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INTRODUCAO

A Caatinga, um bioma exclusivo do Brasil, abrange partes do Nordeste e norte de Minas
Gerais, caracterizando-se por solos com vegetacdo irregular e baixa produtividade
agricola devido a escassez de chuvas. Apesar das condi¢Ges adversas, a regidao abriga
uma rica diversidade de microrganismos, incluindo leveduras endémicas que ainda sdo
pouco estudadas. Essas leveduras tém potencial para produzir metabolitos secundarios
bioativos, como as toxinas Kkiller, que sdao relevantes na biotecnologia, especialmente no
combate a resisténcia a antibidticos, pois podem inibir o crescimento de bactérias (Persel,
2017; Vieira et al., 2021). Entre os patdgenos de interesse estdo Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, relevantes na medicina hospitalar devido a sua resisténcia
(Alds, 2015). O projeto tem como objetivo investigar a atividade antagonica das
leveduras da Caatinga contra essas bactérias, buscando novas alternativas para enfrentar
microrganismos resistentes e promovendo a valorizacdao da pesquisa em regides pouco
exploradas.

MATERIAL E METODOS OU METODOL OGIA (ou equivalente)

As leveduras do estudo foram coletadas pela Prof. Dra. Raquel Guimardes Benevides em
fevereiro de 2020, em Riachdo do Jacuipe, Bahia, resultando em 52 cepas, das quais 10
foram selecionadas para analise: P2L.D32, P2WE1, PINB1, P2LA1, P2NB1, P1SD1,
P1SC1, PINC1, PIWB2 e PINBI1. As cepas foram preservadas em ultrafreezer a -80°C
em Caldo Sabouraud com 20% de glicerol. Para reativagdo, cada cepa foi inoculada em
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caldo Yeast Peptone Glicose (YPG) a 27°C por 48 horas, seguindo a metodologia de
Yurkov et al. (2015), com modificagGes. As bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 e Staphylococcus aureus ATCC 12600 foram cedidas pela Fundagdao Oswaldo Cruz
e cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 24 horas a 37°C.

O teste de atividade antimicrobiana foi realizado pelo método de dupla camada adaptado
de Martins et al. (2005). Apds a inoculacdao em placas de agar Sabouraud Dextrose e
incubacdo, cloroférmio foi adicionado, seguido pela sobrecobertura com é&gar BHI
semi-sOlido contendo a cultura bacteriana. Os testes foram realizados em triplicata,
padronizando a densidade optica a 0,5 na escala de MacFarland. A producdo dos
extratos, as leveduras foram cultivadas em caldo YPG e incubadas em agar Sabouraud
Dextrose a 27°C por 7 dias, ap6s o que o material foi submerso em Acetato de Etila e
filtrado (Rios, 2022). Por fim, a avaliagdo da atividade bacteriana do extrato foi realizada
pelo método de difusdao em &gar por disco, conforme Bona et al., (2014) e normas do
CLSI (2022), utilizando discos embebidos em extratos e cloranfenicol como controle
positivo. Os halos de inibicdo foram medidos apés 24 horas de incubacdo a 36°C.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussao dos resultados)

No teste de dupla camada, 50% das leveduras avaliadas mostraram halo de inibigdo,
sendo 40% contra Pseudomonas aeruginosa e 10% contra Staphylococcus aureus
(Tabela 1). Dentro das que inibiram a Pseudomonas aeruginosa tém-se a PIWB2 e
P2WE1 cujos halos mediram em média 15 mm, P2LA1 com halo de 2 mm e PINB1 com
halo de 10 mm (Figura 1 e 2). A alta taxa de inibicdo observada contra esse patogeno é
particularmente relevante e pode estar relacionada com a competicao por nutrientes a qual
pode ter levado as leveduras a produzirem toxinas killers (Fredlund et al., 2002), cuja
eficacia se mostrou maior frente a estrutura gram-negativa da bactéria. Por outro lado,
apenas a levedura PINC1 teve alguma atividade contra Staphylococcus aureus, bactéria
gram-positiva, sem formacao de halo (Figura 2), indicando possiveis mecanismos de
resisténcia da bactéria, ligados a sua parede celular (Vieira et al., 2021).

Tabela 1: Atividade antimicrobiana das leveduras do solo da Caatinga, pelo método de dupla camada
frente a duas cepas bacterianas, pela presenca ou auséncia de halo de inibicao.

i Leveduras
Patogenos testados
P1WB2 P2WE1 P2LLA1 PINB1 PINC1
Pseudomonas aeruginosa + + + + -
Staphylococcus aureus - - - - +

Legenda:. (+) = halo presente; (-) = halo ausente.




Figura 1: Teste de dupla camada das leveduras P1WB?2 (1), P2WE1 (2),
P2LA1 (3) e PINBI1 (4), frente a Pseudomonas aeruginosa e PINC1 (5)
frente a Staphylococcus aureus.
Fonte: Autora.

O teste de difusdao em agar mostrou que P2NB1 apresentou um halo de 6 mm contra
Staphylococcus aureus, apesar de nao ter demonstrado atividade no teste anterior. Essa
discrepancia pode ser atribuida ao fato de que muitos antimicrobianos, como os
metabolitos secundarios, requerem mais tempo de crescimento do que o previsto
(Darabpour et al., 2012). A falta de atividade contra gram-negativas pode ser devido a
enzimas no espaco periplasmatico, que quebram moléculas estranhas (Cordeiro et al.,
2022). Além disso, a metodologia e a concentracdio dos microrganismos podem ter
influenciado os resultados, evidenciando a necessidade de mais estudos para entender as
interacOes quimicas e caracteristicas dos extratos. A pesquisa sublinha a importancia de
explorar leveduras como fontes potenciais de agentes antimicrobianos (Bona et al., 2014).

Figura 3: Teste de disco-difusdo da levedura
P2NB1 contra a Staphylococcus aureus
com o halo de inibicdo de 6 mm no “A”.
Fonte: Autora

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)

O estudo investigou a atividade antimicrobiana de leveduras de solo contra Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, patégenos hospitalares resistentes a antibidticos.
Nos testes de dupla camada, quatro isolados inibiram Pseudomonas aeruginosa,
enquanto apenas um foi eficaz contra Staphylococcus aureus. Nos ensaios de difusdao em
agar, apenas um extrato bruto, obtido com acetato de etila, mostrou atividade contra
Staphylococcus aureus. Os resultados sugerem que a Caatinga é um bioma promissor
para descobrir microrganismos que produzem substancias bioativas antimicrobianas. O
estudo destaca a necessidade de mais pesquisas com leveduras e outros microrganismos
da Caatinga, além da caracterizacdo das substancias e exploracdo de extratos com



diferentes solventes para identificar novos compostos que ajudem a combater a
resisténcia a medicamentos.
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