24,05 26,43 1,09

PAC5 Corynebacterium sp.12 14,48 19,18 1,32

Fonte: Autores (2024).

Tabela 3 — indice enzimatico (IE) de bactérias com atividade celuloliticas isoladas de Terra
Preta Antropogénica.

1solados Género Didmetro da Didmetro do i
colénia (mm) halo (mm)

Profundidade 1 - 7,5 cm

P1C1 Bacillus sp.1 19,28 22,58 1,17

P1C2 Bacillus sp.2 28,67 30,97 1,08

P1C3 Bacillus sp.3 22,89 25,73 1,12

P1C5 Bacillus sp.4 11,44 15,88 1,39

P1C9 Bacillus sp.6 15,91 19,99 1,26

P1C10 Bacillus sp.7 22,54 26,34 1,16
Profundidade 2 — 20 cm

P2C3 Corynebacterium sp.2 12,39 19,7 1,58

P2C6 Bacillus sp.8 19,34 24,62 1,27
Profundidade 3 -32,5cm

P3C2 Corynebacterium sp.4 13,24 16,44 1,24
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Profundidade 4 — 45 cm
P4C9 Bacillus sp.11 26,33 29,95 1,14
P4C10 Corynebacterium sp.14 7,87 13,9 1,77

Fonte: Autores (2024).

Tabela 4 — indice enziméatico (IE) de bactérias com atividade proteoliticas isoladas de Terra
Preta Antropogénica.

X Diametroda  Diametro do
Isolados Género . IE
colénia (mm) halo (mm)

Profundidade 1 —7,5cm

P1C1 Bacillus sp.1 19,66 28,82 1,46
P1C2 Bacillus sp.2 24,51 30,17 1,23
P1C3 Bacillus sp.3 23,11 27,05 1,17
P1C8 Bacillus sp.5 18,95 21,41 1,13
P1C9 Bacillus sp.6 14,98 16,45 1,10
P1C10 Bacillus sp.7 23,28 30,82 1,32
Profundidade 2 — 20 cm
P2C2 Corynebacterium sp.1 9 12,48 1,38
P2C3 Corynebacterium sp.2 8,05 11,17 1,38
P2C6 Bacillus sp.8 10,33 13,45 1,30
P2C10 Corynebacterium sp.3 7,61 11,62 1,52
Profundidade 3 - 32,5 cm
P3C2 Corynebacterium sp.4 8,66 12,4 1,43
P3C3 Corynebacterium sp.5 15,07 21,8 1,45
P3C5 Corynebacterium sp.6 13,7 22,4 1,64
P3C6 Corynebacterium sp.7 20,97 23,38 1,11
P3C7 Corynebacterium sp.8 19,92 22,38 1,12
P3C8 Corynebacterium sp.9 28,5 32,5 1,14
P3C10 Corynebacterium sp.10 17,03 21,6 1,27
Profundidade 4 — 45 cm
P4C1 Bacillus sp.10 17,14 19,72 1,15

P4C4 Corynebacterium sp.11 17,16 20,15 1,17
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PAC5 Corynebacterium sp.12 15,34 23,31 1,51
PACT Corynebacterium sp.13 12,54 14,83 1,18
P4C9 Bacillus sp.11 10,24 12,21 1,19
P4C10 Corynebacterium sp.14 10,84 13,65 1,26

Fonte: Autores (2024).

A literatura ndo determina um valor padréo para o indice enzimatico. Porém alguns
autores sugerem valores para o IE, como Fungaro e Maccheroni (2002), que estabelece que
valores acima de 1,0 indicam a producdo enzimatica. Nesta pesquisa os indices variaram de
1,08 a 1,77, demonstrando, portanto, que todas as cepas testadas apresentaram valores
superiores aos sugeridos na literatura e podem ser consideradas como boas produtoras de uma
Ou mais enzimas.

O género Bacillus identificado neste estudo, demonstrou eficiente capacidade como
produtor enzimatico, pois, das 11 cepas testadas, nove destas apresentaram-se capazes em
produzir pelo menos duas das enzimas testadas.

De acordo como indicado na literatura, as bactérias do género Bacillus, estdo entre
as mais promissoras e utilizadas para a producgéo de protease (MIENDA et al., 2014), e isso
ocorre principalmente pela alta capacidade que diversas espécies de Bacillus expressam em
produzir e secretar proteinas (HARWOOD; CRANENBURGH, 2008; CUI et al., 2018).

Dentre os microrganismos produtores de amilase, o género Bacillus se destaca, e a
maioria das enzimas ja aplicadas comercialmente sdo provenientes de diversas espécies como
B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis and Geobacillus stearothermophilus
relatadas como matéria prima na producao de amilase em escala industrial (BALAKRISHNAN;
KUMAR; SUGATHAN, 2019; RAMESH et al., 2020; FARIAS, KAWAGUTI; KOBLITZ,
2021).

Para a producdo de celulases por bactérias, Bacillus também esta dentre os géneros
mais conhecidos e utilizados, principalmente porque essas bactérias sdo faceis de cultivar e
reproduzir, possuem poucas exigéncias nutricionais e produzem grandes quantidades de
enzimas (BALLA et al., 2022).

Dentre os isolados testados entre 0s géneros nesta pesquisa, as cepas de
Corynebacterium apresentaram 0s maiores indices enzimaticos, com dois isolados
apresentando IE superiores a 1,5 para celulase e trés isolados com IE para protease que superam

esse valor.
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As especies de Corynebacterium produtoras de enzimas extracelulares, C.
glutamicum, C. alkanolyticum e C. lipophiloflavum foram reportadas como produtoras de
protease, amilase e celulase (SAKTHIVEL et al., 2010; VERTES, 2012; BANERJEE et al.,
2016). A espécie C. glutamicum apesar de ser uma bactéria comumente encontrada no solo,
produz poucas proteinas extracelulares e apresenta baixa atividade proteolitica extracelular, o
que representa duas vantagens intrinsecas importantes para o desenvolvimento de um sistema
de expressdo proteica (VERTES; INUI; YUKAWA, 2012). No entanto, ainda é necessaria uma
otimizacdo adicional para tornar as corinebactérias Uteis para a fabricacdo de proteinas em
escala industrial (VERTES, 2012). Na literatura ainda ha poucos estudos relacionados a
capacidade enzimatica de cepas de Corynebacterium spp., dessa forma, ha ainda muito o que

ser compreendido e pesquisado a respeito desse género e a producdo de enzimas.
5.4 Atividade antagonista

Para o teste de antagonismo, das 25 cepas isoladas e testadas, 10 destas (40%)
apresentaram atividade antagonista contra as espécies S. aureus (ATCC 6538) e E. coli. (ATCC
25922). Dentre os isolados positivos, cinco cepas apresentaram atividade para ambos 0s

microrganismos teste (Tabela 5).

Tabela 5 — Atividade antagonista de bactérias isoladas de Terra Preta Antropogénica.

Isolados Género S. aureus E. coli
Profundidade 1 — 7,5 cm

P1C1 Bacillus spp. + +
P1C2 Bacillus subtilis + +
P1C3 Bacillus spp. - +
P1C10 Bacillus spp. - +
Profundidade 2 — 20 cm
pP2C2 Corynebacterium spp. + -
P2C10 Corynebacterium spp. + -
Profundidade 3 -32,5cm
P3C2 Corynebacterium spp. + +
P3C8 Corynebacterium spp. + +

Profundidade 4 — 45 cm



60

P4C1 Bacillus spp. + +
PAC4 Corynebacterium spp. + -
Fonte: Autores (2024).

O teste de antagonismo foi realizado em triplicata para ambas as espécies testadas,

conforme demonstrado na figura 20 A-C.

Figura 20 A-C — Teste de antagonismo de bactérias isoladas de Terra Preta Antropogénica contra S. aureus
(ATCC 6538) e E. coli (ATCC 25922).

Fonte: Autores (2024).

Os isolados bacterianos deste estudo demonstraram atividade antagonista similar,
com 8 cepas exibindo atividade contra S. aureus (ATCC 6538) e 7 cepas contra E. coli (ATCC
25922).

Quando comparado a atividade antagonista entre os isolados considerando a
profundidade do solo, ndo houve diferenga significativa.

Para 0 género Corynebacterium ja foram registrados antagonismo contra S. aureus
e S. aureus MRSA (HARDY et al., 2019; MENBERU et al., 2021). Uma substancia inibidora
semelhante a bacteriocina, foi isolada de uma cepa de Corynebacterium spp. e descobriu-se que
tem efeitos contra S. aureus, S. epidermidis, C. diphtheriae e Propionibacterium spp.
(WYSOCKI; KWASZEWSKA; SZEWCZYK, 2011). Além dessas espécies, Bomar et al.
(2016) mostraram que Corynebacterium accolens inibe o crescimento de Streptococcus
pneumoniae.

Algumas espécies de Corynebacterium spp. possuem a capacidade de inibir o
crescimento e a formacdo de biofilmes, e algumas cepas apresentam atividade bactericida
pronunciada contra microrganismos oportunistas (MENBERU et al., 2021; HUANG et al.,
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2022). A presenca dessas caracteristicas torna esse grupo de microrganismos promissor para
pesquisas em diversos campos da biotecnologia, biologia e medicina.

De acordo com o encontrado na literatura, diversas espécies de Bacillus spp.
apresentaram antagonismo a S. aureus (ATCC — 25923), P. fluorescens (RSKK — 240), B.
megaterium (RSKK —578), B. thuringiensis (RSKK — 380), M. flavus, B. cereus F2, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, dentre
outras (YILMAZ; SORAN; BEYATLI, 2006; POWTHONG; SUNTORNTHITICHAROEN,
2017).

O resultado encontrado neste trabalho corrobora com o resultado de Powthong e
Suntornthiticharoen (2017), que registraram atraves de cepas de Bacillus spp. provenientes de
amostras de solo, atividade antagonista contra S. aureus e E. coli. Outra pesquisa, desta vez de
Moshafi et al. (2011), também demonstrou que a partir de Bacillus sp. isolada de solo, foi capaz
de inibir o crescimento de ambas as cepas testadas neste estudo e de outras cepas patogénicas.
Da mesma maneira, que foi registrado antagonismo a partir de B. subtilis contra E. coli, embora
esta fosse uma cepa selvagem (AN; GREBENSHCHIKOVA; MATSYURA, 2018).

O género Bacillus € uma das mais abundantes bactérias presentes no solo, além de
possuir uma grande diversidade genética e metabdlica, é capaz de produzir diversos compostos
antimicrobianos com vérias propriedades quimicas, por isso as bactérias desse género tém se
tornado cada vez mais interessantes para testes de atividade antagonista (SANSINENEA,;
ORTIZ, 2011; PUAN et al., 2023).

Atualmente com a crise global de microrganismos resistentes a muitos dos
antibidticos usuais, procura-se alternativas para mitigar e combater essa crise, através,
principalmente da busca por novas substancias capazes de apresentar atividade antagonista
contra patogenos. Através do uso de microrganismos, sejam bactérias ou fungos, que
apresentam essa capacidade, os problemas de resisténcia poderiam ser elucidados. No entanto,
apenas uma pequena parcela da potencialidade antimicrobiana produzida por ambos 0s géneros
identificados foi estudada nesta pesquisa, demonstrando a importancia que mais estudos nesse

sentido sejam realizados.

5.5 Identificagdo molecular dos isolados

Apbs os resultados dos testes enzimaticos e de antagonismo, cinco isolados (P1C1,

P1C2, P3C2, P3C8, PAC1) apresentaram resultados promissores para ambos os testes.
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As cepas P1C1, P1C2 e P3C2 exibiram atividade enzimatica para amilase, celulase
e protease, enquanto P3C8 e P4C1 mostraram atividade amilolitica e proteolitica. No teste de
antagonismo esses cinco isolados apresentaram-se eficientes frente a S. aureus (ATCC 6538) e
E. coli (ATCC 25922). Assim, elas foram selecionadas para se realizar a identificacdo

molecular e o resultado da extragdo do DNA cromossémico é demonstrado na figura 21.

Figura 21 — Perfil eletroforético do DNA cromossdmico total das bactérias produtoras de enzimas e antagonismo

mais proeminentes.

LADDER 1KB P1C1 P1C2 P3C2 P3C8 P4C1

Fonte: Autores (2024).

A analise do DNA pode ser utilizada para identificar comunidades microbianas dos
mais diversos ambientes, seja solo, &gua, ar, alimentos, dentre outros. Para isso, sdo utilizadas
diversas técnicas, desde convencionais até as mais modernas (BUSZEWSKI et al., 2017). A
identificacdo molecular e genética fornece informacgdes importantes sobre o mundo microbiano,
da evolucdo microbiana a diversidade microbiana, das interacdes hospedeiro-patdgeno a
variacdo genética causadora de doencas, e dos microrganismos que produzem enzimas
industrialmente importantes para 0s microbios promotores do crescimento das plantas,
permitindo conhecer e entender sobre os microrganismos (TRIPATHI et al., 2019).

A subunidade 16S do RNA ribossémico por apresentar algumas caracteristicas
como: distribuigdo universal, estrutura e funcdo conservadas entre os taxons, auséncia de
transferéncia lateral e tamanho adequado (cerca de 1.500 nucleotideos) para estudos
filogenéticos (AMANN; LUDWIG, 2000), fez com que o estudo das sequéncias do rRNA 16S
tenha se tornado padréo entre os procariotos para a avaliacdo da diversidade em amostras

ambientais, na determinacdo de relacdes filogenéticas e na deteccdo e quantificacdo de
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populacdes especificas (HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998). Além disso, por apresentar uma
estrutura primaria com regifes mais ou menos conservadas, € possivel investigar distancias
filogenéticas, desde o nivel de dominio até a espécie (LUDWIG; SCHLIFER, 1994).

Dentre as cinco cepas enviadas para sequenciamento, somente uma cepa (P1C2)
obteve amplificacdo na PCR (Figura 22), e, portanto, a lnica amostra sequenciada com sucesso.
Isso pode ter ocorrido devido as condicGes de transporte e a distancia até o local onde ocorreu
0 sequenciamento (de Santarém - PA a Séo Paulo - SP), possivelmente as amostras perderam

sua viabilidade no trajeto.

Figura 22 - Perfil eletroforético dos produtos de PCR obtidos com os primers (Forward 1 5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; Reverse 2 5°- AAGGAGGTGATCCAGCC-3").

PMM  NTC 1 2 3 4 5

1500 pb

Legenda: Amostra 1: P1C1; Amostra 2: P1C2; Amostra 3: P3C2; Amostra 4: P3C8; Amostra 5: PACL.
Fonte: Omikka Ltda (2024).

Apos as sequéncias serem editadas manualmente (eliminacdo das extremidades de
baixa qualidade), usando o programa BioEdit v7.2.5, foi possivel obter sequéncias de alta
qualidade para a realizacdo do BLASTn. O formato FASTA destas sequéncias pode ser

observado abaixo:

>P1C2_ primer FW1

GCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGA
AACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGT
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GGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCRACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCG
GATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGGAACTTGAGTGCRGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC

>P1C2_ primer RV2

GACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCT
CACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTT
CACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGG
CTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCA
CCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG
CACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAG
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTC
CCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCT
AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTC
TCTCTTCTGCACTCAGTTCCCAGTTTCATGACCCTCCCCGGGTGAGCCGGGGGCTT
TCCATCGACTAGAATCGTCTGCCA

A andlise do eletroferograma resultante do sequenciamento do gene 16S rRNA do
isolado P1C2, demonstrou que a maioria das sequéncias foram de alta qualidade, apresentando
picos bem definidos, com altura, forma e intensidade uniformes.

Para identificar a bactéria presente na amostra P1C2, foi realizada uma anélise
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) utilizando a base de dados NCBI. Os parametros
adotados incluiram a utilizacdo do algoritmo BLASTn, com um e-value de 0,0 para garantir a
significancia estatistica das correspondéncias encontradas. A analise BLAST resultou na
identificacdo de diversas sequéncias com alta similaridade com a bactéria Bacillus subtilis
(Figura 23). As sequéncias obtiveram uma identidade de 99,75%, com uma cobertura de 100%

da sequéncia consultada, resultando na identificacdo de Bacillus subtilis, confirmando o
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resultado obtido pela identificacdo bioquimica. A utilizacdo da analise BLAST demonstrou-se
eficaz para a identificacdo precisa da espécie bacteriana.

Figura 23 — Analise BLAST utilizando a base de dados NCBI.

& blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi G & Q

NIH National Library of Medicine Login

National Center for Biotechnology Information

BLAST © » blastn suite » results for RID-6C2842C8013 Home RecentResults Saved Strategies Help
Save Search Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos 'DBack to Traditional Results Page
Job Title 2_FwW1 Filter Results
RID 6C2842C8013 search expires on 06-11 03:56 am Download All v
i Iy top 20 will appe
Program BLASTN@ Citation v WIS G e | exclude
Database nt  See details v Type common name, binomial, taxid or group name
=+ Add organism
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Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
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Fonte: National Center for Biotechnology Information (2024).

A espécie Bacillus subtilis pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Bacillales e familia Bacillaceae. E uma bactéria Gram-positivo, aerdbia, de crescimento rapido,
com células em forma de bastonete, e sob algumas condi¢des de crescimento, como déficit de
nutrientes, as células podem formar endoésporos, que sao liberados pela lise da célula-mée
(ERRINGTON; AART, 2020).

A espécie B. subtilis € comumente encontrada no solo, especificamente no solo
rizosférico, atuando em beneficios das plantas, sendo uma das mais utilizadas e estudadas
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) que ajuda na absorcéo de nutrientes e
crescimento de raizes (BLAKE; CHRISTENSEN; KOVACS, 2021).

A busca por microrganismos provenientes de fontes ambientais, como solos,
promove novas e interessantes descobertas para promissores usos biotecnologicos, aliada a
analise molecular, pode-se compreender e ampliar o entendimento do funcionamento desses

microrganismos em interacdo com o ambiente no qual sdo originarios, a interagdo entre espécies
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e até mesmo mecanismos de resisténcia, producdo de enzimas e atividade antagonista. O género
Bacillus, especificamente a espécie Bacillus subtilis € uma das mais estudadas e reconhecida
por seu potencial de producéo e atividade dos mais variados tipos, a identificacdo desta espécie
em solo de Terra Preta Antropogénica de uma regido da Amazonia oriental contribui e abre
portas para que novas pesquisas acerca desses microrganismos sejam realizadas.

A cepa Bacillus subtilis identificada molecularmente neste estudo demonstrou
interessante atividade enzimatica e antagdnica, porém, é necessario que mais testes com viés
quantitativo sejam realizados para confirmar o potencial e a viabilidade desta cepa para ser

utilizada na industria biotecnoldgica.

6 CONCLUSAO

A presente pesquisa identificou resisténcia a antimicrobianos em cepas de
Corynebacterium spp. e Bacillus spp. provenientes de amostras de solo, principalmente aos 3-
lactdmicos, como penicilina, oxacilina e ampicilina. Ndo houve diferenca significativa nos
perfis de susceptibilidade entre os isolados considerando a profundidade do solo.

Foram identificadas cepas de ambos os géneros com atividade enzimatica para
amilase, celulase e protease. E cepas com capacidade de produzir ao menos duas das enzimas
testadas, em que cepas de Corynebacterium spp. e Bacillus spp. se destacaram para protease.
N&o houve diferenca significativa nos perfis enzimaticos entre os isolados considerando a
profundidade do solo.

No antagonismo antibacteriano, 40% das cepas testadas foram capazes de
apresentar atividade antagonista contra S. aureus (ATCC 6538) e E. coli (ATCC 25922). N&o
houve diferenca significativa no antagonismo entre os isolados considerando a profundidade do
solo.

Dentre os isolados bacterianos mais promissores, foi identificada através de

biologia molecular uma cepa, pertencente a espécie Bacillus subtilis.
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