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Introdução

As bactérias são ferramentas importantes para a biotecnologia, dentre as quais podemos 
destacar Escherichia coli, empregada para a clonagem de genes e construção de vetores e 
Agrobacterium tumefaciens que é utilizada na transformação de plantas (Hwang et al., 2017). 
Desta forma, os antibióticos são importantes agentes seletivos para a seleção de recombinantes 
e para a inibição do crescimento da Agrobacterium sp. após o processo de transformação. 

Meropenem (M) é um antibiótico carbapenêmico que tem uma excelente atividade antimi-
crobiana contra quase todas as bactérias aeróbicas e anaeróbicas clinicamente relevantes, co-
mumente aplicado para o tratamento de infecções contra bactérias resistentes a antibióticos 
beta-lactâmicos de espectro estendido (Edwards, 1995; Mukhopadhyay et al., 2019). Cefotaxima 
(CF) é empregada em laboratório para a inibição da Agrobacterium spp (Jones; Thornsberry, 
1982; Priya et al., 2012; Nauerby et al., 1997). Espectinomicina (SP) e canamicina (CN) são uti-
lizadas em laboratórios de biotecnologia como agentes seletivos, no qual a resistência a esses 
antibióticos é conferida através de genes integrados as construções dos vetores de clonagem e 
transformação (Alvarez; Ordás, 2013).

Entretanto, a resistência a antibióticos pode variar de acordo com a estirpe bacteriana uti-
lizada. Para a estirpe EHA-105 de A. tumefaciens, que é uma das mais virulentas e eficientes 
na transformação de plantas, a resistência a antibióticos passa a ser um problema no posterior 
cultivo in vitro (Torregrosa et al., 2002). O cultivo in vitro é uma importante etapa após a transfor-
mação para o desenvolvimento e regeneração dos explantes, e a contaminação por bactérias é 
o principal empecilho durante este processo (Scherwinski-Pereira, 2010).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência de diferentes antibióticos sobre o cres-
cimento da estirpe EHA-105 de Agrobacterium tumefaciens. 

Material e métodos

Estirpe bacteriana e preparação do inóculo

A estirpe EHA-105 de Agrobacterium tumefaciens foi ativada a partir de um estoque em glice-
rol (25%) mantido a -80 °C. A ativação foi realizada por esgotamento com o auxílio de uma alça 
bacteriológica para a obtenção de colônias isoladas. O meio de cultura utilizado foi o LB ágar, 
preparado seguindo as recomendações do fabricante. A placa de ativação foi incubada por 72h 
a 28 ± 2 °C no escuro. 

O inóculo foi preparado em meio LB líquido suplementado com rifampicina (50 mg/L), a es-
tirpe utilizada apresenta resistência cromossômica a este antibiótico. Foi inoculado uma colônia 
em 10 mL de meio líquido em tubo falcon de 50 mL, submetido a agitação orbital a 160 rpm e  
28 °C por 24 horas. 

Após o período de incubação a bactéria atingiu a fase estacionária de crescimento (1,9 em 
O.D. 600). Esta cultura foi utilizada para avaliação de todos os antibióticos pela metodologia da 
difusão em poço sobre “top ágar”.
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Preparo das placas de difusão em top ágar

Inicialmente foi adicionando cerca de 15 mL de LB ágar (ágar 1,5%), em seguida, após a com-
pleta solidificação, foram dispostas a base cortada de ponteiras estéreis de 200 µL sobre o meio, 
de forma circular e equidistante. As ponteiras, tem como função formar um poço no qual foram 
posteriormente adicionados os antibióticos. 

Paralelamente, foram misturados LB ágar e LB líquido na proporção de 1:1, desta forma, 
reduzindo a concentração do ágar pela metade (ágar 0,75%). O LB com ágar reduzido foi inocu-
lado com equivalente a 0,4 µL/ mL da cultura estacionária, somente quando o meio apresentava 
uma temperatura próxima a 40 °C. Imediatamente após a inoculação, 15 mL do meio inoculado 
foi cuidadosamente vertido no centro das placas previamente preparadas, contendo o LB ágar 
(1,5%) com as bases das ponteiras dispostas sobre o meio. Após a completa solidificação do 
meio inoculado (aproximadamente 30 minutos), as ponteiras foram removidas cautelosamente 
com o auxílio de uma pinça estéril.

Foram avaliados quatro antibióticos em triplicata, totalizando 12 placas. Os tratamentos con-
sistiram em cinco diferentes concentrações para cada um dos antibióticos. As concentrações 
avaliadas variaram de acordo com cada antibiótico, no qual a concentração na terceira dose 
foi definida como o padrão recomendado na literatura. Somente água destilada autoclavada foi 
utilizada na dose zero. Em cada poço foi adicionado 40 µL do antibiótico em suas respectivas 
concentrações. Os antibióticos e as concentrações avaliadas estão apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Antibióticos e suas respectivas concentrações utilizados na inibição do crescimento da estirpe 
EHA-105.

Antibióticos Concentrações avaliadas (mg/L)

Cefotaxima 0 100 200 400 800

Canamicina 0 25 50 100 200

Espectinomicina 0 25 50 100 200

Meropeném 0 12,5 25 50 100

Variáveis analisadas e análise estatística  

As avaliações consistiram em medições do diâmetro do halo de inibição realizadas ao 1° , 
4°  e 6° dias após a inoculação. O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente 
Casualizado (DIC) e os dados avaliados por ANOVA a 5% de significância e posteriormente 
ajustados ao modelo de regressão não linear de Mitscherlich, no software Rstudio, utilizando o 
pacote AgroReg.

Resultados e discussão 

Todos os antibióticos avaliados apresentaram efeito de inibição contra a estirpe EHA-105, 
contudo, a eficiência variou significativamente dependendo do antibiótico e da dose utilizada 
(Tabela 2).  O M e a CF foram os antibióticos que apresentaram a maior inibição, ajustando-
-se ao modelo não linear de Mitscherlich (Figura 1). As inibições aumentaram rapidamente em 
função das doses, tendendo a se estabilizar a partir da terceira dose. Para o M, a maior inibição 
no primeiro dia foi de 3,97 cm na dose de 100 mg/L, entretanto, o uso de concentração quatro 
vezes menor do antibiótico (25 mg/L), apresentou 75% dessa inibição, sendo, portanto, a dose 
com melhor custo-benefício. 
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Tabela 2. Médias do halo de inibição de diferentes antibióticos em função das doses no decorrer dos dias 
de avaliação. 

Meropeném Cefotaxima
DOSE 1º DIA   4º DIA   6º DIA     DOSE 1º DIA   4º DIA   6º DIA  
0,0 0,00 e 0,00 d 0,00 d 0 0,00 e 0,00 c 0,00 -
12,5 2,50 d 2,47 c 2,23 c 100 1,27 d 0,00 c 0,00 -
25,0 2,97 c 3,07 b 2,83 b 200 1,57 c 0,00 c 0,00 -
50,0 3,43 b 3,60 a 3,40 a 400 1,83 b 1,80 b 0,00 -
100,0 3,97 a 3,97 a 3,80 a   800 2,03 a 2,17 a 1,90 -
CV(%) 1,74   6,39   6,98     CV(%) 5,10   8,61   -  

Canamicina Espectinomicina
DOSE 1º DIA   4º DIA   6º DIA     DOSE 1º DIA   4º DIA   6º DIA  
0 0 b 0 b 0 - 0 0 b 0 - 0 -
25 0 b 0 b 0 - 25 0 b 0 - 0 -
50 0 b 0 b 0 - 50 0 b 0 - 0 -
100 0 b 0 b 0 - 100 0 b 0 - 0 -
200 2,5 a 2,4 a 0 -   200 1,1 a 0 - 0 -
CV(%) -   -   -     CV(%) -   -   -  

*Médias seguidas das mesmas letras não diferem pelo teste Tukey a 5% de significância.

A CF apresentou o mesmo ajuste de inibição em função das doses, todavia, com uma inibição 
máxima estimada em 1,95 cm. Em relação ao M, a CF inibiu cerca de 50% menos (Figura 1D). 
Além de apresentar menor potencial de inibição, a CF mostra-se viável somente na dose de 200 
mg/L, cerca de 10x a concentração do M.

Figura 1. Ajustes de Mitscherlich do halo de inibição em função da dose. (A) Meropeném dia 1; (B) Meropeném dia 4; 
(C) Meropeném dia 6; (D) Cefotaxima dia 1. 
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Para a CN e SP, os desempenhos foram inferiores, havendo somente inibição na maior dose 
avaliada (200 mg/L), com 2,5 e 1,1 cm de inibição respectivamente (Tabela 2). Estes resultados 
não eram esperados, uma vez que, a estirpe utilizada não apresentava nenhum tipo de resistên-
cia a esses antibióticos, sendo estes comumente utilizados como agentes seletivos em vetores 
de transformação, na concentração de 50 mg/L (Brasileiro; Carneiro, 1998). Apesar disso, a 
utilização destes antibióticos em meio líquido inibe o crescimento bacteriano, não sendo reco-
mendado o seu uso em meio semissólido. 

Progressivamente, observou-se uma perda da atividade antimicrobiana e o crescimento da 
bactéria nas placas contendo os antibióticos CF, CN e SP. A redução da atividade, foi evidente 
na CF, na qual as doses de 400 e 800 mg/L apresentaram alguma inibição no 4° dia e somente 
a maior dose no 6° dia. Não foi observada nenhuma inibição no 4° e 6° dia para SP e para CN 
no 6° dia (Tabela 2). Todavia o M mostrou-se estável no decorrer de todo o período. Contudo a 
estabilidade do M pode variar dependendo da solução de reconstituição do antibiótico, da con-
centração final e da temperatura (Patel; Cook, 1997).

Conclusões

Meropeném foi o melhor antibiótico para a inibição da estirpe EHA-105 de Agrobacterium 
tumefaciens, o qual apresentou o melhor custo-benefício, estabilidade e eficiência. A dose reco-
mendada é a de 25 mg/L. 
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