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RESUMO

O desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana ocorre frequentemente como
consequéncia do uso inadequado de antibidticos, que exerce uma pressao seletiva
sobre 0s micro-organismos, juntamente com praticas ineficazes de controle de infeccéo
que aceleram sua propagacdo. As bactérias tém se tornado cada vez mais resistentes
aos tratamentos atuais e os fungos coproéfilos sdo candidatos promissores para a
descoberta de substancias antimicrobianas devido a sua presenca generalizada e alta
competitividade. Neste trabalho foram isolados doze fungos filamentosos em
excrementos de herbivoros localizados em Recife, Pernambuco. Os isolados flngicos
foram identificados por meio da analise de biologia molecular e técnica de microcultivo.
Os fungos distribuidos entre os géneros Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Penicillium e Trichoderma foram testados através do método bloco de gelose contra as
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii e
Enterococcus faecalis. O estudo atual concluiu que as espécies Aspergillus terreus,
Aspergillus flavus, Penicillium citrinum e Trichoderma harzianum conferem atividade
antimicrobiana contra S. aureus e E. coli. Nenhum fungo foi capaz de inibir as bactérias
Enterococcus faecalis e Acinetobacter baumannii e as espécies Cladosporium
cladosporioides e Fusarium verticillioides ndo apresentaram resultados no teste
antagonico frente a nenhuma das bactérias estudadas. O investimento em pesquisas
sobre esses fungos pode ser uma estratégia importante para descobrir novos

antibiéticos e enfrentar o desafio crescente da resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Antagonismo microbiano, identificacdo molecular, Internacional Transcribed

Spacer, resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance development often occurs as a consequence of inappropriate use
of antibiotics, which puts selective pressure on microorganisms, along with ineffective
infection control practices that accelerate their spread. Bacteria have become increasingly
resistant to current treatments and coprophilic fungi are promising candidates for the
discovery of antimicrobial substances due to their widespread presence and high
competitiveness. In this work, twelve filamentous fungi were isolated in excrement from
herbivores located in Recife, Pernambuco. The fungal isolates were identified through
molecular biology analyzes and microculture techniques. Fungi distributed among the
genera Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium and Trichoderma were tested by
the agar block method against the bacteria Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Acinetobacter baumannii and Enterococcus faecalis. The present study concluded that the
species Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Penicillium citrinum and Trichoderma
harzianum confer antimicrobial activity against S. aureus and E. coli. No fungus was able to
inhibit the bacteria Enterococcus faecalis and Acinetobacter baumannii and the species
Cladosporium cladosporioides and Fusarium verticillioides did not present results in the
antagonistic test against any of the bacteria studied. Investing in research into these fungi
can be an important strategy to discover new antibiotics and face the growing challenge of

bacterial resistance.

Keywords: Microbial antagonism, molecular identification, Internacional Transcribed Spacer,
bacterial resistance.



LISTADE ILUSTRACOES

Figura 1 - Modelo esquematico do efeito dos antibidticos nas
DACTEIIAS ..o 24

Figura 2 — Representacdo dos mecanismos de acdo dos diferentes antibidticos

Figura 3 — Comparacdo da parede celular de bactéria Gram-positivas e Gram-

NEOALIVAS .....coiiiieeiiiei e e e e e e e e e e et e e e e e e e e et et e e e e e e e e e e et — e e aaeeerarrr 27

Figura 4 — Ciclo de vida representativo dos fungos copréfilos: A. Animal se alimentando
de vegetacéo e ingerindo esporos de fungos presente no material vegetal. B. Os esporos
sofrem agdo da digestao e apds o processamento do alimento, os esporos de espécies
coprofilas sdo eliminados com os excrementos. C. Esporos germinam e os fungos formam
estruturas de reproducdo, que encontram nos excrementos um ambiente favoravel para seu
desenvolvimento. D. Quando maduros, esses fungos liberam esporos que sdo transportados
por variosmecanismos, podendo chegar até a vegetacao que servira de alimento ao animal.
E.RecomecodO CICIOAEVITA ............ccouiiieceeecee et 39

Figura 5 — Localizacdo do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade

Federal Rural de Pernambuco, campus Recife, Pernambuco

Figura 6 — Coleta do material. A. Entrada do local de coleta. B. Material coletado. C.
Representacdo do método de coleta utilizando luvas e sacolas plasticas. D. Material
coletado depositado em placas de Petri identificadas contendo papel de filtro

umedecido com agua destilada esterelizada para incubacdo em camara umida

Figura 7 — Representagdo do isolamento e purificagdo das colbnias fangicas A.
Crescimento de fungos nos excrementos. B. Transferéncia do micélio fungico

filamentoso para placas de Petri com meio de cultura BDA. C. Incubacéo das placas



em BOD (28-30°C). D.Crescimento do fungo em placa e trasnferéncia do isolado para
tubos de ensaio esterelizados para
PUFTTICAIGEO. ... 46

Figura 8 — Representacao da técnica de microcultivo em lamina proposta por Riddell
(1950) A. Fungo isolado devidamente purificado em tubos de ensaio. B.Transferéncia
do micélio fungico filamentoso para placas de Petri com meio de cultura BDA e adicao
de laminulas previamente esterelizadas. C. Incubacédo das placas em BOD (28-30°C)
e crescimento do micélio. D. Lamina corada com azul de Amann. E. Inversdo da
laminula disposta na placa de Petri para a lamina. F. Visualizagdo no microscépio

(0] o110 10T a7

Figura 9 — Representacédo da reativacéo de bactérias utilizadas no presente trabalho.

A. Linhagens bacterianas preservadas. B. Reativacdo em caldo Mueller-Hinon em
mesa agitadora a 150 rpm a 37°C. C. Isolamento da colbnia utilizando 100 microlitros
de caldo Mueller Hinton em meio Agar Mueller Hinton em técnica de esgotamento. D.
Crecimento em estufa em 24 horas a 37°C. E. Representacdo da suspensdo
microbiana em solucéo salina a 0,9% F. Padronizagao das amostras a 0,08 a 0,13 em
625 nm de absorbancia. G. Agitacdo em vértex para homogenizacéo. H. Espalhamento

LT 1 ] T PSR 51

Figura 10 — Representacéo ilustrada do método de bloco de gelose ..........ccccceeennnne. 52

Figura 11 — Incubagéo e isolamento dos fungos. A. Incubagdo dos excrementos em
placa de Petri. B. Fungo isolado purificado

Figura 12 — Microscopia das espécies dos fungos filamentosos corados em Azul
d’Amann. A. Aspergillus terreus. B. Aspergillus flavus. C. Cladosporium
cladosporioides. D. Fusarium verticillioides. E. Penicillium citrinum. F. Trichoderma

DA ZI AU <. e e ettt 55

Figura 13 — Resultado do teste antagdnico do género Aspergillus positivo para
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A. Teste antagbnico de Aspergillus terreus
frente a bactéria Sthaphylococcus aureus com resultado médio de 19,17 mm. B. Teste



antagobnico de Aspergillus flavus frente a bactéria Escherichia coli com resultado médio
de 16,33 mm. C. Teste antagdnico de Aspergillus flavus frente a bactéria Escherichia
coli com resultado médio de 13,16 mm. D. Teste antag6nico de Aspergillus terreus
frente a bactéria Staphylococcus aureus com resultado médio de 13,3 mm. E. Teste

antagonico de Aspergillus flavus frente a bactéria Escherichia coli com resultado médio

Figura 14 — Resultado do teste antagbnico do género Trichoderma positivo para
Staphylococcus aureus. A. Teste antagonico de Trichoderma harzianum frente a
bactéria Sthaphylococcus aureus com resultado médio de 15 mm. B. Teste antagdnico
de Trichoderma harzianum frente a bactéria Sthaphylococcus aureus com resultado
(=T 1o X0 (ST SR o 1 o o T 59

Figura 15 — Resultado do teste antagbnico do género Penicillium positivo para
Staphylococcus aureus. A. Teste antagdnico de Penicillium citrinum frente a bactéria

Sthaphylococcus aureus com resultado médio de 13,5 mm

Gréfico 1 — Representacao da quantidade de fungos coprdfilos filamentosos isolados

R YL o [0 =T 1= o USSP 54



LISTADE TABELAS

Tabela 1 — Lista de alguns metabdlitos, com atividade antifangica, produzidos por
18] e T 1S3 o] o] o) 11 [0 43

Tabela 2 — Primers utilizados para identificacdo molecular em respectivos géneros de

fUNQGOS COPIOTIlOS ... e 49

Tabela 3 - Micro-organismos testes utilizados para avaliacdo da atividade
ANTIMICTODIANAL ..o 50

Tabela 4 — Espécies de fungos coprofilos identificadas e suas respectivas quantidades
B ISOIATOS ... 54

Tabela 5 — Registros dos fungos utilizados na pesquisa depositados na Micoteca
U RV ettt ettt e e e e e e et e e et e e e e e e e — e et e e e e e e e e aaanrraatreaaaeeeaans 56

Tabela 6 — Identificacdo de espécies de fungos copréfilos do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco...................... 56

Tabela 7 — Média aritmética dos halos de inibicdo de fungos filamentosos coprofilos
contra bactérias de interesse CliNICO ..., 58



ML

pm
ANVISA
BDA
BLASTn
cm

EPI
ESBL
ESP
EUA

ITS
LAB
LPS
MDR
MDR
mL
mm
MRSA
NCBI
ng
nm
OMS
PCR
RAM
RAM
rpm
SPE
UFC

UFPE
UFRPE

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

Microlitros

Micrémetro

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Batata Dextrose Agar

Basic Local Alignment Serch Tool
Centimetros

Equipamentos de Protecéo Individual
B-Lactamases de Espectro Estendido
Proteina de Superficie Enterocécica
Estados Unidos da América

Gramas

Internal Transcribed Spacer

Bactérias do Acido Latico
Lipopolissacarideos

Cepas Multirresistentes A Medicamento
Resisténcia a Multiplas Drogas

Mililitro

Milimetros

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina
National Center For Biothecnology
Nanograma

NanOmetros

Organizacdao Mundial da Saude
Polimerase Chain Reaction

Resisténcia Antimicrobiana

Resisténcia Antimicrobiana

Rotacao por minuto

Substancia Polimérica Extracelular
Unidades Formadoras de Col6nias

Universidade Federal de Pernambuco
Universidade Federal Rural de Pernambuco



°C Graus Celsius
UTls Unidades de Terapia Intensiva

VRE Enterococo Resistente a Vancomicina



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt e et aeeaennanis 18
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ottt 20
2.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA ......oouviieieieeeeciecee ettt 20
2.2 MECANISMOS DE DEFESA BACTERIANA ... 23
2.3 BACTERIAS RESISTENTES E INTERESSE CLINICO .....ccocooveiecieeece e, 28
2.3.1 ESCherciNia COli........ccouiiiiiiiiiiiiiii 28
2.3.2 SthaphylOCOCCUS AQUIEBUS .......ccevviiiiiiie e e ee e e e e e e e e e e e e 30
2.3.3 Acinetobacter DAUMANNII .........coiiiiiiiiiiiii e 32
2.3.4 ENterococCCus faeCaliS..........coooviiiiiiiiiiiiiii 34
2.4 FUNGOS COM POTENCIAL ANTIMICROBIANO......ccoutiiiiieiieeeieee e 36
2.5 FUNGOS COPROFILOS......cuiuiiiiiiieieieienesieie e snsnenenenes 38
3. MATERIAIS E METODOS.......c.oiiiiie e eeeete et ete ettt ete et ate e eeeene e 44
3.1 AREA DE COLETA ..ottt ettt ettt ettt ettt ete e e 44
3.2 COLETADE EXCREMENTOS ... .ot 44
3.3 INCUBACAO DAS AMOSTRAS FUNGICAS.......coovieoeeeeeeeeeeeeeeese e 45
34 ISOLAMENTO ...t e et e e e e et e e e e e eba e e e eaaans 46
3.5 IDENTIFICACAO ...ttt ae et nen . 46
3.6 ANALISE MOLECULAR .....oooiviiiecte ettt ate e eee e 47
3.7 REATIVAQAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS. ... 50
3.8 TESTE ANTAGONICO ... .couiiiiieiceeceeee ettt ettt 51
4. RESULTADOS E DISCUSSOES ......coiiiieiiecie et 53
5. CONSIDERAC}@ES FINALIS Lo 64

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coeviieeeeeeeeeeeeeee e 65



1. INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana pode ser considerada como um fenémeno ecolégico
gue surge como resposta das bactérias diante do amplo uso de antibidticos e da sua
presenca no ambiente (Levy, 2005). Existem varias razfes que justificam a necessidade
urgente de novos agentes antibioticos, sendo uma delas o fato de que as doencas
infecciosas sao a segunda maior causa de mortalidade no mundo, devido as altas taxas
de resisténcia microbiana (Luzhetskyy et al., 2007).

As bactérias sdo reconhecidas como uma das principais causas de doencas
infecciosas, devido ao significativo aumento nos niveis de resisténcia aos antimicrobianos.
Essas bactérias estdo se tornando cada vez mais eficazes em processos infecciosos
devido a presenca de mdltiplos fatores de viruléncia, o que contribui para sua elevada
patogenicidade e persisténcia (Akova, 2016). Nesse contexto, os fungos oferecem uma
nova perspectiva para enfrentar as crescentes taxas de resisténcia e explorar novos
meétodos de tratamento, visto que tém desempenhado um papel relevante como fonte
promissora de novos medicamentos com potencial terapéutico (Herrera et al., 2015).

Os fungos copréfilos formam um restrito grupo de saprébios especialmente
adaptados a viver em excrementos de animais, sobretudo herbivoros (Bills et al., 2013).
Estes organismos possuem grande importancia na ciclagem de nutrientes e sdo Uteis
indicadores de diversidade micolégica em diferentes substratos, podendo ser afetados por
fatores como luz, 4gua, e temperatura (Masunga et al., 2016). Além de apresentarem
capacidade de resisténcia a condicbes adversas como altas temperaturas, baixas
concentracfes de oxigénio e pH extremos, muitos também possuem um crescimento
satisfatorio em condi¢des de cultivo (Mumpuni et al., 2021).

Estes fungos sao relativamente pouco explorados em comparacdo aos fungos de
outros substratos e nichos bioldgicos, apesar do fato de serem candidatos promissores
para a descoberta de substancias antimicrobianas devido a sua presenca generalizada e
sua predominancia em um ambiente altamente competitivo (Hayhoe, 2016). Apresentam
caracteristicas Unicas que os tornam candidatos de destaque para a continua descoberta
de novos metabdlitos secundarios com efeitos antibidticos e além disso, para a exploracao
das possiveis funcdes que essas moléculas possam desempenhar na natureza (Bills et al.,
2013).

O estudo da resisténcia bacteriana frequentemente se concentra em micro-

organismos de relevancia epidemioldgica, como S. aureus, E. coli, entre outros (Michelin
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et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Lima et al., 2006). Dessa forma, o0 aumento da resisténcia
bacteriana aos antibidticos existentes, especialmente em pacientes imunocomprometidos,
tém impulsionado a necessidade crescente de pesquisas e desenvolvimento de novos
antimicrobianos (Bax, 2000; Gupte, 2002), tornando evidente a necessidade de identificar
outros agentes com potencial antimicrobiano.

Considerando os fungos coprofilos como excelentes competidores por recursos
contra bactérias, nematdides e outros fungos presentes em excrementos de herbivoros,
este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de fungos coprdfilos
frente a bactérias de interesse epidemioldgico, considerando a hipotese que fungos com
interacBes antagonistas conhecidas em substratos pouco estudados sdo promissores no

combate a estes micro-organismos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos sdo compostos de origem natural ou sintética, que atuam sobre
micro-organismos, inibindo seu crescimento ou inviabilizando sua reproducdo. Essas
substancias sdo empregadas tanto de forma preventiva quanto terapéutica, representando
um avanco farmacolégico de grande relevancia e ampla utilizacdo (Mota et al., 2010).
Micro-organismos submetidos a antibioticos sofrem alteracdes naturais aleatorias em seus
genomas como uma reacdo ao tratamento. Essas modificagdes, a longo prazo, sao
incorporadas ao genoma do micro-organismo, e com o passar do tempo, a acumulacao
dessas adaptacdes de sobrevivéncia pode levar ao desenvolvimento da resisténcia
antimicrobiana (RAM) (Lomazzi et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana ocorre quando micro-organismos, como bactérias,
virus, fungos e parasitas, desenvolvem mecanismos que reduzem ou anulam
completamente a eficacia dos medicamentos tradicionalmente empregados no tratamento
de infeccbes (Santos, 2004). Isso ocorre devido a varios fatores, como a notavel
capacidade de adaptacédo, permitindo que os micro-organismos sobrevivam em condi¢cdes
adversas, como altas temperaturas, salinidade extrema, auséncia de luz, entre outras
circunstancias desafiadoras. Além disso, as bactérias tém a capacidade de se reproduzir
rapidamente, enquanto os antimicrobianos, em contraste, apresentam uma ag¢ao mais
lenta em comparacdo ao ciclo reprodutivo microbiano. Essa disparidade dificulta a
contencdo e o tratamento eficaz das patologias causadas por bactérias (Martinez et al.,
2019).

A RAM ocorre em cepas de micro-organismos que conseguem sobreviver aos
medicamentos, demonstrando habilidade para se reproduzir e resistir a doses elevadas de
antimicrobianos eficazes em seres humanos, perdendo a sensibilidade ao medicamento
(Pedrotti et al., 2011). Esta adaptacdo representa um dos maiores desafios enfrentados
pela saude publica em escala global, uma vez que as doencas infecciosas permanecem
como uma das principais causas de mortalidade tanto em humanos quanto em animais
(Ventola, 2015), devido ao uso constante e irresponsavel de antibioticos na industria
alimenticia, medicina e agricultura.

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928, destacou-se como uma

das descobertas cientificas mais significativas na area médica, desempenhando um papel
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crucial no controle de infec¢Bes bacterianas. Desde entdo, o amplo uso da penicilina apés
a Segunda Guerra Mundial provocou o surgimento das primeiras cepas de bactérias
(Santos, 2004), e até os dias atuais, esta capacidade de resisténcia tem evidenciado uma
prevaléncia crescente em ambientes de saude (HICPAC, 2006; Silveira et al., 2006).

A resisténcia bacteriana pode surgir através de diversos mecanismos, sejam eles
intrinsecos ou adquiridos. A resisténcia intrinseca € natural, fazendo parte do processo
evolutivo bacteriano. Por outro lado, a resisténcia adquirida é resultado da presséo seletiva
causada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, podendo envolver mutacfes
genéticas que originam genes de resisténcia, 0os quais podem ser transferidos entre
diferentes espécies bacterianas (ANVISA, 2007).

O elevado indice de utilizacdo de antibioticos est4 associado a questdes
relacionadas a indicacéo, selecao e prescri¢cdo (Wannmacher, 2004). O uso descontrolado
dessas substancias desenvolveu mecanismos de adaptacdo nos micro-organismos, e

consequentemente, resultou na reducao da eficacia dos medicamentos. Os micro-
organismos podem adquirir resisténcia a um ou a varios agentes antimicrobianos. Essas
variacfes sao frequentemente designadas como cepas multirresistentes a medicamentos
(MDR). Infec¢des provocadas por MDR apresentam desafios no tratamento e podem
elevar os indices de morbidade e mortalidade (Dijkshoorn et al., 2007; Saha et al., 2014).
A multirresisténcia destes organismos estao relacionadas a deficiéncias nos
procedimentos de biosseguranca hospitalares, tais como o uso inadequado de
equipamentos de protecao individual, falhas na higienizacdo das maos, ineficacia nos
procedimentos de controles microbiolégicos e no monitoramento de pacientes em situacao
suspeita ou em risco de infeccao por patdégenos resistentes (Oliveira e Silva, 2008).
Adicionalmente, sao observadas praticas inadequadas de isolamento de pacientes
contaminados, escassez ou falta de assisténcia para atender as prescricées médicas, bem
como, a falta de acompanhamento aos pacientes que utilizam antibiéticos (SECRETARIA
DO ESTADO DA SAUDE, 2024). Nessas situacdes, os pacientes ndo sdo devidamente
orientados pelo profissional quanto a sua condicao patoldgica, a prescricao do
medicamento, sua concentracdo, modo de uso, duracdo do tratamento e as condicdes
apropriadas de armazenamento (Ferracini et al., 2014; Gurgel e Carvalho, 2008).

Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os antibioticos tém
sido frequentemente utilizados de maneira inadequada, sendo prescritos em varias
situacdes clinicas sem evidéncias que respaldem sua indicacdo adequada (ANVISA,

2022). Em até 60% dos casos de infec¢cdes respiratérias, os antibioticos sdo empregados
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de forma desnecessaria (Novaretti, 2014). Frente aos preocupantes indices de resisténcia
bacteriana e as desafiantes dificuldades em combater esse uso abusivo, a ANVISA
implementou a Resolucdo RDC 20/11, que estabelece regulamentacfes para a venda
desses medicamentos em farmacias e drogarias, exigindo a retencao da receita (Silva et
al., 2012). Essa iniciativa busca mitigar a automedicacao e a dispensagao sem prescricao
médica, conforme destacado por Alvarez Castell6 et al., (2008). Vale ressaltar que antes
da Resolucéo a responsabilidade pelo uso indiscriminado foi atribuida as farmécias. Apos
a implementacéo do controle na distribuicdo, nota-se um agravamento crescente, devido
a falta de observancia ou conhecimento por parte dos prescritores, influéncias de
propagandas, distribuicbes de amostras e a fragilidade no ensino da medicina e das
profiss6es de saude no Pais (Dandolini et al., 2012).

De acordo com a Fundacdo Oswaldo Cruz, o Brasil ocupa a 172 posi¢ao entre 65
paises pesquisados em relacdo ao numero de doses de antibidticos consumidas
(FIOCRUZ, 2022). Esse cenario é resultado do emprego indiscriminado de antibiéticos que
demanda atencdo especial, visto que a utilizacdo excessiva desta categoria de farmacos
pode propiciar o incremento da resisténcia microbiana, comprometendo,
consequentemente, a eficacia dos tratamentos (Carcute, 2007). De acordo com Santana
et al. (2014), o aumento da resisténcia bacteriana a varios agentes antimicrobianos
acarreta desafios nos cuidados terapéuticos individuais e contribui para 0 aumento das
taxas de infeccbes hospitalares. Embora possam nédo ser totalmente eficazes para
combater a resisténcia bacteriana ja estabelecida, estratégias que visam reduzir o uso de
antimicrobianos podem desempenhar um papel fundamental na preven¢ao do surgimento
de resisténcias adicionais. Portanto, € crucial que medidas nacionais voltadas para um
maior controle do uso desses medicamentos sejam desenvolvidas e amplamente

implementadas (Zimerman, 2010).

Para a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia antimicrobiana
representa uma das 10 principais ameacas a saude global enfrentadas pela humanidade
atualmente. Aproximadamente 35% das infecgcfes humanas comuns j& demonstram
resisténcia aos medicamentos disponiveis (WHO, 2014). A OMS destaca que a falta de
acesso a antimicrobianos de qualidade é um desafio significativo, afetando paises em
todos os niveis de desenvolvimento, resultando na morte de cerca de seis milhdes de
pessoas anualmente (BRASIL, 2021).
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Conforme sugerido por Guardabassi e Prescott (2015), uma estratégia para mitigar
0 impacto da resisténcia antimicrobiana € a educacdo adequada. Este enfoque reduz o
uso inadequado de antimicrobianos e melhora a compreenséao e aceitacao das estratégias
de administracdo. Ademais, € essencial aumentar o investimento em novos
medicamentos, ferramentas de diagnostico, vacinas e outras intervencdes, alinhado com
0 aumento da pesquisa nesse campo. Contudo, conforme indicado pelo Plano de Acéo
Global para o Enfrentamento & Resisténcia aos Antimicrobianos, elaborado pela OMS,
varias empresas interromperam suas pesquisas devido a falta de atratividade e
investimentos nesta area em comparacao com outros campos (Estrela, 2018).

Considerando a relevante preocupacdo com o0 surgimento da resisténcia
bacteriana, as intervencdes para controlar sua disseminacdo envolvem uma série de
estratégias. Estas incluem a educacdo dos profissionais de saude, a deteccdo de
pacientes em risco através da vigilancia por cultura, a implementacao de isolamento por
contato para pacientes colonizados ou infectados, o uso de Equipamentos de Protecéo
Individual (EPI), a prética de higienizacdo das maos, desinfeccdo de superficies, restricao
e controle do uso de antimicrobianos, a manutencdo de um banco de dados com a
identificacdo de todos os pacientes colonizados ou infectados, bem como a educacao do

paciente e a reformulacao das politicas publicas (Oliveira, 2003; Jarvis, 2004; Pittet, 2005).
2.2 MECANISMOS DE DEFESA BACTERIANA

As bactérias multirresistentes sdo organismos que demonstram resisténcia a um
grande numero de antimicrobianos. Suas manifestacdes de resisténcia podem ter diversas
origens, incluindo, por exemplo, o uso inadequado de antibiéticos (Dienstmann, 2010).
Para os antibidticos serem realmente eficazes, € importante que haja uma concentracao
adequada no local da infeccdo. Eles tém dois papéis principais (Figura 1): a acéo
bacteriostatica, que interrompe o crescimento das bactérias, e a agdo bactericida, que
destroéi diretamente a populacdo bacteriana. A acéo bacteriostatica impede o crescimento
das bactérias, mantendo-as em um estado estacionario (Pankey e Sabath, 2013) enquanto
0 bactericida ataca os processos vitais das células bacterianas, levando-as a morte
(Goodman e Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Lago, 2011). Dessa forma, a selecao de
antibidticos € baseada principalmente em sua eficacia em relacdo a sua atividade
microbioldgica, que é avaliada in vitro e corresponde a capacidade do antimicrobiano de

ser bactericida ou bacteriostatico (Moreira, 2004).
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Figura 1 — Modelo esquematico do efeito dos antibiéticos nas bactérias

Antibiotico

B ® :

N© de bactérias

Sem antibiotico

Antibiotico bacteriostatico

Antibiotico bactericida

Fonte: Ramirez Jorge H. Antibidticos (2014).

Os medicamentos antibacterianos podem ser categorizados em grupos (Figura 2),
incluindo exemplos importantes como os inibidores de enzimas especificas que afetam a
integridade e sintese do DNA, aqueles que visam 0s processos de transcri¢cao e traducéo,
interferindo na sintese de RNA e proteinas para inibir as atividades bacterianas, e 0 grupo
responsavel por interromper fases especificas na sintese da parede celular das bactérias
(Silva Duarte et al., 2019).
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Figura 2 — Representacdo dos mecanismos de acéo dos diferentes antibidticos

SINTESE DAS PURINAS
SINTESE DO ACIDO FOLICO

FUNCAD E ESTRUTURA

Fonte: Aurea (2018).

As bactérias desenvolvem resisténcia por meio do processo de selecdo natural.
Quando sdo expostas a um determinado antibiético, as cepas mais suscetiveis séo
eliminadas, sobrevivendo apenas as mais resistentes, que entdo transmitem seus genes
para as geracdes subsequentes (Lima, 2011). Isso ocorre quando O micro-organismo
adquire genes que permitem interferir no mecanismo de acdo do antibiético, seja por
mutacao espontanea do DNA ou por modificacdo e transferéncia de plasmideos (Antonio,
et al., 2009).

A resisténcia enzimatica ocorre quando as bactérias produzem enzimas que
degradam ou inativam os antibiéticos, envolvendo trés tipos de reacdes enzimaticas:
hidrélise, transferéncia de grupos quimicos ou processo de oxirreducdo (Da Costa e Silva
Junior, 2017). Uma das principais enzimas responsaveis pela degradacdo de antibioticos
sdo as chamadas B-lactamases. Um dos mecanismos mais eficazes de resisténcia

bacteriana é a producéo de um catalisador do anel B-lactamico, que € hidrolisado para
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inativar o agente antibacteriano e impedir sua acdo contra as enzimas responsaveis pela
sintese da parede celular bacteriana (Bertoncheli e Horner, 2008).

A presenga dessa enzima em um micro-organismo justifica sua sobrevivéncia em
um local de infeccdo, mesmo com o uso de um B-lactamico. A sintese dessas enzimas é
induzida tanto pela presenca de antibiético B-lactamico quanto de precursores da parede
celular do meio extracelular (Nagano et al., 1999). Além disso, pode afetar a sobrevivéncia
de outros micro-organismos sensiveis ao antibiético, que podem ser beneficiados quando
0 micro-organismo produtor da enzima esta presente como parte de uma microbiota mista
(Tavares, 2001). O género Staphylococcus inclui exemplos de bactérias que
desenvolveram resisténcia aos antibidticos B-lactamicos adquirindo a capacidade de
produzir B-lactamase, enzima responsavel por hidrolisar antibiéticos e obter uma nova
proteina de ligacao a penicilina (Da Silva Oliveira et al., 2009).

Para a sobrevivéncia de qualquer bactéria é importante manter a integridade de sua
parede celular, e para que um antimicrobiano possa exercer sua acao inibindo ou
destruindo um micro-organismo, € necessario que ele atravesse a parede e a membrana
celular da bactéria e, em seguida, se fixe ao seu alvo (Daza-Perez, 1998). A estrutura da
parede celular difere entre as bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas (Figura 3). A
parede celular é suficientemente flexivel devido a sua estrutura, composta pelo
peptidoglicano, que apresenta um alto indice de ligacdes cruzadas (Goodman e Gilman's,
2008). As bactérias Gram-negativas naturalmente demonstram resisténcia intrinseca
devido a sua menor permeabilidade, que é ocasionada pela existéncia de uma membrana
externa constituida por fosfolipidios, lipoproteinas, proteinas e lipopolissacarideos (LPS),
além da camada de peptidoglicanos (Machado et al., 2019).
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Figura 3 — Comparacéo da parede celular de bactéria Gram-positivas e Gram-negativas
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Fonte: Silvestre, (2020).

A acao dos antibiéticos interfere na sintese do peptidoglicano, que é crucial para
manter a integridade da parede celular bacteriana (Soares et al., 2012). Sendo assim, a
maior complexidade da dupla parede celular desses micro-organismos € destacada em
comparacdo com a estrutura simples da parede celular das bactérias Gram-positivas
(Janssen et al., 1987; Shapiro et al., 1994; Helander et al., 1998). A resisténcia causada

s

pelo efluxo em bactérias Gram-negativas € um problema mais intrincado, devido a
presenca de uma membrana externa que dificulta a entrada do antimicrobiano na célula
(Silva, 2017). A maior susceptibilidade das bactérias Gram-positivas em comparacdo com
as Gram-negativas se deve principalmente a presenca de uma camada externa
fosfolipidica nas Gram-negativas, 0 que as torna impermedaveis a solutos lipofilicos
(Nikaido e Vaara, 1985). Por outro lado, as bactérias Gram-positivas ndo possuem essa
barreira seletiva tdo eficaz, jaA que possuem apenas uma camada externa de
peptidoglicanos, tornando-as mais vulneraveis (Scherrer e Gerhardt, 1971).

Nogueira et al. (2016) afirmam que as bactérias utilizam diversos mecanismos para
resistir aos antibioticos, incluindo mutacdes que dificultam o acesso dos antibacterianos
ao seu alvo, bombas de efluxo capazes de expulsar os antibiéticos, enzimas que
degradam ou alteram a estrutura quimica dos antibidticos, e mudancas nas paredes ou
membranas bacterianas, modificando o local de ligacdo dos antibidticos. A resisténcia

bacteriana pode surgir devido a muta¢cdes genéticas, um evento espontaneo que resulta
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em erros na replicagdo do DNA. Geralmente, envolve a delecéo, substituicdo ou adi¢éo
de um ou mais pares de bases, o que leva a altera¢cdes na composi¢cdo de aminoacidos
em determinados peptideos. Essas mutacdes podem ocorrer na presenca ou auséncia de
antibidticos, sendo que o papel da droga pode ser apenas o de selecionar os mutantes,
favorecendo seu crescimento em detrimento das células normais sensiveis ou a
transferéncia de genes resistentes entre micro-organismos (Tavares, 1996).
A transferéncia de genes pode ocorrer através de estruturas como os plasmideos
durante a conjugacédo, ou por meio de bacteriéfagos, que sao virus que utilizam o
maquinario de uma bactéria, na qual se hospeda e transfere o DNA de uma bactéria para
outra por meio de transducdo e transformacédo. Na transformacdo, o DNA bacteriano
proveniente de bactérias lisadas no ambiente é absorvido ou captado por outras bactérias
(Nascimento, 2016). Durante a transformacao, as bactérias tém a capacidade de adquirir
carga genética externa, o que pode conferir resisténcia. Esse processo envolve a
incorporacdo de DNA livre, contendo genes de resisténcia, ao proprio genoma bacteriano.
Durante a transducdo, a bactéria age como hospedeira de um virus chamado
bacteriéfago, que infecta e se reproduz dentro de células bacterianas. Ele usa o
maquinario celular da bactéria para replicar seu material genético e produzir novos virus.
Durante esse processo, € possivel que ocorra a transferéncia de material genético entre
o bacteriéfago e a bactéria hospedeira. Isso pode incluir a transmissao de genes de
resisténcia a antibioticos ou outros fatores de viruléncia da bactéria.

Na conjugacéo, tipo de reproducédo bacteriana que envolve a transmissdo de
elementos de resisténcia, pode ocorrer transmissdo horizontal, como por exemplo
plasmideos, que podem conter genes de resisténcia a determinados antibiéticos. Além
disso, ha os transposons, que sao segmentos moveis especializados de DNA, podendo
estar inseridos aleatoriamente em plasmideos e/ou cromossomos bacterianos, e serem
transferidos entre bactérias da mesma espécie ou entre bactérias de diferentes cepas ou

espécies (Cohen e Tartasky, 1997; Berger e Mccallum, 2006).
2.3 BACTERIAS RESISTENTES DE INTERESSE CLINICO

2.3.1 Escherichia coli
O principal agente etiolégico das infec¢des do trato urinario adquiridas na
comunidade € a bactéria Escherichia coli (E. coli). Esta bactéria esta fortemente associada



a recorréncia das infecgbes e tem demonstrado um aumento na resisténcia devido a
multiplos mecanismos relacionados ao uso indiscriminado e excessivo de antibibticos.
Esta bactéria é reconhecida por sua alta capacidade de desenvolver resisténcia
antimicrobiana (Sojka, 1971).

E. coli, € um bacilo Gram-negativo, classificada na familia das Enterobacteriaceae.
Ela se movimenta através de flagelos ou pode ser imdével, com dimensbes de
aproximadamente 2 um de comprimento e 0,5 um de diametro. Estas bactérias utilizam D-
glicose e outros carboidratos como fonte de energia, produzindo &cido e gas como
produtos metabdlicos. Geralmente é encontrada na microbiota intestinal de animais
(Cunha, 2006). Esta bactéria resistente afeta aves jovens com idades entre 4 e 9 semanas,
pois nesta faixa etaria elas sdo mais suscetiveis a problemas respiratérios. Por outro lado,
em aves adultas, a enfermidade esta mais associada a casos de salpingite (Ferreira e
Knobl, 2000). A infeccdo provocada por E.coli resulta em perdas econfmicas
consideraveis na avicultura em diversas regiées do mundo (Gross, 1991; 1994).

E.coli representa aproximadamente 70 a 80% das amostras isoladas em laboratoério
diagnosticadas com infec¢des no trato urinario (Aradjo e Queiroz, 2012; Resende et al.,
2016). Resende et al., (2016) afirma que uma das adaptacdes que confere resisténcia a
essa bactéria é sua capacidade de se aderir as células da uretra e formar um biofilme,
proporcionando protecdo contra diversas formas de agressdo, como escassez de
nutrientes e exposicao a antibidticos.

Essa bactéria demonstra alta capacidade de prosperar em temperaturas mais altas
do que outras bactérias e geralmente se encontra predominantemente no trato intestinal
de seres humanos e animais de sangue quente (Fernandes e Gois, 2015). Estudos
recentes mostraram ainda que esta bactéria pode sobreviver por longos periodos no meio
ambiente, e potencialmente se replicar, na agua, em algas e em solos, sobretudo em
ambientes tropicais (Ishii e Sadowsky, 2008). Ademais, Benedette et al., (2008) afirma que
E.coli, bem como, Staphylococcus aureus e outras bactérias patdégenas, sdo as prinicipais
bactérias ambientais contagiosas.

E. coli é objeto de extensa pesquisa devido a variedade de maneiras como impacta
a saude humana (Sanchez, 2023). Esta bactéria € o principal agente causador de
infeccdes entéricas transmitidas por agua e alimentos contaminados, € prevalente em
grupos populacionais sem acesso adequado a saneamento basico, assim como em
individuos mais suscetiveis, como idosos e criancas imunocomprometidas (Vieira, 2004).

Por conta de sua abundancia na microbiota intestinal de humanos e animais, € comumente
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utilizado como indicador de contaminacao fecal (Amaral et al., 2003).

E. coli € considerada um indicador de resisténcia antimicrobiana de bactérias Gram-
negativas. Um dos principais mecanismos de resisténcia desta bactéria esta ligada a
producéo de enzimas inativadoras, como as [3-lactamases de espectro estendido (ESBL) e
metal-B-lactamases, dada a codificacdo de enzimas como as ESBL para degradar esses
antimicrobianos (Krishnamoorthy et al., 2016). Alguns dos antimicrobial resistance genes
ARGs localizados em E. coli prevalentes que codificam resisténcia a B-lactamicos sao:
blaCTX, blaTEM e blaSHV (Khalifa et al., 2021).

Essas enzimas, tém uma capacidade crescente de degradar diferentes classes ou
subclasses de B-lactamicos (Cabral, 2011). Pesquisas realizadas por Alves et al., (2016)
revelaram que as bactérias E. coli demonstraram uma elevada resisténcia aos antibioticos
B-lactamicos, especialmente a ampicilina (52,8%) e amoxicilina, com uma taxa de
resisténcia de 33,1%. Além disso, a familia Enterobacteriaceae demonstra uma
consideravel resisténcia a diversos farmacos, incluindo trimetoprim-sulfametoxazol,
tetraciclina, cloranfenicol e acido nalidixico (Mosquito et al., 2011).

O uso de antibidticos para tratar possiveis infeccbes tem contribuido para o
surgimento de linhagens bacterianas resistentes, uma ocorréncia cada vez mais frequente.
Isso acarreta sérias consequéncias tanto para a industria avicola quanto para a satde da
populacdo consumidora, devido ao risco de transferéncia horizontal de resisténcia entre

micro-organismos comuns e patogénicos (Blanco et al., 1997; Cohen, 2000).
2.3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, assim como outras bactérias desse género, sdo cocos
Gram-positivos, com diametro variando de 0,5 a 1,5 um, podendo se apresentar de forma
isolada, em pares, em cadeias curtas ou agrupadas de maneira irregular. A relevancia
clinica de S. aureus tem aumentado significativamente, devido ao aumento na incidéncia
de infeccbes hospitalares graves causadas por cepas multirresistentes, mesmo em
ambientes comunitarios, um fenbmeno anteriormente pouco comum. Estas cepas
demonstram sensibilidade a varios agentes antimicrobianos como penicilinas,
cefalosporinas, eritromicinas, aminoglicosideos, tetraciclinas e cloranfenicol. No entanto,
€ conhecida por sua notavel capacidade de desenvolver resisténcia a esses

medicamentos. Portanto, a selecdo apropriada da terapia antibiética para infeccbes
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estafilococicas deve ser baseada nos resultados de testes de sensibilidade (Alés, 2015;
Linares Rodriguez e Martinez Menéndez, 2005).

Essas bactérias se evidenciam como um dos principais patégenos bacterianos em
diversas regides do mundo, sobretudo devido a sua habilidade persistente de desenvolver
mecanismos de resisténcia a uma ampla gama de antibioticos contemporaneos (Cassat e
Thomsen, 2021). Alguns fatores que contibuem para sua viruléncia sdo: componentes da
superficie celular, toxinas e enzimas, os quais desempenham um papel crucial na protecao
bacteriana e tém efeitos toxicos em humanos e animais. Embora seja comumente
encontrada na microbiota normal do corpo humano, esta bactéria pode causar uma
variedade de patogenicidades, como infeccdes cutaneas e subcutaneas, bacteremia,
endocardites, pneumonia, empiema, osteomielite, artrite, sindrome do choque téxico,
sindrome da pele escaldada e intoxicacao alimentar (Santos et al., 2007; Trabulsi et al.,
2008).

O desafio no tratamento de infec¢des causadas por esta bactéria é resultado do uso
indiscriminado de antibiéticos em seres humanos, levando ao surgimento de MDR
(Matuszewska et al., 2022). Uma das caracteristicas pertencentes a S. aureus é a
producdo e secrecdo de uma substancia polimérica extracelular (SPE), comumente
conhecida como biofilme. O biofilme desempenha o papel de uma barreira de protecao,
facilitando a resisténcia e a neutralizacdo dos efeitos dos antibiéticos pelo micro-
organismo, o que complica o tratamento (Idrees et al., 2021). Por conta destes fatores,
esta bactéria € possivelmente um dos patdégenos mais preocupantes devido a sua
viruléncia inerente, sua habilidade de causar uma variedade ampla de infeccdes
potencialmente mortais e sua capacidade de se adaptar a diferentes condicbes ambientais
(Lowy, 1998; Waldvogel, 2000).

Um dos componentes essenciais para a sobrevivéncia e capacidade de infec¢ao de
S. aureus é a sua parede celular, constituida por uma camada de peptidoglicano, que
desempenha um papel fundamental na manutencéo da morfologia celular e na resisténcia
a pressao osmotica (Romaniuk e Cegelski, 2015) e a sua membrana celular composta de
uma bicamada fosfolipidica que funciona como uma barreira seletivamente permeavel,
protegendo a célula contra a entrada de substancias nocivas, incluindo antibiéticos (Hurdle
et al., 2011). A presenca de capsula, proteinas superficiais, toxinas extracelulares
(hemolisinas e enterotoxinas), enzimas extracelulares (incluindo coagulase,
estafiloquinase, nucleases, proteases e hialuronidases), e a capacidade de formar biofilme

sao considerados importantes fatores de viruléncia para S. aureus (Algammal et al., 2020;
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Mccarthy et al., 2015)

Em 2019 estima-se que ocorreram cerca de 4,95 milhdes de mortes relacionadas a
RAM. Sendo os seis principais patdgenos associados: E.coli, seguido por S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa, responsaveis por aproximadamente 3,57 milhdes de mortes
relacionadas a RAM no mesmo ano (Murray et al., 2022). Além da preocupacdo com o
aumento da resisténcia aos antibiéticos, destaca-se a questido da formacado de biofilmes
por S. aureus que a protegem em ambientes adversos, acrescentando uma camada extra
de complexidade ao desafio da resisténcia antimicrobiana (Craft et al., 2019).

As internacdes causadas por infeccdes estafilococicas ocorrem com frequéncia e
geralmente estdo ligadas a elevadas taxas de mortalidade e aumento nos gastos com
saude (Suaya et al., 2014; Zhen et al., 2020). Os atributos de viruléncia de S. aureus
compreendem a mecanismos que facilitam a aderéncia das células bacterianas aos
tecidos do hospedeiro (Vazquez et al., 2011), suprimindo ou evitando a resposta
imunologica (Genestier, et al., 2005), invadindo os tecidos (Edwards et al., 2012) e

provocando toxicidade (Argudin et al., 2010; Bukowski et al., 2010).

2.3.3 Acinetobacter baumannii

O género Acinetobacter, classificado na familia Moraxellaceae, é composto por
cocobacilos Gram-negativos que apresentam dimensfes de 1,0 a 1,5 por 1,5 a 2,5 um
durante a fase logaritmica de crescimento, porém frequentemente assumem uma forma
mais cocoide na fase estacionaria (Bergogne-Bérézin; Towner 1996; Almasaudi, 2018).
Reconhecida como uma bactéria oportunista, essa espécie exibe uma notavel capacidade
de desenvolver resisténcia a antimicrobianos e de colonizar véarias superficies por periodos
prolongados. Esse fenbmeno resulta em desafios significativos no tratamento devido a
limitacdo de opcdes antibidticas (Sharma et al., 2014), sendo considerado um grave
problema de saude publica em escala global (Vieira; Picoli, 2015).

Presentes em todos os lugares na natureza, essas bactérias sdo parte da flora
normal da orofaringe, pele humana e perineo de cerca de 20 a 25% dos individuos
saudaveis (Roy et al.,, 2015), espécies desse género representam uma das maiores
ameacas a saude publica global por conta da sua resisténcia aos antibiéticos (Alav et al.,
2003). Sao responsaveis pela principal incidéncia de doencas hospitalares e infeccdes nos

Estados Unidos da América (EUA), sendo consideradas desafios clinicos de grande
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magnitude no século XXI (Mayandi, et al.,2020). Esse grupo de bactérias esta ligada a
infec¢Bes hospitalares, como pneumonia, infec¢des sanguineas, de pele e tecidos, do trato
urinario e feridas, incluindo meningite. A contaminacdo e desenvolvimento dessas
infeccbes geralmente estdo associados a cirurgias, lesdes, queimaduras, nascimentos
prematuros, historico de internagdo, permanéncia em UTIs, tempo de hospitaliza¢do, uso
de ventilagdo mecanica e cateteres (Almasaudi, 2018).

Espécies de Acinetobacter demonstram notavel capacidade de adaptacdo a
ambientes adversos, utilizando diversas fontes de carbono e prosperando em uma ampla
gama de condi¢des, incluindo variacdes de pH, umidade e temperatura, além de exibir
resisténcia a desinfetantes. Esses atributos, aliados a sua capacidade de adesao e criacdo
de biofilmes em superficies bidticas e abidticas, promovem sua persisténcia prolongada
no ambiente hospitalar (Juni, 1978; Jawad et al., 1998; Wisplinghoff et al., 2007; Peleg et
al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia em Acinetobacter spp. incluem: producdo de
enzimas que inativam antimicrobianos, perda de porinas que facilitam a entrada dos
antimicrobianos, e aumento na expressao de sistemas de efluxo que removem
antimicrobianos do interior da célula (Bonomo e Szabo, 2006). Seu mecanismo de
resisténcia predominante envolve a producdo de enzimas que conferem resisténcia aos
carbapenémicos. Entre essas enzimas estao as carbapenemases, com destaque para as
do tipo OXA, oxacilinases, que realizam a hidrélise (Thakuria e Lahon, 2013). Além disso,
a flexibilidade genética deste micro-organismo permite aquisicdo de elementos genéticos
moveis, como plasmideos, transposons e integrons, para desenvolver resisténcia a uma
variedade de agentes antimicrobianos, resultando no surgimento de bactérias multidroga
resistentes (MDR) (Livermore, 2001; Livermore e Brown, 2001, Vila et al., 2007; Peleg et
al., 2008; Chuang et al., 2009).

A capacidade de Acinetobacter baumannii de sobreviver em ambientes adversos
esta ligada a presenca de polissacarideos capsulares que envolvem a célula, oferecendo
protecdo contra o meio ambiente e permitindo resisténcia a secura. Além disso, essa
espécie pode expulsar ativamente a clorexidina, um antisséptico que ataca as membranas
celulares bacterianas. A proteina de efluxo responséavel por esse processo para clorexidina
do Acinetobacter chamada Acel, pode desempenhar um papel importante na adaptacao
dessa bactéria a condicbes estressantes (Moubareck e Halat, 2020). A. baumannii
desenvolve resisténcia a antimicrobianos através de uma variedade de mecanismos,

incluindo a degradacg&o enzimatica de medicamentos, modificacédo de alvos,
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bombas de efluxo e falhas na permeabilidade. A degradagéo enzimatica é principalmente
mediada por B-lactamases, enzimas modificadoras de aminoglicosideos e metilases de
16S RNAr. Todas as quatro classes de p-lactamases (A, B, C e D) foram identificadas em

A. baumannii, sendo a classe D (conhecida como oxacilinases) um dos principais
mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos (Shin e Park, 2017).

Assim, o tratamento de infec¢cdes por A. baumannii requer uma variedade de
antimicrobianos, como carbapenémicos, polimixinas e tigeciclina. No entanto, as
estratégias terapéuticas enfrentam limitacbes devido a propensdo do patdégeno em
desenvolver resisténcia. Embora os carbapenémicos ainda sejam eficazes e amplamente
usados, o aumento das cepas resistentes € preocupante. Para lidar com cepas
multirresistentes, a abordagem preferencial € a terapia combinada, utilizando dois ou trés
antimicrobianos de diferentes classes para ampliar a cobertura e promover um efeito
sinérgico. Combinagdes recentes incluem polimixina, sulbactam, tigeciclina e rifampicina,

além de carbapenémicos quando necessario (Lee et al., 2017; Skariyachan, 2019).
2.3.4 Enterococcus faecalis

O género Enterococcus, da familia Enterococcaceae, € um grupo significativo de
micro-organismos patdégenos oportunistas (Facklam et al., 2002). Sdo bactérias Gram-
positivas, identificadas como catalase-negativos, anaerdbicas facultativas e ndo produzem
esporos. Podem ser encontradas como cocos individuais ou em cadeias. Visualmente,
formam colonias pequenas e amarelas, com diametro de 0,5 a 1 mm (Murray, 1990). Estas
bactérias fazem parte do grupo conhecido como Bactérias do Acido Latico (LAB) (PUBLIC
HEALTH ENGLAND, 2008). Além disso, podem resistir a temperaturas entre 10 °C e 45
°C, e suportar temperaturas de 60 °C por alguns minutos, apresentam baixa sensibilidade
ao etanol, perdxido de hidrogénio, acidez, alcalinidade, dodecil sulfato de sédio e altas
concentracdes de NaCl (Prada et al., 2019).

Atualmente, mais de 50 espécies de Enterococcus foram identificadas, sendo .
Enterococcus faecalis (E. faecalis) e Enterococcus faecium (E. faecium) as mais
relevantes clinicamente (Sievert et al., 2013; Euzéby, 2015). E. faecalis é a causadora de
aproximadamente 85 a 90% de todas as infeccbes por enterococos em humanos. Estas
incluem infecgbes endodonticas, endocardite, bacteremia, infeccdo urinaria e infeccbes
em feridas pos-operatorias (D'andrea et al., 2020). O interesse em estudos com esses

patdgenos cresceu devido a associagdo com manifestacdes clinicas cada vez mais
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frequentes como agentes causadores de infecgbes, e por sua alta resisténcia aos
antimicrobianos tradicionalmente usados no tratamento dessas infec¢des (Canton e Ruiz-
Garbajosa, 2013).

Enterococcus sdo patdégenos oportunistas que geralmente ndo representam
ameaca para individuos saudaveis, mas podem causar infeccbes em pacientes
hospitalizados em unidades de terapia intensiva, com condi¢des graves subjacentes ou
imunocomprometidos (Morrison et al., 1999). Os enterococos estédo se tornando cada vez
mais resistentes aos agentes antimicrobianos em todo o mundo, além da taxa crescente
de infeccdes. Eles sao intrinsecamente resistentes quando os genes de resisténcia estao
localizados no cromossomo ou possuem determinantes de resisténcia adquiridos que
estdo localizados em plasmideos ou transposons (Salminen, 2004). Isso sugere que 0
tratamento de infeccBes enterococicas pode ser dificil, devido aos seus determinantes
intrinsecos de resisténcia a muitos antibioticos.

Os enterococos possuem fatores de viruléncia, como a producao de enzimas liticas
(gelatinase e hialuronidase), acido lipoteicoico, producédo extracelular de superéxido e
adesinas de superficie (Paradella et al., 2013). Um fator de viruléncia chamado proteina

de superficie enterocécica (ESP) tem um papel importante na patogenicidade dos
enterococos, sendo encontrada em E. faecalis e E. faecium. A presenca da ESP é mais
comum em cepas clinicas de E. faecalis e E. faecium em comparacdo com isolados de
pessoas saudaveis, o que indica sua relevancia na patogenicidade (Dicuonzo et al., 2011).

A presencga do gene ESP contribui para a colonizag&o e permanéncia de E. faecalis
e E. faecium nos tecidos do hospedeiro. Além de sua funcéo adesiva, essa proteina pode
ter um papel na evasao da resposta imunolégica do hospedeiro. Varios fatores inerentes
ao micro-organismo influenciam a viruléncia dos Enterococcus, incluindo sua capacidade
de colonizar e interagir com células e proteinas no trato gastrointestinal. Isso Ihes permite
invadir locais além do intestino e desencadear infec¢des (Fisher e Phillips, 2009).

A resisténcia intrinseca é uma caracteristica natural dos enterococos, presente em
todos os membros da espécie e controlada por genes presentes no Cromossomo.
Enterococos sd@o naturalmente resistentes a penicilinas, cefalosporinas, lincosamidas,
acido nalidixico, além de exibirem baixa sensibilidade a aminoglicosideos (Marothi;
Agnihotri; Dubey, 2005). De acordo com Arias e Murray (2012), espécies de Enterococos,
especialmente E. faecalis e E. faecium, tém a capacidade de desenvolver resisténcia a
todos os antimicrobianos recomendados para seu tratamento. A transferéncia de genes

de resisténcia ocorre principalmente via plasmideos conjugativos. Desta forma,
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possivelmente, essas bactérias ndo se limitam a isolados clinicos, pois trocam genes com
outras bactérias comensais ou do ambiente. Essas espécies possuem mecanismos de
resisténcia a diversas classes de antimicrobianos, incluindo B-lactamicos, glicopeptideos,
macrolideos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos e oxazolidinonas
(Guerrero-Ramos et al., 2016; Gotkowska-Ptachta, 2021).

A OMS identificou as espécies do género Enterococcus, que sao resistentes a
vancomicina, como uma prioridade para a descoberta de novas estratégias terapéuticas
eficazes (WHO,2017). Dada a séria preocupacdo que essa bactéria representa para a
sociedade, é recomendado realizar um controle periédico da disseminagdo de amostras
resistentes a multiplos antimicrobianos por meio da vigilancia epidemiolégica. Esse
controle visa detectar as fontes de transmisséo e reduzir a possibilidade de surgimento de
surtos hospitalares (Faron; Ledeboer; Buchan, 2016).

Nas décadas de 80 e 90, empresas farmacéuticas concentraram-se em pesquisar
novos agentes antimicrobianos voltados para areas mais rentaveis, especialmente
direcionados a bactérias Gram-positivas. Isso se deve a disseminacdo rapida de
organismos como S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus spp.
resistentes a vancomicina (VRE). Novas alternativas na area médica e de salde séo
viaveis para testar a atividade antimicrobiana e desenvolver possiveis organismos
capazes de auxiliar no tratamento de bactérias resistentes. O aumento das bactérias
Gram-negativas MDR tem estimulado a procura por novos antimicrobianos, representando
uma oportunidade financeira atrativa para as empresas farmacéuticas (Theuretzbacher,
2009), uma vez que ha um consenso internacional de que € urgente desenvolver novos

antimicrobianos para combater as bactérias multirresistentes (MDR) (O’Neill, 2016).

2.4 FUNGOS COM POTENCIAL ANTIMICROBIANO

Os fungos sdo organismos eucariéticos, heterotroficos, que decompdem com
eficiéncia uma variedade de substratos. Podem formar associa¢gfes simbidticas, como
liguens ou micorrizas, além de atuarem como patdgenos de animais e plantas ou existirem
como espécies de vida livre. Seus nutrientes séo obtidos por absorgdo e facilitados pela
producdo de enzimas que degradam os nutrientes. (Azevedo, 1997; Esposito e Azevedo,
2004; Mueller e Schmit, 2007).

Estima-se que o reino Fungi contenha aproximadamente 1,5 milhdes de espécies,
cujos representantes sdo encontrados em quase todos 0s ecossistemas da Terra. Até o

momento, cerca de 155 mil dessas espécies foram descritas (Antonelli et al., 2023). Os

36



fungos desempenham fungdes vitais na biotecnologia: na fabricacdo de alimentos
fermentados e bebidas alcodlicas, na area farmacéutica, na decomposicao e tratamento
biolégico de residuos, na atividade enzimatica para produzir enzimas industriais e
biotransformacao. Adicionalmente, sdo essenciais na agricultura e ecologia, contribuindo
para o equilibrio ambiental (Abreu et al., 2015).

A biotecnologia sofreu um marco significativo na década de 1940 com o
desenvolvimento dos antibiéticos. Em 1929, Alexander Fleming relatou pela primeira vez
a descoberta da penicilina, um composto sintetizado a partir de metabdlitos do fungo
Penicillium crysogenum (Newman et al., 2010) destacando seu potencial no combate a
doencas infecciosas causadas por bactérias (Pinto et al., 2002). Além da penicilina, outros
metabdlitos de fungos deram origem a substancias com diversas atividades
farmacoldgicas, tais como: mevinolina (um agente redutor de colesterol), ciclosporinas,
ergometrina, asperlicina (um antagonista de doengas gastrointestinais e do sistema
nervoso central) e papulacandinas (um agente antifiungico), entre outros (Pinto et al., 2002;
Moro et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios originados dos fungos possuem grande relevancia para
a humanidade devido as suas propriedades antibidticas, imunossupressoras e toxicas
(Nigam, 2009). Estes compostos sdo caracterizados por atividades bioldgicas que
promovem a sobrevivéncia e adaptacdo dos fungos nos ambientes (Hautbergue et al.,
2018), sendo secretados durante o crescimento microbiano e podendo ser isolados para
uso industrial ou outras finalidades, como por exemplo na medicina. Alguns desses
compostos secundarios sdo fontes promissoras para o desenvolvimento de produtos
farmacéuticos (Sanchez-Fernandez et al., 2013), diferentemente dos metabdlitos
primarios, que participam nos processos basicos de crescimento, desenvolvimento e
reproducao dos fungos (Takahashi et al., 2017).

Estudos estimam que aproximadamente 78% dos antimicrobianos utilizados séo
produtos de origem natural, como a penicilina, gentamicina, estreptomicina e cloranfenicol
(Kumar et al.,, 2010; Khan et al.,, 2014). A diversidade de fungos filamentosos e
macrofungos representa uma vasta fonte de novos antimicrobianos naturais (Ren et al.,
2014). Diante do crescente problema da resisténcia aos antibidticos, os fungos podem
fornecer novos compostos bioativos capazes de combater o desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos, como as bactérias. Nesse sentido, a grande diversidade de
fungos encontrada no Brasil pode oferecer diferentes fontes promissoras para o

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (Lima et al., 2016b).
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Exemplos de farmacos de grande relevancia terapéutica obtidos a partir de fungos
filamentosos incluem a lovastatina e a mevastatina. A lovastatina € um composto isolado
do fungo Aspergillus terreus, enquanto a mevastatina € proveniente de espécies do
género Penicillium. Ambos os compostos atuam como agentes redutores de colesterol,
sendo amplamente utilizados no tratamento de reducao de colesterol (Singh et al., 2008).
Outros exemplos sdo espécies do género Trichoderma capazes de produzir
grandes quantidades de metabdlitos secundarios (Reino et al., 2008), a maioria desses
metabdlitos possuem propriedades antifingicas e antibacterianas, podendo ser volateis
ou néo. Eles apresentam um amplo espectro de acédo antimicrobiana (Paphitou, 2013),
tornando-os potenciais agentes para o combate a diversas infec¢cdes microbianas em

humanos.

2.5 FUNGOS COPROFILOS

Fungos coprofilos sdo um grupo variado de organismos especializados em crescer
e sobreviver sobre excrementos de animais de diferentes espécies, sobretudo herbivoros
(Bills et al., 2013; Bell 1983). Este grupo pode se encontrado sobre os dejetos de multiplos
animais em diferentes localidades do mundo e durante diversas estacdes do ano
(Richardson, 2001b). Esses fungos desempenham um papel importante no ecossistema,
sendo responsaveis pela decomposicdo de materiais fecais e pela circulacdo de carbono,
nitrogénio e energia (Angel e Wicklow, 1974; Wicklow, 1981), além de serem utilizados
como fonte de nutrientes para artropodes copréfagos e micéfagos (Halffter e Matthew,
1971).

Os fungo coprofilos obtém nutrientes presentes em excrementos, ricos em
proteinas, biomassa microbiana, celulose, e outros compostos que o animal e a sua
microbiota ndo conseguem digerir (Kendrick, 1992). Os excrementos sdo um substrato
rico para o crescimento de fungos, pois contém carbono, nitrogénio, vitaminas, sais
minerais, além de possuirem pH entre 6,5 e 7,0 e grande capacidade de reter agua (Dix e
Webster, 1995).

Dentre os fungos copréfiilos, ha espécies cujos esporos precisam passar pelo
sistema digestivo dos animais para que haja a interrupcdo da dorméncia celular pelas
enzimas gastricas produzidas. Ja outras espécies se desenvolvem sobre excrementos
sem precisar passar pelo sistema digestivo dos animais para que Seus esporos possam

germinar. Geralmente, seus esporos estado presentes no solo e, ao terem contato com 0s
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excrementos, sédo estimulados a germinar, colonizando o substrato como qualquer outro
tipo de matéria organica (Dix e Webster, 1995). Durante a alimentacdo dos animais, em
areas florestais ou até mesmo em campos, esporos fangicos que estdo aderidos na
vegetacao, sao ingeridos, sendo essa passagem pelo sistema digestivo do animal um fator
importante para sua germinacdo. Os esporos sdo capazes de resistir a efeitos quimicos,
térmicos e mecéanicos e, ao serem liberados entre as fezes, encontram um ambiente
propicio para continuar o ciclo de vida (Bell, 1983; 2005; Jeamijitt, 2007; Richardson,
2001a) (Figura 4).

Diversas adaptacfes sdo observadas nos fungos deste grupo, mesmo em espécies
evolutivamente distantes. Por exemplo, seus esporos ndo apenas sobrevivem ao processo
digestivo dos animais, mas sua germinacao €, na verdade, estimulada pelas condi¢des
extremas do trato digestivo (Sussman e Halvorson, 1966). Além disso, possuem
mecanismos ativos de liberacdo associados ao fototropismo (Ingold, 1971) e estruturas de
adesdo que permitem que os esporos se fixem a forragem, garantindo sua sobrevivéncia

por longos periodos (Dix e Webster, 1995).

Figura 4 — Ciclo de vida representativo dos fungos copréfilos: A. Animal se alimentando de vegetacéo e
ingerindo esporos de fungos presentes no material vegetal. B. Os esporos sofrem ac¢éo da digestédo e apos o
processamento do alimento, 0s esporos de espécies coprdfilas séo eliminados com os excrementos. C. Esporos
germinam e os fungos formam estruturas de reprodu¢ao, que encontram nos exrementos um ambientefavoravelpara
seu desenvolvimento. D. Quando maduros, esses fungos liberam esporos que séo transportados por varios

mecanismos, podendo chegar até a vegetagao que servira de alimento ao animal. E. Recomeco do ciclo de vida.

Fonte: A autora (2024).
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Os mecanismos biotiocos e abidticos podem influenciar na diversidade da
comunidade dos fungos coprdfilos (Richardson, 2001a). Isso ira flutuar ao longo da
sucessao ecologica desses organismos, que dependerao das caracteristicas presentes na
area de pastoreio, do tipo de trato digestivo do animal, condicbes climaticas,
fotoperiodicidade, quantidade de recursos nutritivos disponiveis nos substratos, além de
interacdes ecoldgicas de competicdo intraespecifica e interespecifica entre fungos ou
predacédo por insetos. Em condi¢des naturais (fechadas) podem suportar maior riqueza e
diversidade de espécies decompositoras do que areas expostas, pois a umidade favorece
a ocorréncia dos fungos (Harrower e Nagy, 1979; Masunga et al., 2006; Kruys e Ericson,
2008).

O antagonismo interespecifico entre fungos coprofilos e outros organismos resulta
em uma competicdo intensa em ambientes ricos, como excrementos de herbivoros,
envolvendo ndo apenas a competicdo entre fungos de diferentes grupos, mas também
com nematdides, bactérias e protistas, além da presenca ativa de populacfes animais
apos a defecacdo, como acaros e larvas provenientes de ovos depositados nos
excrementos. Conforme Dix & Webster (1995), essa competicdo pode ser evidenciada de
varias maneiras: disputa direta por nutrientes (Wood e Cooke, 1984), sintese de
antibidticos que restringem o crescimento ou atividade de outros fungos (Singh e Webster
1973; Wicklow e Hirschfield, 1979a; Bruckner e Reinecke, 1989), interferéncia das hifas
através da inibicdo por contato (Singh e Webster 1973; Wicklow e Hirschfield, 1979a;
Bruckner e Reinecke, 1989), parasitismo e predacdo (Ingold e Zoberi, 1963; Wood e
Cooke, 1986)

Fungos frequentemente se desenvolvem e se alimentam em ambientes
competitivos, 0 que sustenta a ideia de que metabdlitos secundarios desempenham um
papel importante no antagonismo e na selecdo em certos substratos. Espécies de fungos
copréfilos sdo reconhecidas por produzirem compostos quimicos antifiangicos nao
identificados que inibem o crescimento de competidores (Wicklow e Hirschfield, 1979;
Peterson, 2011).

Os fungos possuem grande significancia para os seres humanos, devido as
atividades antibiéticas e importancia farmacéutica, bem como atividades
imunossupressoras (Nigam, 2009). Os excrementos dos animais podem ser uma fonte de
oportunidades para a descoberta de novos antibioticos de comunidades microbianas que
competem por um recurso efémero rico em nutrientes, pois, a diversidade bem estudada

de fungos presentes neste habitat oferecem sistemas acessiveis para explorar 0os
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genomas fungicos em busca de novos antibidticos (Bills, James e Zhigiang, 2013).

Os micologos estudaram profundamente os fungos coprofilos devido a sua ampla
distribuicdo e facilidade de estudo (Krug, Benny, e Keller, 2004; Kruys e Ericson, 2008).
Este grupo de fungos podem ser coletados no campo e suas amostras de excrementos
sdo levadas para o laboratério onde sédo incubadas em camaras umidas para simular as
condi¢cdes naturais de umidade que estimulam o crescimento e a sua esporulagdo. A
assimilacao e concentracdo de nutrientes nas hifas e esporos tornam os fungos coprofilos
alvos atrativos para predacdo e parasitismo, o que potencializa um fator na evolugéo
induzida de metabdlitos secundarios como mecanismos de defesa (Bell, 1993; Bell 2005;
Doveri 2004; Ellis MB e Elis JP, 1988).

Estudos sobre os efeitos do substrato no desenvolvimento do ciclo de vida
associadas ao metabolismo secundario e expressdo da via metabdlica de fungos
coprofilos ja foram realizados monitorando eventos de transcricdo especificos
(Nowrousian et al., 2010; Gao et al., 2011; Islam et al., 2012; Sarkar et al., 2012; Yin et al.,
2012, Grumbt et al., 2012) onde foi comprovado cientificamente que fungos queratinofilicos
em esterco, possuem um comportamento antagonico associado a degradacéo de polimoro
ou biossintese de metabdlitos secundarios. Os fungos presentes em excrementos
proporcionam um sistema manejavel para o desenvolvimento de hipéteses ecoldgicas e
guimicas sobre como os metabdlitos secundarios melhoram a adequacdo geral em
populacdes que habitam um ambiente ecologicamente imprevisivel, seja por meio de
inferéncias observacionais ou pela manipulacéo artificial do microcosmo de esterco e seus
organismos associados (Wicklow, 1992).

Apesar de existirem poucos estudos na area, alguns fungos ja tiveram seus efeitos
antimicrobianos comprovados, como o Stilbella fimetaria que produziu antibiéticos
peptaibol (antiamebinas) em pellets de esterco de coelho (Lehr, 2006). Os metabdlitos
secundarios descritos na literatura sobre fungos copréfilos incluem tanto compostos ja
relatados em outros fungos, quanto uma variedade de novos produtos principalmente com
efeitos biologicos potentes conhecidos contra patdogenos fungicos de interesse médico
(Bills, Gloer e An, 2013).

De acordo com Shearer (1995) uma das caracteristicas mais importantes da
competicao interespecifica é a possivel producéo de antibidticos e se ela representa uma
vantagem sobre os organismos produtores durante as interacbes competitivas, pois,
geralmente o antagonismo envolve a producdo de um metabdlito que inibe o crescimento

dos concorrentes (Weber et al., 2005). Alguns fungos coproéfilos e seus metabdlitos ja
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foram estudados, dentre eles, os fungos do género Podospora, Sporormiella, Stillbela,
Petriella e Cercofora (Tabela 1).

Podospora spp. se destacam nas literaturas pela capacidade de producao de
policetideos em grandes quantidades, como anserinonas, sordarinas, apenolideos,
curvicolideos ou decipinina A, com atividades antifingicas. O antifungico podosporina A,
obtido a partir de um isolado de P. decipiens, esta entre 0os primeiros hovos compostos
descobertos em estudos de fungos coprofilos (Che et al., 2002).

Sporormiella spp. foram investigadas pela producdo de australifungina,
esporminarinas e esporovexinas, compostos que demonstram atividade antifangica ao
interagirem com o metabolismo de fungos concorrentes (Hensens et al., 1995; Mudur,
Gloer JB e Wicklow DT, 2006).

Lehr et al., (2006) relataram a producdo dos metabdlitos antifGngicos mirocina B e
antiamebinas por Stilbella erythrocephala tanto em cultura pura quanto em esterco
inoculado artificialmente e naturalmente colonizado. A hip6tese de que esse fungo utiliza
a antibiose como estratégia para conquistar habitat tem sido discutida a luz da atividade
das antiamebinas. Os efeitos desses metabdlitos, utilizados em concentracdes registradas
em esterco colonizado e testados contra uma ampla gama de fungos coprofilos, levaram
a conclusdao de que as antiamebinas sdo responsaveis pela antibiose em esterco
colonizado por S. erythrocephala.

Levando em consideracdo que os fungos copréfilos sdo promissores na producao
de novos metabdlitos, como ja foi concluido em algumas pesquisas, é importante que
novos estudos sejam realizados para preencher lacunas e revelar mais informacfes sobre
esses fungos. Isso inclui seus potenciais de antagonismo e compostos quimicos, entre
outros aspectos, com o objetivo de melhorar e contribuir para a area médica e para a

pesquisa cientifica.

42



Tabela 1 — Lista de alguns metabdlitos, com atividade antifingica, produzidos por fungos coprdfilos

Fungo Metabdlito Fungo alvo Referéncia
copréfilo
Podospora AnserinonaAeB  Ascobolus furfuraceus , Candida Wangetal.,
anserina albicans, Sordaria fimicola (1997)
Podospora Sordarins Candida albicans Hauseretal.,
spp. (1971)
Podospora Apenolidios Ae C Candida albicans Wangetal.,
apendiculata (1993)
Podospora Curvicolideos Ae Aspergillus. Flavus, Fusarium Cheetal.,
curvicola C verticillioides (2004)
Podospora Decipinina A, Fusarium verticillioides, Sordaria Cheetal.,
decipiens Decipienolidas A e fimicola (2022) e
B, Podosporina A Weberetal.,
(1988)
Sporormiella Australifungina Candida spp., Cryptococcus Hensenetal.,
australis neoforman s, Aspergillus spp. (1995);
Mandalaetal.,
(1995)
Sporormiella Esporminarinas Candida albicans, Aspergillus Mudur etal.,
minimoides AeB flavus (2006)
Sporormiella Esporovexinas A a Ascobolus furfuraceus Somanetal.,
vexans Ce3-0- (1999)
Desmetil-1-
epipreussomerina
C
Stilbella Mirocina B e Arthrobotrys superba, Lehretal.,
erythrocephala Antiamebinas Chaetomium (2006)
bostrychodes, Penicillium
claviforme, Arthrobotrys
superba,
Petriella Petrielina A Sordaria fimicola, Leeetal.,
sordida Ascobolus furfuraceus (1995)
Roridin E e
Cercophora Cercoforinas A a Ascobolus furfuraceus,
areolata ¢ Candida albicans, Whyte etal.,
Descarboxicitrinon Sordaria fimicola (1996)
a, 4-Acetil-8-
hidroxi-6- metoxi-
5-

metilisocumarina

Fonte:

Sarrocco (2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREA DE COLETA

44

As coletas para a conducgao deste estudo foram realizadas no Departamento de

Medicina Veterinéria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado

no campus Recife, cujas coordenadas geograficas sdo 8°0054S e 34°56590. O local

abrange trechos de vegetacdo de Mata Atlantica e areas de criacdo de gado, incluindo o

proprio campus da Faculdade de Medicina Veterinaria da UFRPE (Figura 5).

Figura 5 - Localizacdo do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de

Pernambuco, campus Recife, Pernambuco.
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Fonte: A autora (2024).
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Fonte: Google Earth, (2024).

3.2 COLETA DOS EXCREMENTOS

Neste local, foram realizadas trés coletas em diferentes periodos, sendo elas em

agosto de 2022, novembro de 2022 e janeiro de 2023. Amostras de excrementos de

equinos (Equus caballus), bovinos (Bos taurus) e caprinos (Capra aegagrus hircus) foram

coletadas em triplicata, totalizando 27 amostras ao final do experimento. A coleta foi

realizada pelo método de busca por excrementos no solo presente no local, priorizando-

se amostras recentes e com a minima contaminacdo com particulas de solo, material



vegetal ou colonizagao por insetos (Foos et al., 2001). As amostras de excrementos foram
coletadas com o auxilio de espétulas e acondicionadas em sacos plasticos descartaveis e

limpos, previamente identificados (Figura 6).

Figura 6 — Coleta do material. A. Entrada do local de coleta. B. Material coletado. C.
Representacéo do método de coleta utilizando luvas e sacolas plasticas. D. Material coletado depositado
em placas de Petri identificadas contendo papel de filtro umedecido com agua destilada esterelizada para

incubacdo em camara Umida.
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Fonte: A autora (2024).

3.3 INCUBACAO DAS AMOSTRAS FUNGICAS

Em seguida, as amostras foram levadas ao Laboratério Ascomycota do
Departamento de Micologia no Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco para incubacgéo. Cerca de 5 g (gramas) de cada amostra foram alocados em
camaras umidas montadas em placas de Petri de vidro, com 9 cm (centrimetros) de
diametro, previamente esterilizadas. Cada placa continha dois discos de papel de filtro
qualitativo 80 g umedecidos com agua destilada esterilizada (KRUG et al., 2004). O
crescimento dos fungos em todas as amostras foi constantemente observado com o auxilio
de um microscoépio estereoscépico (LEIZA EZ4). As camaras umidas foram mantidas em
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temperatura ambiente (28 £ 2 °C) e foram reidratadas periodicamente, conforme
necessario, a cada 24 a 48 horas, utilizando 4gua destilada esterilizada (Malloch, 1981)

3.4 ISOLAMENTO

Para o isolamento dos fungos filamentosos presentes nos excrementos, foram
utilizadas placas de Petri contendo meio de cultura sélido Batata Dextrose Agar (BDA) e
0,1 g de antibidtico (cloranfenicol) para inibir o crescimento bacteriano. As placas foram
incubadas em temperatura ambiente (28 + 2 °C). ApOs o periodo de crescimento
necessario, os fungos foram purificados, transferindo-se pequenos fragmentos de micélio
para tubos de ensaio esterilizados contendo meio de cultura BDA, visando a posterior

preservacao e identificacédo (Figura 7)

Figura 7 — Representacéo do isolamento e purificagdo das colbnias fungicas A. Crescimento de
fungos nos excrementos. B. Transferéncia do micélio fungico filamentoso para placas de Petri com meio
de cultura BDA. C. Incubacéo das placas em BOD (28-30°C). D.Crescimento do fungo em placa e

transferéncia do isolado para tubos de ensaio esterelizados para purificagéo.
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. Fonte: A autora (2024).
3.5 IDENTIFICACAO

Para a identificacdo dos fungos, foram empregadas duas abordagens de analise:
uma com base em caracteristicas macroscoépicas, como coloracéo, textura, presenca de
pigmento e diametro das colbnias; e outra fundamentada em aspectos microscopicos,
envolvendo a avaliacdo de microestruturas somaticas e reprodutivas. Para a
caracterizacdo morfologica, por¢des de micélio foram extraidas com o auxilio de agulhas
estéreis e foram dispostas em laminas e laminulas corados com lactofenol contendo azul
de Amann, de forma a destacar as estruturas para a identificacdo precisa ou agua
purificada para a analise direta (Altayyar et al., 2017; Moghalles et al., 2014; Piasal et al.,
2009).



Para a visualizacdo de microestruturas foi empregada a técnica de microcultivo em
lamina proposta por Riddell (1950), na qual fragmentos das coldnias fungicas foram
transferidas para o ponto central de placas de Petri contendo o meio de cultura adequado,
sobre o qual foram adicionadas laminulas previamente esterilizadas. Apés um periodo de
incubacdo de sete dias em temperatura ambiente, as laminulas, com o micélio aderido,
foram colocadas invertidas sobre laminas de vidro limpas e coradas com lactofenol azul
de Amann ou acido latico a 85%. Em seguida, as estruturas foram examinadas ao
microscopio optico (Figura 8).

Culturas representativas dos fungos coprofilos isolados e identificados estéo
depositadas no acervo da Colecéo de Culturas — Micoteca URM da Universidade Federal

de Pernambuco.

Figura 8 — Representagao da técnica de microcultivo em lamina proposta por Riddell (1950) A.
Fungo isolado devidamente purificado em tubos de ensaio. B. Transferéncia do micélio fungico flamentoso
para placas de Petri com meio de cultura BDA e adicao de laminulas previamente esterelizadas. C.
Incubacao das placas em BOD (28-30°C) e crescimento do micélio. D. Lamina corada com azul de

Amann. E. Inversdo da laminula disposta na placa de Petri para a lamina. F. Visualizagdo no microscopio

Optico.

Fonte: A autora (2024).

3.6 ANALISE MOLECULAR

O DNA gendmico total foi extraido seguindo o protocolo do kit de purificagdo DNA
Wizard Genomic DNA Purification Kit, com algumas adaptacdes. Os micro-organismos
foram cultivados em tubos de ensaio contendo meio liquido preparado na proporcdo de
200 g de batata, 20 g de dextrose diluidos em 1 L de agua destilada (BD), previamente
esterilizado e incubado em BOD a 27 °C. Apoés cinco dias, os micélios fungicos foram

coletados e transferidos para tubos de extracado contendo pérolas de vidro. Em cada tubo,
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adicionou-se 500 pL de solugcdo de lise nuclear (Nuclei Lysis Solution), que foram
submetidos a agitacdo em Fastprep e incubados por 15 a 30 minutos em banho seco a 65
°C. Em seguida, foram acrescentados 200 pL de solugdo de precipitacdo de proteinas
(Protein Precipitation Solution) e as amostras foram homogeneizadas em vortex a alta
velocidade por 10 segundos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1400 rpm.
O sobrenadante, em volume de 500 pL, foi transferido para novos tubos de 1,5 mL,
contendo 500 pL de isopropanol gelado e previamente identificados com os codigos dos
fungos. Posteriormente, as amostras foram incubadas no freezer por 20 minutos e,
novamente, centrifugadas a 1400 rpm por 5 minutos, resultando na formacao de um pellet
visivel. O sobrenadante foi descartado e o DNA extraido foi submetido a uma nova
lavagem com etanol 70% gelado, seguida de centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes
anteriores. O etanol foi removido e o material de DNA extraido foi seco em estufa a 35°C
por cerca de 1 a 2 horas. Apds a secagem, o material genético foi reidratado com 50 pL
de agua ultra-pura e armazenado em geladeira por 24 horas. A quantificacdo do DNA
extraido foi realizada por leitura de 1 pL de cada amostra em aparelho Nanodrop, e os
valores obtidos foram utilizados para diluicdo na concentragcdo de 25 ng/uL de DNA em
reacdo de PCR em volume de 20 pL, para um novo estoque, utilizando a féormula
C1vi=C2Vv2.

Para confirmar a presenca de DNA e estimar sua concentracdo, foi realizada
eletroforese em gel de agarose, com posterior visualizagdo em transiluminador. O
processo de Polimerase Chain Reaction (PCR) foi realizado mediante a preparagcao de
um volume total de 15 L, onde cada reacédo foi composta pelas seguintes concentracdes
iniciais: MgClI2 (10X), desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTP) 10 L, primer F-5'3' 5 L,
primer R-3'5' 5 yL, enzima Taq Polimerase 5 uL. Estes reagentes foram diluidos em agua
ultrapura, e um volume final de 1,5 yL de DNA previamente diluido foi utilizado para
complementar o volume total de 15 pL.

Para a identificacdo molecular dos fungos, foram inicialmente utilizadas técnicas de
sequenciamento da regido Internal Transcribed Spacer (ITS) do rDNA. A utilizacdo de
sequéncias de regides ITS proporciona um caminho aceitavel para a identificacdo segura
dos taxons a nivel de género. Para o reconhecimento de espécies, outras regidies tém
sido adicionalmente empregues como genes de B-tubulina (Lima et al., 2012) e TEF1-a
(Petti, 2008) (Tabela 2).

Para amplificacdo da regido ITS do rDNA foram utilizados os primers ITS1 e ITS4

(White et al., 1990; Kuriyan, O'donell; 1993) utilizando os seguintes ciclos térmicos
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respectivamente: um ciclo de desnaturacao inicial a 95 °C por 3 minutos, seguido de 35
ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto, e extensao
final a 72 °C por 1 minuto.

Para a amplificacéo da regido TEF-1a utilizou-se os primers EF1 e EF2, tendo como
parametros de ciclagem 8 minutos de desnaturacdo a 95°C; seguido por 35 ciclos de 15
segundos a 95 °C, 20 segundos a 53 °C e 1 minuto a 72 °C, e uma extenséo final de 5
minutos a 72 °C, conforme descrito por O’'Donnell et al., (1998). Posteriormente, as
amostras foram enderecados para sequenciamento no Laboratorio de Genética da
Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil).

Os resultados de sequenciamento foram analisados utilizando o programa MEGA
v. 11 (Kumar et al., 2016). ApGs a etapa de edicdo, as sequéncias foram empregadas na
busca pelas mais similares depositadas no banco de dados do GenBank, utilizando a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Serch Tool) desenvolvido pelo National Center
For Biothecnology e disponivel no portal NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os isolados que
apresentaram sequéncias com identidade igual ou superior a 98% em relacdo as
sequéncias de fungos depositadas no GenBank foram considerados pertencentes a
mesma espécie ou género. Ja aqueles com identidade entre 93 e 97% tiveram apenas o
género aceito. Por fim, para sequéncias com identidade inferior a 93%, os isolados foram
identificados como espécies desconhecidas ou classificados em nivel de familia, classe

ou ordem, de acordo com Rosa et al. (2010).

Tabela 2 — Primers utilizados para identificacdo molecular em respectivos géneros de fungos coprdfilos.

Género Primer
Aspergillus ITS1elTS 4
Cladosporium ITS1elTS4
Fusarium EFle EF2
Penicillium ITS1elTS4
Trichoderma ITS1elTS4

Fonte: A autora (2024).
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3.7 REATIVACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Os fungos isolados foram foram avaliados quanto ao potencial antimicrobiano frente
as cepas bacterianas S. aureus; E.coli, A. baumannii e E. faecalis, cedidas pela Colecdo
de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA) (Tabela 3)

Tabela 3 — Micro-organismos teste utilizados para avaliacdo da atividade antimicrobiana

Micro-organismos teste Referéncia
Acinetobacter baumannii (Gram- negativa) 1025b- UFPEDA
Enterococcus faecalis (Gram-positiva) 138- UFPEDA
Escherichia coli (Gram-negativa) 224- UFPEDA
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) 02- UFPEDA

Fonte: A autora (2024).

As linhagens bacterianas preservadas em 6leo mineral foram reativadas em caldo
Muller-Hinton recorrendo a uma mesa agitadora a 150 rpm a 37 °C. Para o isolamento das
colénias, 100 microlitros do caldo MH foram inoculados em Agar MH, onde se realizaram
esgotamentos com o auxilio da alca de platina. Em seguida, as amostras seguiram para
estufa de cultivo microbiano por 24 h a 37 °C, depois do seu crescimento, foram realizadas
as suspensdes microbianas utilizando solucédo salina a 0,9% (0,9 gramas de cloreto de
sédio diluido em 100 mL de agua destilada esterelizada) a fim de obter-se suspensées
diluidas com uma concentracgédo final aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL. As densidades
Opticas das suspensdes foram medidas em um espectrofotébmetro, utilizando 625 nm como
comprimento de onda de absorbancia padrdo para bactérias e compreendidas na faixa de
0,08 a 0,13 (Figura 10). A suspensao foi submetida a agitacdo em voértex e 0,1 mL de
material bacteriano foi espalhado com o auxilio de uma alga de Drigalsky em placa de Petri

contendo o meio de cultura Mueller Hinton (Figura 9).
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Figura 9 — Representacgdo da reativagdo de bactérias utilizadas no presente trabalho. A. Linhagens bacterianas
preservadas. B. Reativacdo em caldo Mueller-Hinton em mesa agitadora a 150 rpm a 37°C. C. Isolamento da
coldnia utilizando 100 microlitros de caldo Mueller Hinton em meio Agar Mueller Hinton em técnica de esgotamento.
D. Crecimento em estufa em 24 horas a 37°C. E. Representacdo da suspensao microbiana em solucéo salina a
0,9% F. Padronizacéo das amostras a 0,08 a 0,13 em 625 nm de absorbancia. G. Agitagdo em vdrtex para
homogenizacéo. H. Espalhamento em placa

o O - .

Fonte: A autora (2024).

3.8 TESTE ANTAGONICO

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos isolados, foi empregado o método
de Bloco de Gelose (Ichikawa et al., 1971) (Figura 11). Os fungos filamentosos foram
reativados em meio solido Agar Sabouraud e foram incubados a 30° C por 5 dias.
Verificando o crescimento satisfatério, foram retirados blocos medindo 8 x 8 mm, utilizando
perfurador esterilizado. Dois blocos equidistantes contendo o fungo adequado foram
inoculados em placas de Petri descartdveis sobre 0s micro-organismos previamente
plaqueados em meios de cultura Agar Mueller-Hinton. As placas foram incubadas a 37° C
por 24 horas e todos foram realizados em triplicata. Apds o periodo de 24 h, os halos de
inibicdo foram medidos com régua e os resultados foram expressos em forma de meédia
aritmética (mm). Considerou-se que houve atividade antimicrobiana quando a zona de

inibicdo foi maior ou igual a 11 mm de diametro (Kumar et al., 2014).



Figura 10 — Representacao ilustrada do método de bloco de gelose
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Fonte: Adaptado de Bernardo (2012)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As trés coletas realizadas resultaram em 27 amostras. As amostras foram isoladas
e incubadas com o propdésito de obter fungos filamentosos para o processo de purificacao
e posterior identificacdo (Figura 11). A identificacdo dos fungos foi realizada com base em
suas macroestruturas a nivel de género e, para uma identificagdo mais precisa, foram

utilizados parametros de biologia molecular para determinar o nivel de espécie.

Figura 11 — Incubacéo e isolamento dos fungos:
A. Incubacgédo dos excrementos em placa de Petri. B. Fungo isolado purificado

Fonte: A athora (2024).

Os fungos filamentosos isolados de excrementos de herbivoros em Recife foram
testados contra as bactérias Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Utilizando procedimentos de analise morfoldgica por técnica
de microcultivo e de biologia molecular, concluiu-se que as espécies coprofilas
compreendiam a cinco géneros distintos, sendo o género Aspergillus o mais bem

representado (7), seguido de Trichoderma (2), Fusarium (1), Cladosporium (1) e
Penicillium (1) (Gréfico 1).
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Gréafico 1 — Representacdo da quantidade de fungos coprdfilos filamentosos isolados a nivel de género

Géneros representados

B B

Aspergilius Trichoderma Fusarium Cladosporivm Penicillivm

Fonte: A autora (2024).

ApoOs a aplicacao de literaturas de chaves de identificacéo e a utilizacdo de bancos
de dados online, como o BLAST e GenBank para analise de biologia molecular, foi possivel
identificar um total de 12 espécies distribuidas entre 5 géneros. As espécies identificadas
foram as seguintes: Fusarium verticillioides, Penicillium citrinum, Cladosporium
cladosporioides, Trichoderma harzianum, Aspergillus flavus e Aspergillus terreus (Tabela
4) (Figura 12).

Tabela 4 — Espécies de fungos coprdfilos identificadas e suas respectivas quantidades de isolados

Espécie Quantidade de isolados

Fusarium verticillioides
Penicillium citrinum
Cladosporium cladosporioides
Trichoderma harzianum

Aspergillus flavus

A W N P R

Aspergillus terreus

Fonte: A autora (2024).
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Figura 12 — Microscopia das espécies dos fungos filamentosos corados em Azul d’Amann.
A. Aspergillus terreus. B. Aspergillus flavus. C. Cladosporium cladosporioides. D. Fusarium verticillioides.

E. Penicillium citrinum. F. Trichoderma harzianum

Fonte: A autora (2024).

As espécies foram depositadas na Micoteca URM com os seguintes numeros de
acesso: URM9036 (F1), URM9037 (F2), URM9038 (F3), URM9039 (F4), URM9070 (F5),
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URM9071 (F6), URM9040 (F7), URM9072 (F8), URM9041 (F9), URM9073 (F10),
URM9042 (F11) e URM9074 (F12) (Tabela 5).

Tabela 5 — Registros dos fungos utilizados na pesquisa depositados na Micoteca URM

Espécie Caodigodo Registro concedido
isolado pela URM

Cladosporium cladosporioides F1 9036
Penicillium citrinum F2 9037
Trichoderma harzianum F3 9038
Fusarium verticillioides F4 9039
Trichoderma harzianum F5 9070
Aspergillus flavus F6 9071
Aspergillus flavus F7 9040
Aspergillus flavus F8 9072
Aspergillus terreus F9 9041
Aspergillus terreus F10 9073
Aspergillus terreus F11 9042
Aspergillus terreus F12 9074

Fonte: A autora (2024).

Tabela 6 — Identificagdo de espécies de fungos coprofilos do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco

EXCREMENTO CAVALO/EGUA CABRA/BODE BOI/VACA

Cladosporium
cladosporioides (F1)
Penicillium citrinum (F2)
Trichoderma harzianum (F3)
Fusarium verticillioides (F4)
Trichoderma harzianum (F5)
Aspergillus flavus (F6) +
Aspergillus flavus (F7)
Aspergillus flavus (F8) +
Aspergillus terreus (F9)
Aspergillus terreus (F10)
Aspergillus terreus (F11)
Aspergillus terreus (F12)

+
+ + + + + +

+ + + +

Fonte: A autora (2024).

Todas as espécies identificadas, incluindo aquelas com multiplos isolados da

mesma espécie (Aspergillus terreus, Aspergillus flavus e Trichoderma harzianum), foram



testadas contra bactérias de interesse clinico. Espécies como Aspergillus terreus e
Aspergillus flavus ja foram encontradas em excrementos de vaca, bufalo, ovelha, camelo
e cabra (Jasim et al., 2021; Melo, 2015). Fusarium verticillioides foi relatada como espécie
dominante em excrementos de cervos na lItalia, com uma frequéncia de 6,27% (Carreta,
Piontelli, 1996). A espécie Trichoderma harzianum foi encontrada em esterco de vaca, com
uma ocorréncia de 4,54% (Thilagam et al., 2015). Em Pernambuco, essa espécie também
foi identificada em excrementos de cavalo nas cidades de Caruaru, Recife e Serra Talhada,
além de excrementos de cabra, com 0,54% de ocorréncia no estado (Melo, 2015). A
espécie Penicillium citrinum foi registrada no estado de Pernambuco em excrementos de
vaca (Melo, 2015) e, em outros paises, em excrementos de cavalo (Piontelli et al., 1981).
Cladosporium cladosporioides ja foi relatada em esterco de cavalo na cidade do Recife
(Melo, 2015), no Chile (Piontelli et al., 1981, e excrementos de elefantes em Botswana
(Masunga et al., 2006).

Dos doze isolados fungicos, apenas espécies de Aspergillus terreus, Trichoderma
harzianum, Aspergillus flavus e Penicillium citrinum demonstraram resultados promissores
contra as bactérias Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-
negativa). Estudos prévios ja evidenciaram a atividade antimicrobiana de Aspergillus
terreus contra S. aureus (Machado, 2019) e de Aspergillus flavus contra E. coli (Yadav et
al., 2005). Em relacéo a espécie Penicillium citrinum, o trabalho conduzido por Kumari et
al., (2021) confirmou a acdo antimicrobiana desse fungo isolado de plantas contra S.
aureus. Além disso, a espécie Trichoderma harzianum exibiu halo de inibicdo para S.
aureus, conforme relatado por Oliveira em 2019.

Nenhum dos fungos apresentaram halo de inibicdo contra as bactérias
Acinetobacter baumannii (Gram-negativa) e Enterococcus faecalis (Gram-positiva). A
tabela (Tabela 6) apresentada abaixo, contém os resultados obtidos na presente pesquisa.
As figuras (Figura 13, 14 e 15) subsequentes a tabela ilustra os halos de inibicao

observados nos fungos coprofilos que demonstraram atividade antimicrobiana positiva.
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Tabela 7 — Média aritmética dos halos de inibicao de fungos filamentosos coproéfilos contra bactérias de
interesse clinico*

Fungo S. aureus A. baumanni E. coli E. faecalis Desvio padréo

filamentoso
(02- UFPEDA) (1025b UFPEDA) (224 UFPEDA) (138- UFPEDA)

Fusarium - - - -

verticilioides

Aspergillus 19,17mm - - - +1,75
terreus 1

Aspergillus - - - -
terreus 2

Aspergillus - - 16,33mm - +1,53
flavus 1

Aspergillus -
flavus 2

13,16mm - +0,76

Penicillium 13,5mm - - - +0,5
citrinum

Aspergillus 13,33mm - - - +0,29
terreus 3
Cladosporium - - - -
cladosporioides
Aspergillus - - - -
terreus 4

Trichoderma 15mm - - - +1,80
harzianum 1

Trichoderma 14, 7mm - - - +0,58
harzianum 2

Aspergillus - 13,7mm - +1,25
flavus 3

Fonte: A autora (2024).

*Os numeros em milimetros se referem a média aritmética do diametro do halo de inibicdo dos fungos
realizados em triplicata que apresentaram atividade antibacteriana apés periodo de 24h. Os tracos presentes

na tabela, referem-se aos fungos que néo apresentaram halo de inibicao.
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Figura 13 — Resultado do teste antagdnico do género Aspergillus positivo para Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. A. Teste antagdnico de Aspergillus terreus 1 frente a bactéria Sthaphylococcus aureus
com resultado médio de 19,17 mm. B. Teste antagdnico de Aspergillus flavus 1 frente a bactéria
Escherichia coli com resultado médio de 16,33 mm. C. Teste antag6nico de Aspergillus flavus 2 frente a
bactéria Escherichia coli com resultado médio de 13,16 mm. D. Teste antagonico de Aspergillus terreus 3

frente a bactéria Staphylococcus aureus com resultado médio de 13,3 mm. E. Teste antag6nico de

Aspergillus flavus 3 frente a bactéria Escherichia coli com resultado médio de 13,7 mm

Fonte: A autora (2024).

Figura 14 — Resultado do teste antagdnico do género Trichoderma positivo para Staphylococcus aureus.
A. Teste antagbnico de Trichoderma harzianum 1 frente a bactéria Sthaphylococcus aureus com resultado
médio de 15 mm. B. Teste antagbnico de Trichoderma harzianum 2 frente a bactéria Sthaphylococcus

aureus com resultado médio de 14,7 mm.

Fonte: A autora (2024).



Figura 15 — Resultado do teste antagdnico do género Penicillium positivo para Staphylococcus aureus.
A. Teste antagdnico de Penicillium citrinum frente a bactéria Sthaphylococcus aureus com resultado

médio de 13,5 mm.

Fonte: A autora (2024).

As éspécies do género Trichoderma demonstram eficiéncia contra alguns fungos e
bactérias que causam doencas em seres humanos. Essa capacidade € atribuida a grande
guantidade de metabdlitos secundarios produzidos por esses micro-organismos (Reino et
al., 2008; Amin et al., 2010; Moreira, 2013). A maioria desses metabdlitos exibem
propriedades antifungicas e antibacterianas, podendo ser volateis ou nao. Eles
apresentam um amplo espectro de acdo antimicrobiana (Paphitou, 2013), tornando-os
potenciais agentes para o combate a diversas infeccfes microbianas em humanos.

Estudos comprovaram cientificamente que espécies do género Trichoderma
apresentam atividade antifiUngica contra patégenos causadores de doencas em humanos,
incluindo as espécies: A. fumigatus, A. terreus, C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei e C. shaerospermum (Tijerino et al., 2011; Moreira, 2013; Sadykova et al., 2015).
Garbin (2011) coletou fungos endofiticos e epifiticos da palmeira jugara (Euterpe edulis
Martius 1824) e testou o potencial antimicrobiano contra 0os seguintes micro-organismos
patogénicos: E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923), P. aeruginosa (ATCC

27853), MRSA (S. aureus resistente a meticilina e aminoglicosideos) e C. albicans (ATCC
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10231). O estudo comprovou que quando cultivado em meio BDA, Trichoderma sp. inibiu
apenas S. aureus, apresentando halo de inibicdo de 8 a 10 mm, ja em meio Sabouraud,
inibiu tanto S. aureus quanto E.coli, com zonas de inibicdo de 6 a 10 mm. Além disso,
suprimiu uma cepa de S. aureus MRSA em ambas as condi¢des de cultivo, com zonas de
inibicdo de 12 a 16 mm.

O género Aspergillus € um dos géneros fungicos com maior importancia econémica
em biotecnologia, a variedade de metabdlitos produzida por espécies deste género pode
estar relacionada a sua grande diversidade (Samson et al., 2014; Yang et al., 2016). A
maioria dos produtos farmacéuticos derivados de fungos tem sido obtida de fungos
ascomicetos, como Aspergillus e Penicillium, enquanto talvez menos produtos
farmacéuticos, principalmente em um contexto industrial, tenham sido derivados de fungos
basidiomicetos e outros (Bala et al., 2011). No entanto, mais de 30% dos metabdlitos
isolados de fungos séo provenientes de Aspergillus e Penicillium (Bérdy, 2005).

Os metabdlitos secundarios isolados de espécies do género Aspergillus tém
despertado um interesse continuo entre farmacologistas devido a sua diversidade
estrutural e ampla variedade de atividades biolégicas (Cai et al., 2011; Wang et al., 2017).
Espécies deste género tém sido uma fonte prolifica de metabdlitos secundarios com
atividades bioldgicas interessantes, incluindo atividade antibacteriana (Perrone et al.,
2007; Xu et al., 2015). Este fato pode ser comprovado através do experimento de Wilkins
e Harris (1942) onde examinou-se 100 espécies de fungos em busca de substancias
bacteriostaticas ou bactericidas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa e cerca de 40% das cepas de Aspergillus produziram
antibioticos.

Os fungos do género Penicillium podem ser utilizados como biorremediadores,
produtores de biossurfactantes e enzimas extracelulares. Esses fungos sdao amplamente
explorados principalmente devido ao seu potencial para a producdo de moléculas com
atividade antimicrobiana (Thom, 1906; Nelson, 1970; Khan, et al., 2008). Rancic et al.,
(2006) relatam que existe um grande numero de extratos de fungos e produtos
extracelulares com atividade antimicrobiana entre as espécies do género Penicillium e
dentre essas espécies, destaca-se P. citrinum com atividade antimicrobiana comprovada
contra a bactéria Sthaphylococcus aureus (C da Silva, 2010)

As infec¢cdes hospitalares relacionadas a bactéria Staphylococcus aureus sao
comuns, relevantes e preocupantes devido a sua alta frequéncia, morbidade e mortalidade

(Catéo, et al., 2012). Esta bactéria desenvolveu diversas estratégias e mecanismos de
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viruléncia para evadir o sistema imunolégico humano. Esses mecanismos podem resultar
em uma ampla gama de condi¢fes, desde simples infecgdes como espinhas, furdnculos
e impetigo, até infeccbes mais graves, como meningite, pericardite, bacteremia e sindrome
do choque téxico (Santos, 2007). Devido a notavel facilidade que a bactéria
Staphylococcus aureus tem demonstrado para desenvolver resisténcia a antimicrobianos,
€ provavel que enfrentemos dificuldades em tratamento de infec¢gBes estafilocécicas,
portanto, espécies do género Aspergillus e Trichoderma podem ser (teis contra esses
organismos, uma vez que estes ascomicetos filamentosos sdo produtores de compostos
bioativos (Bérdy, 2005).

Escherichia coli estd associada a aproximadamente 50% das infec¢des hospitalares
e 70 a 90% dos casos de infecgbes do trato urinario (ITU), afetando principalmente
individuos vulneraveis, como criancas, idosos e gestantes. Essa bactéria é responsavel
por causar morbidade significativa e gerar altos custos financeiros no tratamento de
pacientes e para os sistemas de saude tanto publicos como privados (Karlowsky e Trends,
2002; Palou et al., 2011).

Algumas cepas de E.coli portadoras de genes de viruléncia, ou até mesmo cepas
comensais, podem provocar doencas em hospedeiros imunocomprometidos ou com a
microbiota intestinal desequilibrada, resultando em patologias como diarreias inflamatérias
e nao inflamatérias, sindrome hemolitico-urémica, infec¢do urinaria, meningite neonatal,
pneumonia e, em casos mais graves, septicemia (Nataro; Kaper 1998; Kaper et al., 2004).
A auséncia de monitoramento ou acompanhamento epidemiol6gico das resisténcias de E.
coli aos antimicrobianos pode ser um dos fatores responsaveis pelo aumento dessas
resisténcias, o que, por consequéncia, pode dificultar a eficacia da terapia antibiética
empirica (Agra, 2007).

O surgimento de micro-organismos cada vez mais resistentes, principalmente
daqueles encontrados na microbiota hospitalar; como € o caso de S. aureus, é motivo de
preocupacado, e ressalta a importancia do investimento nas pesquisas tanto sobre a
prevaléncia das infeccbes nosocomiais por este agente, quanto para a descoberta de

novas estratégias terapéuticas e novos antibioticos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os excrementos coletados no Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, localizado em uma area com trechos de Mata
Atlantica em Recife, PE - Brasil, revelaram uma vasta diversidade de fungos coprdfilos.

Foram isolados ao total doze fungos coprdfilos, distribuidos em cinco géneros
distintos.

O género mais abundante foi Aspergillus, com 7 taxons identificados dentre as 12
amostras, sendo Aspergillus terreus a espécie mais representada.

A bactéria mais sensivel foi Sthaphylococcus aureus, que apresentou halo de
inibicdo contra Aspergillus terreus, Penicillium citrinum e Trichoderma harzianum.

Apenas a espécie Aspergillus flavus inibiu a bactéria Escherichia coli.

Nenhum fungo coprdéfilo inibiu as bactérias Enterococcus faecalis e Acinetobacter
baumannii.

As espécies Cladosporium cladosporioides e Fusarium verticillioides nao
apresentaram halo de inibicAo no teste antagbnico frente a nenhuma das bactérias
estudadas.

Apesar das bactérias Gram-negativas possuirem maior resisténcia natural devido
as caracteristicas de sua parede celular, o teste obteve dois resultados promissores,
envolvendo uma bactéria Gram-positiva (Sthaphylococcus aureus) e uma bactéria Gram-
negativa (Escherichia coli)

Espécies de Aspergillus terreus foram importantes na inibicdo de S. aureus, embora
algumas cepas de Aspergillus terreus ndo tenham demonstrado atividade variavel contra
essa bactéria.

Mesmo com a resisténcia intrinseca geralmente maior das bactérias Gram-
negativas, a E. coli obteve um resultado promissor em na acéo antimicrobiana frente o
fungo A. flavus.

Ao total, obteve-se 8 resultados positivos em relacéo aos 12 fungos testados contra

as quatro bactérias de interesse clinico.
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