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ATIVIDADE ANTAGONICA A FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS POR

Bacillus kochii

Carolaine Tayna dos Santos

RESUMO

As interagdes antagbnicas sdo abundantes nas comunidades microbianas e contribuem
para a estabilidade a longo prazo de uma comunidade. Os objetivos deste trabalho
foram avaliar a capacidade da bactéria B. kockii em antagonizar alguns fungos
filamentosos e leveduras do género Candida, além de verificar o perfil de
susceptibilidade a antifungicos. Foram analisados os fungos Alternaria alternata,
Aspergillus terreus, Aspergillus oryzae e Fusarium sp., C. tropicalis e C. albicans. O
teste do antagonismo foi realizado utilizando o método de dupla cultura. Além da
avaliagcao dos resultados de inibicdo do crescimento dos fungos, foi realizado, através
de disco-difusdo, um antifungigrama, para se avaliar a susceptibilidade dos fungos a
alguns antifungicos comerciais. A bactéria apresentou atividade antagonista contra os
fungos A. terreus, A. alternata (36,9%) e Fusarium sp (40,6%). N&o houve inibigdo do
crescimento das leveduras. Os fungos filamentosos apresentaram um padrao similar de
susceptibilidade antifungica. Miconazol e cetoconazol inibiram o crescimento micelial
com maior intensidade, seguido de nistatina e itraconazol. Todos os fungos
filamentosos cresceram na presenga de fluconazol e anfotericina B inibiu somente A.
alternata. O perfil de susceptibilidade foi diferente entre as espécies de Candida. C.
tropicalis apresenta maior resisténcia a fluconazol e itraconazol do que C. albicans.
Halos de inibicdo menores também foram observados com miconazol e cetoconazol e
para nistatina, o perfil foi similar. Dessa forma, o isolado de B. kochii utilizado neste
trabalho tem um excelente potencial para atuar como agente de biocontrole contra
doencgas causadas principalmente por fungos fitopatogénicos, proporcionando uma
alternativa aos fungicidas.

Palavras-chave: Antagonismo. Antifungigrama. Bacillus kochii.



1 INTRODUGAO

Microrganismos antagonistas sado considerados agentes de biocontrole eficazes
devido a capacidade de produzir diferentes tipos de metabdlitos considerados
antibacterianos e antifungicos (LUCON et al., 2010). Bactérias do género Bacillus sao
fortes candidatas como agentes antagdnicos para o biocontrole de patégenos. Trung e
colaboradores (2022) verificaram que Bacillus sp. isolado de solo da rizosfera inibiu o
crescimento micelial de Alternaria alternata através de atividade antagonista,
demonstrando ser um potencial agente de controle biolégico. Esse fungo filamentoso
pode gerar podriddo nas pontas do caule de plantas, como a pitaia, causando graves
perdas econémicas (LUU et al., 2021).

As leveduras sdo microrganismos frequentemente associados a infec¢gdes em
hospedeiros que apresentam o sistema imunolégico debilitado (CAMPOS, 2020).
Bacillus sp. também demonstrou ser promissor contra a levedura Candida albicans. A
espécie B. brevis, isolada de amostra de solo, apresentou atividade antagbnica contra
C. albicans, demonstrando ser uma alternativa no controle desse patdgeno (GHAI et
al., 2007). De uma forma geral, o género Candida pode provocar infecgbes graves,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (RORIG, 2009).

A bactéria Bacillus kochii foi relatada recentemente na literatura por Seiler e
colaboradores (2012). Existem ainda poucos trabalhos na literatura sobre o seu
potencial biotecnoldgico. B. kochii apresentou potencial de biodegradagdo de amostra
proveniente de efluente téxtil contendo azocorante (SAMPATH et al., 2021);
Degradacao de substancias organicas e perfil antagonista contra Drechslera sp.,
Curvularia lunata e Fusarium sp. (DA SILVA, 2023) e atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus (CHINNACHAMY,
2015). Até onde sabemos, ndo ha relatos sobre seu potencial em antagonizar outros
microrganismos, como leveduras e fungos filamentosos do género Alternaria e
Aspergillus.

Dessa forma, os objetivos principais deste trabalho foram avaliar a capacidade
da bactéria Bacillus kockii em antagonizar alguns fungos filamentosos como Alternaria

allternata, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus e Fusarium sp. e leveduras do género
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Candida, além de verificar o perfil de susceptibilidade desses fungos a antifungicos

comerciais.

2 REVISAO DE LITERATURA

A capacidade de alguns microrganismos em restringir o crescimento de outros €
pesquisado desde o século XX, concentrando cada vez mais em busca por substancias
inibidoras. O termo “antagonismo microbiano” refere-se a agdo de microrganismos
contra microrganismos, produzindo substancias com a capacidade de eliminar ou inibir
o crescimento de outro microrganismo (PETERSON et al., 2020).

Fungos patogénicos sdo uma das principais ameacgas para a agricultura. Alguns
fungos considerados patogénicos mais comuns pertencem ao género Alternaria,
Fusarium e Aspergillus. Além da perda de produtos agricolas, tornam-se uma ameacga
para a saude por liberarem micotoxinas, incluindo aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisina e
alternariol (AZEEM et al., 2022; FENTA et al., 2023).

Cada vez mais pesquisas surgem em busca de alternativas utilizando
microrganismos como um agente biolégico benéfico para controlar determinadas
doencgas na produgao agricola (LUU et al., 2021). Uma das bactérias Gram-positivas
mais relatadas pertence ao género Bacillus, com a capacidade de promover o
crescimento de plantas e antagonizar uma série de patdogenos de plantas, incluindo A.
niger (SANTOSO et al., 2020), Fusarium spp. (KHAN et al., 2018) e A. alternata (JIA et
al., 2023).

O género Bacillus é considerado uma bactéria endofitica de biocontrole para
diversas plantas, como as espécies B. subtilis e B. amyloliquefaciens (XIA et al., 2023).
De acordo com Hashem et al (2019), o0 mecanismo desse género no controle de
doengas patogénicas esta relacionado na liberagdo de enzimas que degradam
substancias, atividade antagonistas, competicdo por nutrientes e promog¢ao no
crescimento através do aumento de absorgéo de ferro na planta.

B. kochii foi descrito pela primeira vez por Seiler e colaboradores (2012), como
uma bactéria Gram-positiva, formadora de enddosporos, estritamente aerdbica,

bastonetes méveis, catalase positivo e oxidase negativo.
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Existem poucos relatos na literatura sobre o potencial biotecnolégico da B.
kochii. Foi verificada a biodegradacado da bactéria em amostra de efluente proveniente
de industria téxtil contendo o corante azocorante, observando a degradagéo
ocasionado pela bactéria em grupos aromaticos, analisados por FTIR (Analise
infravermelha por transformada de Fourier) (SAMPATH et al., 2021). Recentemente, um
trabalho recente realizado na nossa equipe de pesquisa abordou a prospecg¢ao de
bactérias com potencial degradador de substancias organicas, isoladas e blendas de
diesel e B. kochii apresentou halos de hidrolise para as atividades lipolitica, celulolitica,
amilolitica, proteolitica e B-hemdlise para atividade hemolitica. Além disso, apresentou
perfil antagonista contra trés fungos filamentosos: Drechslera sp., Curvularia lunata e
Fusarium sp. (DA SILVA, 2023).

Em relagdo a atividade antimicrobiana de B. kochii ha poucos relatos. O
pesquisador Chinnachamy (2015) investigou o potencial antibacteriano dessa espécie
contra alguns patégenos considerados de risco para a saude humana. Como resultado,
a B. kochii inibiu o crescimento de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus. Além disso, a produgdo de nanoparticulas de prata com B.
kochii, verificou a eficiéncia antimicrobiana contra Salmonella Typhymurium, E. coli, K.

pneumoniae, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa (VALDIVEL et al., 2021).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no laboratério do Nucleo Experimental de
Micologia Aplicada (NEMA) e no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal

do Parana, Setor Palotina.

3.2 MICRORGANISMOS SELECIONADOS
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Quatro fungos filamentosos foram selecionados para o trabalho, sendo:
Alternaria alternata, Aspergillus terreus, Aspergillus oryzae e Fusarium sp. e para
leveduras, foram utilizadas duas cepas padrdo de Candida spp., C. tropicalis (ATCC
750) e C. albicans (ATCC 9028). Todos os microrganismos sdo pertencentes a
Micoteca do NEMA. Para a verificagao do potencial antagonista, foi utilizado a bactéria
Bacillus kochii, isolada a partir de blendas de diesel em um trabalho anterior

desenvolvido pela nossa equipe (dados nao publicados).

3.3 CULTIVO DOS FUNGOS E LEVEDURAS

Os fungos foram repicados para placas contendo Agar Sabouraud Dextrose
(SDA), com auxilio de alga microbiolégica, em condi¢cdes assépticas. Apds a inoculagéo
dos fungos, as placas foram incubadas de 28°C a 30°C por 5 dias para ocorrer o
desenvolvimento do micélio na superficie do agar. As leveduras também foram

cultivadas em SDA e as placas foram incubadas a 35°C de 3 a 5 dias.

3.4 CULTIVO E IDENTIFICACAO DE B. kochii

O isolado de B. kochii foi mantido em freezer a -20 °C, contendo meio LB
(Luria-Bertani) e glicerol (15%). A bactéria foi reativada em 5 mL de caldo BHI (Brain
Heart Infusion) e incubada a 36 °C por 24h. A partir do caldo, com o auxilio de uma alca
microbiolégica e sob condi¢des assépticas, foi estriado na superficie da placa contendo
SDA e incubado a 36 °C de 24 a 48 horas. Em seguida, foram analisados os aspectos
de morfologia da colénia e caracteristicas morfotintoriais (Coloragdo de Gram), de

acordo com o método descrito por Strohl et al. (2004).

3.5 CARACTERISTICAS MACRO E MICROSCOPICA DOS FUNGOS E LEVEDURAS

Essas observacdes foram realizadas para a confirmacao da pureza das colénias

e registro das caracteristicas macro e microscopicas de cada fungo e levedura
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analisadas. Apos o crescimento das colbnias fungicas e leveduras, analisou-se as suas
caracteristicas macroscopicas como a cor, textura e tamanho. Posteriormente iniciou-se
a analise microscopica, em que foram preparadas |laminas para a analise com o auxilio
de um microscopio Optico com o objetivo de observar e identificar as principais
estruturas como hifas e estruturas de reproducdo assexuada. Na preparacdo das
l&minas para microscopia de luz utilizou-se a técnica com fita adesiva (durex), em que
um pedaco de fita foi estendido sobre a superficie da colénia e em seguida foi removida
cuidadosamente e aderida a lamina contendo corante lactofenol azul de algodao. Apos
a preparacao das laminas, procedeu-se a observacido microscopica e a

fotodocumentacgao.

3.6 ATIVIDADE ANTAGONISTA

O teste do antagonismo foi realizado para verificar se B. kochii apresentava
capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos e leveduras. O método de
dupla cultura foi realizado conforme descrito por Haidar et al. (2016). Para essa analise,
a bactéria foi inoculada por picada central com agulha microbiolégica em placas de
Petri estéreis de poliestireno 60 x 15 mm em agar SDA, juntamente com um pequeno
fragmento da col6nia fungica (agar e micélio, quadrado de aproximadamente 0,5 x 0,5
cm). Como controle, os fungos foram inoculados sem a bactéria. O ensaio foi realizado
em triplicata. As placas foram incubadas a 28°C por 5 dias. A inibicdo do crescimento
fungico foi avaliada medindo o diametro da col6nia fungica e expressa com a seguinte

equacao, de acordo com Jia et al. (2023):
Porcentagem de inibigéo (%) = [(d — d0)/d] x 100%

onde d (mm) representa o raio de crescimento radial da colénia fungica sem a presenca
da bactéria e dO (mm) representa a média do raio de crescimento radial da colénia na

presenca de B. kochii.

3.7 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DOS FUNGOS A ANTIFUNGICOS
COMERCIAIS



O teste de disco-difusdo em agar foi realizado de acordo com a metodologia
descrita no documento M51-A (CLSI 2010), para fungos filamentosos e M44-A2 (CLSI
2018) para leveduras e pelo fabricante (CECON, Brasil). O in6culo foi preparado
diluindo algumas col6nias das leveduras e a parte superficial do micélio dos fungos
filamentosos em 3 mL de solugao salina (NaCl 0,85%), na escala 0,5 de McFarland.
ApoOs breve homogeneizagcao em Vortex, os fungos foram coletados com auxilio de um
swab de algoddo de haste longa e semeado sobre a superficie de uma placa de Petri
de vidro 150 x 15 mm, em 4 planos diferentes. Em cada placa foi adicionado, com
auxilio de uma pinga flambada, 1 disco de cada um dos antifungicos (anfotericina B 100
Mg, nistatina 100 U.l, miconazol 50 ug, cetoconazol 50 ug, fluconazol 25 pg e
itraconazol 10 pg (Cecon, Brasil). O ensaio foi realizado em duplicata. As placas foram
incubadas a 35°C por 24 h, para as leveduras e a 28°C por 5 dias, para os fungos
filamentosos. Apds o periodo de incubagado, os halos de inibicdo foram mensurados
com auxilio de um paquimetro digital.

A Figura 1 representa o esquema do procedimento experimental realizado neste

trabalho.

FIGURA 1 — REPRESENTACAO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Cultivo de Bacillus kochii

Antagonismo

S e
) \
Cultivo dos fungos Microscopia

[l

Antibiograma

FONTE: A Autora (2023).



10

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ASPECTOS MACRO E MICROSCOPICOS DE B. kochii

A cultura na B. kochii em SDA apresentou coloragéo bege/amarela com bordas
irregulares. As colénias formam um relevo no meio de cultura, com um centro mais alto
do que as bordas e com textura cremosa (FIGURA 2).

Através da técnica de Coloragdo de Gram, foi possivel determinar as
caracteristicas morfotintoriais da bactéria. Bacillus kochii apresentou uma morfologia de
bastonetes Gram-positiva (FIGURA 3) conforme relatado por Seiler e colaboradores
(2012).

FIGURA 2 - MACROMORFOLOGIA DE B. kochii EM AGAR SDA

FONTE: A autora (2023).
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FIGURA 3 - MICROMORFOLOGIA DE B. kochii em SDA.

FONTE: A autora (2023). Aumento de 1000x

4.2 ASPECTOS MACRO E MICROSCOPICOS DOS FUNGOS FILAMENTOSOS E
LEVEDURAS

As principais caracteristicas macromorfolégicas dos fungos e leveduras
analisadas neste trabalho, incluindo morfologia, coloragao e aspecto das col6nias estao
apresentadas na Tabela 1 e Figura 4. A Figura 5 mostra as caracteristicas

microscopicas, evidenciando as hifas e estruturas de reproducéo assexuadas.



TABELA 1 - CARACTERISTICAS MACROMORFOLOGICAS DOS FUNGOS E LEVEDURAS

12

Aspecto da colénia

Microrganismo Aspecto Textura Cor Bordas
Alternaria alternata Filamentoso Algodonosa Branco Regulares
Aspergillus oryzae Filamentoso Algodonosa Branco/Verde Regulares
Aspergillus terreus Filamentoso Algodonosa Acinzentado Regulares
Fusarium sp. Filamentoso Algodonosa Branco Regulares
Candida tropicalis Leveduriforme Cremosa Branco Irregulares
Candida albicans Leveduriforme Cremosa Amarelo/Creme Irregulares

FONTE: A autora (2023).

FIGURA 4 - MACROMORFOLOGIA DOS FUNGOS ANALISADOS EM AGAR SDA, APOS 5 DIAS DE
INCUBAGAO ENTRE 28°C a 30°C, E LEVEDURAS EM AGAR SDA, APOS 3 a 5 DIAS DE INCUBAGAO
EM 35°C

LEGENDA: A. Alternaria alternata, B. Fusarium sp., C. Aspergillus orizae, D. Aspergillus terreus, E.
Candida tropicalis, F. Candida albicans. FONTE: A autora (2023).
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FIGURA 5 - MICROMORFOLOGIA DOS FUNGOS ANALISADOS EM AGAR SDA, APOS 5 DIAS DE
INCUBAGAO ENTRE 28°C a 30°C, E LEVEDURAS EM AGAR SDA, APOS 3 a 5 DIAS DE
INCUBAGAO EM 35°C

Alternaria alternata Fusarium sp. Aspergillus orizae

Aspergillus terreus

LEGENDA: As imagens de C. tropicalis e C. albicans pertencem ao banco de imagens do NEMA e foram
obtidas apds laminocultivo em agar fuba com Tween 80. FONTE: A autora (2023). Aumentos de 400x,
exceto para Fusarium sp. (1000x)

4.3 ATIVIDADE ANTAGONISTA DE B. kochii CONTRA FUNGOS FILAMENTOSOS E
LEVEDURAS

A bactéria B. kochii apresentou atividade antagonista, verificada pela inibicao do
crescimento micelial, contra os fungos filamentosos A. terreus, A. alternata e Fusarium
sp., exceto para A. oryzae. N&o foi possivel observar inibicdo do crescimento das
leveduras do género Candida. As Figuras 6 a 9 ilustram o resultado da cultura pareada
entre a bactéria e os fungos A. alternata, A. terreus, Fusarium sp. e A. oryzae,
respectivamente e as Figuras 10 e 11, respectivamente para as leveduras C. tropicalis
e C. albicans.

A bactéria foi capaz de inibir em 36,9% o crescimento micelial do fungo A.
alternata (FIGURA 6). Em um trabalho recente, Jia et al. (2023) analisaram o efeito
antagonista de uma cepa de Bacillus amyloliquefaciens, isolada da rizosfera, contra A.

alternata. Os autores propdem utilizar essa bactéria para combater a alternariose, uma
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doenca de tomateiros que se caracteriza pelo aparecimento de manchas negras nos
frutos e folhas, causada por esse fungo. Através de analises por UPLC-QTOF-MS, o
composto antifungico detectado, produzido pela bactéria foi a fengicina.

A. alternata apresenta colénias com coloragao parda, presenca de alteracao da
coloragao na superficie entre o contorno e as margens, variando de branco para palha.
Sao produtores de micotoxinas, nas quais realizam um importante papel na patogénese
e podem ser empregadas como agentes seletivos na selec¢do in vitro no nivel celular
para resisténcia a doengas (HAMID, 2000). A morfologia microscopica desta espécie é
reconhecida principalmente pelos grandes conidios multicelulares marrons. Além disso,
apresenta hifas proliferantes dando origem a conidiéforos, cujos ramos formam

conidios ainda imaturos.

FIGURA 6 - ANTAGONISMO DE Bacillus kochii CONTRA Alternaria alternata EM AGAR SDA, APOS 5
DIAS DE INCUBACAO EM ESTUFA DE 28°C A 30°C

LEGENDA: (A) Controle Alternaria alternata. (B, C e D) ensaio em triplicata. FONTE: A autora (2023).
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Quanto ao ensaio de antagonismo contra o fungo A. terreus, foi possivel
observar que B. kockii causou uma diminuicdo significativa no espalhamento da
colénia, apesar de A. terreus ser um fungo que produz muitos esporos e que facilmente
se espalha sobre a superficie do meio de cultura (FIGURA 7). Nao foi possivel estimar
a porcentagem de inibicao micelial e as observagbes sao apenas visuais. Foi possivel
observar (FIGURA 7B) que as colbnias individuais apresentaram diametros reduzidos,
na presenga da bactéria, comparando com o controle. Ndo foram encontrados
trabalhos na literatura reportando o antagonismo de microrganismos contra o fungo A.
terreus. No entanto, autores reportaram a utilizagdo desse fungo contra outros fungos,
como o relatado por Melo, Faul e Nascimento (2006), em que linhagem de A. terreus
mostrou forte atividade parasitica contra Sclerotinia sclerotiorum, um fungo fitopatégeno
bastante comum. Interagcdes entre o patégeno e o antagonista revelaram que A. terreus
esporulou profusamente sobre os esclerédios. Em um outro trabalho mais recente, Choi
e Ahsan (2022) isolaram uma linhagem de A. terreus e verificam que essa espécie é
capaz de inibir o crescimento de fitopatdégenos Colletotrichum acutatum, A. alternata e
Fusarium oxysporum.

Apesar dos relatos encontrados neste trabalho, vale ressaltar que A. terreus
constitui um fungo oportunista emergente e infecgbes invasivas por este patdégeno
estdo associadas a infeccoes disseminadas e altas taxas de mortalidade
(RISSLEGGER et al.,, 2017) e para alguns autores, pode ser considerado um
fitopatdégeno (GRESSLER et al., 2015). Por outro lado, tem sido estudado como fonte
de lovastatina, um metabdlito secundario que pode reduzir o risco de doengas
cardiacas em seres humanos (BORUTA e BIZUKOJC, 2017).
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FIGURA 7 - ANTAGONISMO DE Bacillus kochii CONTRA Aspergillus terreus EM AGAR SDA, APOS 5
DIAS DE INCUBAGAO EM ESTUFA DE 28°C A 30°C

LEGENDA: (A) Controle Aspergillus terreus. (B, C e D) ensaio em triplicata. FONTE: O autor (2023).

A porcentagem de inibicdo de Fusarium sp., por B. kochii foi de 40,6% (FIGURA
8). O efeito antagonista de microrganismos, principalmente bactérias, tem sido
grandemente relatado sobre espécies fitopatogéncias de Fusarium. Santos e
colaboradores (2022), verificam que um isolado de Bacillus sp. apresenta capacidade
de inibir o crescimento micelial do fungo Fusarium kalimantanense, um fitopatogeno da
linhagem genética de F. oxysporum, conhecido por causa doengas em bananeira.
Outras espécies de Bacillus foram relatadas como antagonistas de Fusarium spp. por
exemplo, uma cepa de B. amyloliquefaciens foi capaz de causar inibicdo de 30 a 40%
do micélio de F. oxysporum (YUAN et al., 2012), e B. velezensis causou uma inibicdo
variando entre 19,76% e 55,02% do crescimento de F. oxysporum sp. fragariae (LI et
al., 2020).

As espécies de Fusarium apresentam colbnias de crescimento rapido com
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micélios aéreos em forma de feltro ou flocoso. As colbnias apresentam coloragéo
diversificada podendo ser rosa, bordd, branco e violeta azulado, isto vai depender da
espécie. Os conidios, alongados ou arredondados, sdo geralmente produzidos em
esporodéquios e aparecem como manchas viscosas nas plantacées (MOLINA et al.
2015).

A maioria das espécies de Fusarium sao encontradas nas frutas, uma vez que
produzem grandes quantidades de micotoxinas que geram podridao radicular, cancros
e murchagdo das folhas, o que pode gerar doengas tanto em humanos quanto em
animais. Contudo, eles podem ser muito benéficos, ja que produzem metabdlitos
secundarios e podem ser usados como pigmentos ou ter atividades biolégicas com
importancia na area médica (NIRMALADEVI et al., 2014). Caracteriza-se por
desenvolver colbnias com um aspecto circular de textura aveludada ou lanosa, plana
ou com sulcos radiais, com micélio branco. A coloragdo pode variar do marrom canela
ao marrom amarelado, o reverso da placa de cultura pode ser visto como amarelo,
dourado ou marrom e as vezes com um pigmento amarelo difusivel no meio. O
conidioforo é formado por trés estruturas distintas, como a vesicula biliar, o estipe e a
célula do pé que se liga ao resto das hifas. Células conidiogénicas, chamadas células
fildides, se formardo na vesicula biliar e, dependendo da espécie, outras células se

desenvolvem entre as vesiculas e as células fildides, chamadas medulas.
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FIGURA 8 - ANTAGONISMO DE Bacillus kochii CONTRA Fusarium sp. EM AGAR SDA, APOS 5 DIAS
DE INCUBAGAO EM ESTUFA DE 28°C A 30°C

LEGENDA: (A) Controle Fusarium sp. (B, C e D) ensaio em friplicata. FONTE: O autor (2023).

Em relagcéo ao ensaio realizado com A. oryzae, podemos observar que o micélio
fungico se espalhou por toda a placa, mas, diferentemente de A. terreus, ndo houve
inibicdo do crescimento fungico, na presenga da bactéria (FIGURA 9). Foi possivel
observar que o fungo apenas néo cresceu sobre a coldnia bacteriana.

A. oryzae apresenta-se com uma coloragdo esbranquicada e depois fica com
uma coloracido esverdeada e com o passar do tempo fica amarronzada. A textura da
cultura tem aspecto aveludado, sendo encontrado no solo e materiais vegetais em
decomposigcdo, em regides tropicais ja que requer temperatura de crescimento
relativamente quente. A espécie é uma grande aliada para a biotecnologia, ja que
apresenta um grande potencial de produzir e secretar grandes quantidades de

proteinas e principalmente enzimas (MACHIDA et al., 2008). Como todas as espécies
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do género, a estrutura de reprodugdo assexuada é representada por uma hifa aérea

(conidiéforo) que forma uma vesicula com fialide e fialésporos.

FIGURA 9 - ANTAGONISMO DE Bacillus kochii CONTRA Aspergillus oryzae EM AGAR SDA, APOS 5
DIAS DE INCUBACAO EM ESTUFA DE 28°C A 30°C

LEGENDA: (A) Controle Aspergillus oryzae. (B, C e D) ensaio em triplicata. FONTE: O autor (2023).

Da Luz et al. (2022), em um estudo para avaliar a atividade antagonista da
bactéria Bacillus licheniformis, verificaram que essa bactéria foi capaz de inibir 45% do
crescimento micelial de A. oryzae, além de outros fungos, apresentando efeito
antifungico sobre essa espécie de Aspergillus.

Hussein e colaboradores (2015) avaliaram o efeito antagonista da levedura C.
albicans contra fungos filamentosos patogénicos e relataram que A. oryzae foi o mais
sensivel. Os autores concluem que a agao inibitéria de C. albicans contra outros fungos
nao apenas torna C. albicans mais competente na microbiota, mas também fornece ao
corpo humano mais uma linha de defesa contra fungos oportunistas. A principal via de
entrada dos fungos no corpo humano é geralmente através do sistema respiratorio e C.

albicans ¢é geralmente encontrada na superficie mucosa do nariz e da boca
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(NASUTION et al., 2013).
Nenhum efeito inibitério foi observado quando C. tropicalis e C. albicans foram
cultivadas com B. Kochii (FIGURAS 10 e 11).

FIGURA 10 - ANTAGONISMO DE Bacillus kochii CONTRA Candida tropicalis EM AGAR SDA, APOS 3 A
5 DIAS DE INCUBAGAO EM ESTUFA DE 35°C

LEGENDA: (A) Controle Candida tropicalis. (B, C e D) ensaio em triplicata. FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 11 - ANTAGONISMO DE B. kochii CONTRA Candida albicans EM AGAR SDA, APOS 3 A 5
DIAS DE INCUBAGAO EM ESTUFA DE 35°C

LEGENDA: (A) Controle Candida albicans. (B, C e D) ensaio em triplicata. FONTE: O autor (2023).

C. albicans é um patégeno fungico oportunista do gastrointestinal humano e esta
associado a infeccdes que variam desde infecgdes superficiais da mucosa até doencas
disseminadas com risco de vida. Considerado um fungo dimorfico, apresenta-se sob a
forma leveduriforme (blastoconidios) no estado saprofitico, de forma assintomatica ou
na forma filamentosa (pseudo-hifas e hifas verdadeiras), no processo patogénico. Além
disso, sob otimas condigdes de crescimento, podem ocorrer a formagao de
clamidésporos, que sdo esporos mais arredondados com uma espessa parede celular.
Portanto, C. albicans é considerado um organismo pleomoérfico (KADOSH, 2016).

C. albicans possui uma interagao complexa com o hospedeiro através da parede
celular, que é a principal estrutura em contato com o hospedeiro. E essencial para a
integridade celular dos fungos. A parede celular fungica protege as células do estresse
ambiental, incluindo mudancas drasticas de temperatura, alteracbes osmoticas,
desidratacao e resposta imunologica (GARCIA-RUBIO et al., 2020).
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C. tropicalis € uma levedura considerada oportunista, colonizando o trato
gastrointestinal, trato geniturinario e cavidade oral. As colénias sao brancas a creme,
com textura cremosa e aparéncia lisa, podendo apresentar bordas levemente
enrugadas. Considerado um fungo dimérfico com a formagéo de pseudo-hifa, gerando
estruturas longas, ramificadas e com blastoconidios esféricos. Sob étimas condi¢des de
crescimento, pode formar hifas verdadeiras, uma caracteristica bastante semelhante
com a C. albicans (TREVINO-RANGEL et al., 2018).

Dentre todas as espécies pertencentes ao género Candida, a C. tropicalis &
considerada de grande importancia para a saude, devido ao seu alto fator de viruléncia
e a capacidade de mudar seu estado morfologico entre a forma leveduriforme e
filamentosa, bem como a formacéo de biofilme. Essa mudancga permite que a levedura
consiga se adaptar e sobreviver a diversas variagdes no ambiente do hospedeiro
(SILVA et al., 2012).

Varios relatos na literatura sugerem que espécies do género Bacillus sao fontes
de compostos volateis antimicrobianos (como Propanona, 1-butanol, 3-metil-butanol,
acido aceético, acido 2-metil-propandico, dissulfeto de carbono, acido 3-metil-butandico
e acetato de etila) sendo fortes candidatos para biocontrole de patégenos do solo e
pds-colheita (SHAFI et al., 2017, CHAVES-LOPEZ et al. 2015).

5.2 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

As Figuras 12 e 13 e a Tabela 2 mostram os resultados do perfil de
susceptibilidade a antifungicos dos fungos e leveduras analisados. Os critérios
interpretativos das zonas de inibicdo para as leveduras foram baseados nas normas
publicadas no CLSI: sensivel, diametro da zona 219 mm; suscetivel dependente da
dose, didmetro da zona de 15 a 18 mm); resistente, diametro de zona <14 mm.

Nao foi possivel classificar os fungos filamentosos quanto ao perfil de
susceptibilidade pois, embora o CLSI tenha desenvolvido procedimentos reprodutiveis
para o teste de suscetibilidade antifungica de leveduras e bolores por microdiluicdo em
caldo (documentos M27-A2 e M38-A) e leveduras por disco-difusdo (documento

M44-A), as diretrizes de referéncia ndo estao disponiveis para testes de disco-difuséo
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com fungos filamentosos. No entanto, foi possivel observar que os fungos filamentosos
apresentaram um padrdao similar, frente aos diferentes antifungicos utilizados.
Miconazol e cetoconazol parecem inibir o crescimento micelial com maior intensidade,
seguido de nistatina e itraconazol. Todos os fungos filamentosos cresceram na
presenca de fluconazol e anfotericina B apresentou efeito inibitorio somente para A.
alternata.

O perfil de susceptibilidade foi diferente entre as espécies de Candida, C.
tropicalis apresenta uma maior resisténcia a fluconazol e itraconazol do que C.
albicans. Halos de inibicdo menores também foram observados quando se utilizou os

antifungicos miconazol e cetoconazol. Ja para nistatina, o perfil foi similar.
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FIGURA 12 - PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIFUNGICOS DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

LEGENDA: (A) A. oryzae. (B) A. terreus. (C) Fusarium sp. (D) A. alternata. Discos antifungicos: (AB)
Anfotericina B 100 pg. (NY) Nistatina 100 U.l. (MCZ) Miconazol 50 ug. (KET) Cetoconazol 50 ug. (FLU)
Fluconazol 25 ug. (ICZ) Itraconazol 10 ug. FONTE: O Autor (2023).
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FIGURA 13 - PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIFUNGICOS DAS LEVEDURAS DO GENERO
Candida

LEGENDA: (A) C. tropicalis. (B) C. albicans. Discos antifungicos: (AB) Anfotericina B 100 ug. (NY)
Nistatina 100 U.I. (MCZ) Miconazol 50 ug. (KET) Cetoconazol 50 pg. (FLU) Fluconazol 25 ug. (ICZ)
Itraconazol 10 pg. FONTE: O Autor (2023).
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TABELA 2 - PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIFUNGICOS DOS FUNGOS ANALISADOS

Fungo Antifiingico Zona inibigdo (mm) Susceptibilidade
Alternaria alternata Anfotericina B 12
Nistatina 25
Miconazol 27
Cetoconazol 25
Fluconazol -
Itraconazol 15
Fusarium sp. Anfotericina B -
Nistatina 17
Miconazol 31,5
Cetoconazol 23,5
Fluconazol -
Itraconazol 10,5
Aspergillus oryzae Anfotericina B 9
Nistatina 15
Miconazol 23
Cetoconazol 24,5
Fluconazol -
Itraconazol 11
Aspergillus terreus Anfotericina B -
Nistatina 14,5
Miconazol 24
Cetoconazol 24,5
Fluconazol -
Itraconazol 13
Candida tropicalis Anfotericina B 15,5 I
Nistatina 22,5 S
Miconazol 26 S
Cetoconazol 14,5 R
Fluconazol - R
Itraconazol - R
Candida albicans Anfotericina B 24 S
Nistatina 21 S
Miconazol 36 S
Cetoconazol 35 S
Fluconazol 28 S
Itraconazol 22 S

LEGENDA: (S) Sensivel. (I) Intermediario. (R) Resistente. FONTE: A Autora (2023).

Aspergillus spp. e Fusarium spp. fazem parte dos principais agentes causadores
de infecgdes pulmonares severas (ITO, 2022). Os agentes antifungicos aprovados pela
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e potencialmente utilizados
para o tratamento da aspergilose sado anfotericina B lipossomal, complexo lipidico de
anfotericina B, voriconazol, itraconazol, posaconazol, isavuconazol, caspofungina e

micafungina. Dentre esses, € bastante citado o uso de anfotericina B, que pode ser



27

administrada através de particulas lipossomais. Anfotericina B € um antifungico da
classe dos polienos e se liga ao ergosterol nas membranas fungicas formando poros e
levando a morte celular, mas tratamentos sistémicos com esse antifungico apresentam
risco de nefrotoxicidade (ITO, 2021).

A. terreus e A. fumigatus sao conhecidos por apresentarem resisténcia
intrinseca a anfotericina B (REICHERT-LIMA et al., 2018). Entre as cinco espécies mais
comuns de Aspergillus, A. terreus € frequentemente associado ao aumento da
mortalidade devido a sua resisténcia intrinseca a anfotericina B (HACHEM et al., 2014).
Os resultados apresentados por esses autores indicam que este padrao de
suscetibilidade depende das espécies cripticas dentro da secéo Terrei. O mecanismo
de resisténcia intrinseca de A. terreus a anfotericina B n&o € muito claro. Foi relatado
que a menor quantidade de ergosterol na membrana celular de A. terreus é
parcialmente responsavel pela fraca atividade da anfotericina B contra este fungo
(CHAMILOS e KONTOYIANNIS, 2005). Segundo Trifilio e colaboradores (2005) o
triazol voriconazol é o antifungico de escolha para aspergilose causada por esse
agente (antifungico ndo analisado neste trabalho).

Aspergillus oryzae nao estd entre os principais agentes causadores de
aspergilose em humanos e animais, mas existem relatos sobre a ocorréncia de
infeccbes humanas causadas por esse agente, como o trabalho realizado por Schwetz
et al. (2007), que relata um caso de peritonite. A doenga foi tratada com sucesso com
anfotericina B e caspofungina, seguido de itraconazol e remogao do cateter peritoneal.
E considerado como seguro (Generally Recognized as Safe) pelo FDA e apresenta
algumas propriedades biotecnolégicas (revisao em DABA, MOSTAFA e ELKHATEEB,
2021).

Fusarium spp., apesar de conter numerosas espécies fitopatogénicas, podem
ser responsaveis por micoses em humanos e animais, incluindo infec¢des superficiais,
como ceratite e onicomicose, bem como infecgdes localmente invasivas e
disseminadas (ABDULLAH et al., 2018). A fusariose é a segunda infec¢ao por fungos
mais comum depois da aspergilose, e a ceratite é a infecgdo de implantagdo mais
encontrada em individuos imunocompetentes. O antifungico natamicina é ativa contra
espéecies de Fusarium tanto in vitro quanto in vivo e é usada junto com o voriconazol,
como base do tratamento da ceratite por Fusarium. A onicomicose € tratada com
terbinafina, voriconazol e as vezes itraconazol. Embora os mecanismos de resisténcia

antifungica de Fusarium nao sejam totalmente compreendidos, alteragbes de



28

aminoacidos e/ou superexpressdo de CYP51, o gene que codifica a esterol
14a-desmetilase, pode estar envolvido na resisténcia a azoélicos, como o fluconazol,
semelhante a Aspergillus spp (MEIS et al., 2016) Pujol e colaboradores demonstraram
que, para cepas ambientais, anfotericina B e o cetoconazol, que foram mais ativos. Em
relagdo ao cetoconazol, nossos resultados indicam que esse antifungico é ativo contra
Fusarium sp.

Alternaria alternata ¢ um conhecido fitopatdgeno causador da doencga da
mancha negra em kiwi (HUANG et al., 2021). Um trabalho recente realizado por Li e
colaboradores (2023) reportam o uso de tetramicina para o tratamento da doenca da da
podriddao mole nos kiwis, causado por A. alternata. Tetramicina um antibiético poliénico
com amplo espectro, alta eficiéncia e baixa toxicidade que exerce forte atividade
inibitéria contra ascomicetos, basidiomicetos e adelomicetos (SONG et al., 2016). O
género Alternaria contém varias espécies de hifomicetos melanizados que causam
infeccbes oportunistas em humanos. As manifestagcdes clinicas mais frequentes sao
infecgdes cutaneas e subcutaneas, seguidas de oculomicose, rinossinusite invasiva e
ndo invasiva e onicomicose (PASTOR e GUARRO, 2006). Esses autores avaliaram a
susceptibilidade a antifungicos de varios isolados de A. alternata e mostraram que a
anfotericina B apresentou atividade in vitro variavel. Dentre os azéis, o fluconazol nao
apresentou atividade contra o fungo, como observado neste trabalho, e o resultado
para cetoconazol foi variavel. ltraconazol, voriconazol e posaconazol mostraram boa
atividade contra o agente, como também observado neste trabalho, em que o
itraconazol promoveu um halo de inibicdo de 15 mm, maior que o observado para
outros fungos filamentosos analisados.

Por fim, as duas espécies de Candida analisadas apresentaram perfis diferentes
de susceptibilidade aos antifungicos testados, sendo observado uma maior resisténcia
de C. tropicalis ao fluconazol e itraconazol, seguido de miconazol e cetoconazol,
comparando com C. albicans. Ja para nistatina, o perfil foi similar. Espécies distintas de
Candida podem causar doengcas em seres humanos, mas a maioria das infeccbes
invasivas € provocada por cinco patdgenos: Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis e C. krusei (RIERA et al, 2022). Embora C. albicans seja a espécie
principal, a candidemia causada por espécies nao-albicans, como C. tropicalis tem se
tornado motivo de preocupagéo nas ultimas décadas (GUO et al., 2021). O tratamento
das doencas causadas por Candida spp. geralmente depende da condi¢gdo da doencga.

Os medicamentos azodlicos sdo uma das classes mais comuns de medicamentos
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utilizados para o tratamento de infecgbes por Candida em todo o mundo, tanto para
infeccbes mucosas quanto sistémicas. Esses antifungicos tém como alvo a via
biossintética do ergosterol e, assim, inibem o crescimento de fungos (KABIR e AHMAD,
2013). Devido a crescente resisténcia aos antifungicos, a combinacdo de dois ou mais
medicamentos e novas formulagdes podem ser eficazes no tratamento das infeccdes
causadas por Candida spp., como por exemplo: anfotericina B lipossomal, complexo
lipidico de anfotericina B, dispers&o coloidal de anfotericina B, anfotericina B em uma
formulacdo de nanoesferas lipidicas, itraconazol e ciclodextrina ou combinagdo de um
ou mais compostos antifungicos, por exemplo, anfotericina B + flucitosina, fluconazol +
flucitosina, anfotericina B + fluconazol, caspofungina + anfotericina B lipossomal e
caspofungina + fluconazol (SPAMPINATO e LEONARDI, 2013).

6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados apresentados neste trabalho fornecem uma visdo geral da
interagdo entre microrganismos e da importancia dos ensaios de antagonismo para
selecionar microrganismos com potencial bioldgico, que podem vir a ser utilizados para
promover o biocontrole de patdégenos. Dessa forma, o isolado de B. kochii utilizado
neste trabalho tem um excelente potencial para atuar como agente de biocontrole
contra doengas causadas principalmente por fungos fitopatogénicos, proporcionando
uma alternativa aos fungicidas. Além disso, o estudo das substancias produzidas por B.
kochii sera importante para trabalhos futuros que visem a utilizagdo de moléculas
alternativas aos antifiungicos comerciais contra patégenos humanos e animais. Essas
moléculas poderédo ser uma alternativa antifungica devido a resisténcia dos fungos aos
antifungicos ja utilizados e a citotoxicidade que alguns desses farmacos podem
apresentar.

Trabalhos futuros poderao ser realizados utilizando um maior namero de
microrganismos patogénicos. A verificagdo, através de microscopia optica e eletrdnica
de varredura podera ser realizada para verificar possiveis alteragcdes nas estruturas
miceliais e/ou de reproducéo dos fungos, apds o co-cultivo com a bactéria. A detecgao

de possiveis compostos antifungicos produzidos pela bactéria, através de analises
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cromatograficas como GC-MS, auxiliard no maior entendimento da fisiologia deste

microrganismo.
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