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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos € uma ameacga crescente a saude publica,
associada a milhdes de mortes anuais e a elevados impactos econémicos, como o
aumento dos custos hospitalares e a redugédo do Produto Interno Bruto (PIB) global
devido a queda na produtividade. Intensificada pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos, essa crise compromete tratamentos médicos essenciais, levando a
um cenario de urgéncia para o desenvolvimento de novos farmacos. Nesse
contexto, a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) prioriza o enfrentamento de
patdgenos criticos, como Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos e
Candida albicans. Neste cenario, o género Candida, normalmente membro da
microbiota comensal, pode se tornar patogénico em condi¢gdes de imunossupressao
e uso indiscriminado de antimicrobianos, causando infecgbes invasivas
desafiadoras. O género Bacillus é uma fonte promissora de metabdlitos
antimicrobianos devido a sua ampla distribuicdo e capacidade de produzir
compostos bioativos com propriedades antifungicas. Espécies como Bacillus subtilis
e Bacillus licheniformis se destacam por sua relevancia comercial, auséncia de
patogenicidade e capacidade de secretar metabdlitos com atividade antimicrobiana.
Neste estudo, a cama de aviario foi explorada como fonte para o isolamento de
Bacillus, devido a sua composicdo rica em matéria organica e comunidade
microbiana pouco conhecida. Assim, este trabalho investigou a atividade antifungica
de metabdlitos produzidos por Bacillus, buscando alternativas eficazes para
enfrentar a resisténcia antimicrobiana e contribuir para a saude publica. A atividade
antimicrobiana de 35 isolados de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis contra
Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida
tropicalis foi avaliada em duas etapas: uma triagem primaria, utilizando o método de
cross-streak, e uma triagem secundaria, por meio do método de difusdo em pogos
em placa. Durante a triagem primaria, 23 isolados de Bacillus subtilis e um de
Bacillus licheniformis demonstraram atividade antimicrobiana contra Candida
albicans, Candida glabrata e Candida parapsilosis. Na triagem secundaria, os 24
isolados confirmaram a atividade antimicrobiana contra essas trés espécies de
Candida. Esses resultados reforcam o potencial do género Bacillus como uma fonte
promissora de novas moléculas para o combate a patégenos fungicos de prioridade
critica para a saude humana.

Palavras-chave: atividade antifungica; Bacillus; Candida.



ABSTRACT

Investigation of antimicrobial activity of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis

from poultry litter against Candida species

Antimicrobial resistance is a growing public health threat, associated with millions of
deaths annually and significant economic impacts, such as increased hospital costs
and reduced global Gross Domestic Product (GDP) due to decreased productivity.
Intensified by the indiscriminate use of antimicrobials, this crisis compromises
essential medical treatments, leading to an urgent need for the development of new
drugs. In this context, the World Health Organization (WHO) prioritizes tackling
critical pathogens, such as carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae and
Candida albicans. In this scenario, the Candida genus, normally a member of the
commensal microbiota, can become pathogenic under conditions of
immunosuppression and indiscriminate use of antimicrobials, causing challenging
invasive infections. The Bacillus genus is a promising source of antimicrobial
metabolites due to its wide distribution and ability to produce bioactive compounds
with antifungal properties. Species such as Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis
stand out for their commercial relevance, lack of pathogenicity and ability to secrete
metabolites with antimicrobial activity. In this study, poultry litter was explored as a
source for the isolation of Bacillus, due to its composition rich in organic matter and
little-known microbial community. Thus, this work investigated the antifungal activity
of metabolites produced by Bacillus, seeking effective alternatives to face
antimicrobial resistance and contribute to public health. The antimicrobial activity of
35 isolates of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis against Candida albicans,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis and Candida tropicalis was
evaluated in two stages: a primary screening, using the cross-streak method, and a
secondary screening, using the well-plate diffusion method. During the primary
screening, 23 isolates of Bacillus subtilis and 1 of Bacillus licheniformis demonstrated
antimicrobial activity against Candida albicans, Candida glabrata and Candida
parapsilosis. In the secondary screening, the 24 isolates confirmed antimicrobial
activity against these three Candida species. These results reinforce the potential of
the Bacillus genus as a promising source of new molecules to combat fungal
pathogens of critical priority for human health.

Keywords: antifungal activity; Bacillus; Candida.
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1INTRODUGAO

A resisténcia aos antimicrobianos € uma crescente ameaca a saude publica, que
esta atrelada a gigantescos impactos sociais e econdmicos. A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) afirma que este fenbmeno € responsavel por 4,95 milhdes de mortes por
ano em todo o mundo (OMS, 2023). Além dos Oobitos, outros procedimentos bem
sucedidos da medicina tornam-se extremamente perigosos, pois 0 manejo de infecgdes
em locais cirurgicos, transplante de Orgdos, quimioterapia e cirurgias, como as
cesarianas, sado dependentes de antimicrobianos eficazes para terem sucesso
(Nwobodo et al., 2022). Somado a estes fatores, tem-se a perspectiva econdmica, que €
influenciada, ndao apenas por gastos aumentados com hospitalizacbes e medicamentos,
mas também por consequéncias indiretas relacionadas ao comércio e ao PIB (Produto
Interno Bruto). O aumento da resisténcia pode levar a uma redugao de 2% a 3,8% do
PIB mundial, correspondente a uma perda de até 100 trilhbes de dodlares, pois a
mortalidade e morbilidade de infecgdes causadas por patdégenos resistentes afetaria
diretamente a forca de trabalho, ocasionando queda de produtividade (Jim O’Neill,
2014). Simulagbes feitas pensando em dois possiveis cenarios impactados por
resisténcia antimicrobiana alegam que em uma perspectiva mais otimista, o PIB global
anual cairia em torno de 1,1% até 2050, com déficit anual superior a 1 bilhdo de ddlares
até 2030, enquanto em uma perspectiva pessimista, o mundo perdera 3,8% do seu PIB
anual até 2050, com déficit anual de 3,4 bilhdes de dolares até 2030 (Jones et al., 2017).
A troca de antimicrobianos de primeira linha durante um tratamento devido a aquisicao
de resisténcia também agrega valores ao custo final, pois os antimicrobianos de
segunda ou terceira linha sdo mais caros e eventualmente mais perigosos (Nwobodo et
al., 2022).

Os microrganismos tornam-se resistentes quando deixam de responder aos
medicamentos antimicrobianos (OMS, 2023). Este processo € natural e ocorre ao longo
do tempo em decorréncia de alteragcbes genéticas em patogenos, contudo, devido a
atividade humana, representada pelo uso indevido e excessivo de antimicrobianos para
tratar, prevenir ou controlar infec¢bées em humanos, animais e plantas, o surgimento e
propagacado da resisténcia sdo acelerados (OMS, 2023). O uso de antimicrobianos
exerce uma pressao seletiva sobre a populagdo de microrganismos acometidos, em uma
relacdo diretamente proporcional; logo, quanto mais antimicrobianos forem usados,

maior sera a presséao existente (Nwobodo et al., 2022).
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Em resposta a esta problematica, a OMS publicou listas de bactérias e fungos
considerados “patégenos prioritarios”, divididos em trés categorias de prioridade (critica,
alta e média), de acordo com a urgéncia de necessidade de novos antimicrobianos, em
uma tentativa de orientar e promover o desenvolvimento de novos medicamentos para
enfrentar a crescente resisténcia global aos farmacos antimicrobianos (OMS, 2017;
OMS, 2022). A partir de 2024, com uma atualizagdo da lista, a maior prioridade
bacteriana passou a ser Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos, enquanto,
a maiores prioridades fungicas, desde 2022, incluem Cryptococcus neoformans e
Candida albicans (OMS, 2022; OMS, 2024).

As leveduras do género Candida sdo membros comuns da microbiota comensal
do trato gastrointestinal, genitourinario, cavidades orais e superficies cuténeas e
mucosas em humanos, sendo tipicamente inofensivas devido ao controle exercido pela
microbiota coexistente, pelas barreiras epiteliais intactas e pelas defesas do sistema
imunolégico inato (Jamiu; Albertyn; Sebolai; Pohl, 2020). No entanto, em situagdes de
desequilibrio ou imunossupressado, podem tornar-se patogénicas e causar infecgdes
invasivas.

A candidiase invasiva € uma infecgdo grave que pode comprometer diversas
partes do corpo, como coragao, cérebro, olhos, 0ssos e sangue, abrangendo tanto a
candidemia, caracterizada pela presenca de Candida na corrente sanguinea, quanto a
candidiase de tecido profundo, que envolve infecgdes em érgaos internos resultantes de
disseminagao hematogénica ou introducao direta do patdégeno em locais estéreis (Jamiu;
Albertyn; Sebolai; Pohl, 2020). Essas manifesta¢cdes representam um desafio clinico
significativo, especialmente em pacientes imunocomprometidos.

Embora atualmente exista uma corrida incessante em busca de novos
antimicrobianos, curiosamente o mais famoso representante desta classe de
medicamentos, a penicilina, foi descoberto por um feliz acaso. Em 1928, Alexander
Fleming observou que o crescimento de um fungo contaminante, posteriormente
identificado como pertencente ao género Penicillium, foi capaz de inibir o crescimento da
bactéria Staphylococcus aureus na placa de petri (Tortora, 2017, p. 549).

Neste contexto, bactérias do género Bacillus sdo excelentes pontos de partida
para a busca de novas moléculas com atividade antimicrobiana, pois sédo difundidas pelo
solo e sdo capazes de produzir muitos compostos antibacterianos e antifungicos, com
intuito de desenvolver um mecanismo de defesa contra outros microrganismos

existentes no ecossistema, de modo a aumentar suas chances de adaptagcdao em
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ambientes hostis (Pino-Hurtado et al, 2023). Além disso, em resposta ao contato
frequente e direto com o ambiente, espécies de Bacillus também estdo presentes no
trato gastrointestinal e fezes de diferentes animais aquaticos e terrestres, incluindo
galinhas (Mingmongkolchai; Panbangred, 2018).

A cama de aviario corresponde a cama apos ser utilizada pelas aves e é
composta, principalmente, de excrementos desses animais, material da cama (arroz,
palha, casca de amendoim, serragem, aparas de madeira), penas, insetos, ragao
derramada ou qualquer outro material deixado no chao dos aviarios, acompanhada de
uma comunidade microbiana total pouco conhecida (Crippen et al., 2021).

Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis destacam-se como duas das bactérias
mais relevantes do ponto de vista comercial, pois sdo amplamente empregadas na
produgcdo de metabdlitos como vitaminas, aminoacidos, antimicrobianos e enzimas
industriais, cuja exploragcdo tem sido impulsionada pela auséncia de patogenicidade
dessas espécies e pela notavel capacidade de secretar proteases e outras enzimas em
meio de cultura (Harwood et al., 2018).

Portanto, através das problematicas apresentadas em torno da resisténcia
antimicrobiana e tendo em vista a reducdo de farmacos eficientes contra os atuais
microrganismos resistentes e a preocupagao de um retorno a era “pré-antibiética”, este
trabalho tem a proposta de investigar substancias antimicrobianas produzidas por
Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis capazes de combater fungos patogénicos de

interesse para a saude publica.
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2REVISAO DA LITERATURA

2.1 TIPOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Em resposta ao uso de antimicrobianos, a plasticidade genética das bactérias
possibilita a aquisicdo de mecanismos de resisténcia, através de mutacdes adaptativas e
ganho de porcdes de DNA por meio de transferéncia horizontal de genes de resisténcia
(Helmy et al., 2023). Os fungos, quando expostos a agentes antifungicos ou a seus
analogos estruturais, também sdo capazes de adquirir resisténcia (Ben-Ami;
Kontoyiannis, 2021). Todavia, a resisténcia pode ser uma manifestagdo natural de
bactérias que apresentam certas propriedades herdadas, como a presenga de
lipopolissacarideo, que atua como uma barreira inata contra a entrada de
antimicrobianos (Helmy et al., 2023), ou de fungos inerentemente ndo sensiveis a certos
tipos de antifungicos, independente de exposicdo prévia ao respectivo farmaco
(Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021). Clinicamente, a resisténcia é entendida como uma alta
probabilidade de falha terapéutica, mesmo quando ha aumento de exposicdo a um
determinado agente antimicrobiano (EUCAST, 2019).

2.1.1 Resisténcia fungica

Os fungos, em exposi¢do concomitante aos antimicrobianos junto as bactérias,
também sao microrganismos aptos a desenvolver mecanismos de resisténcia para
sobreviver as principais classes de antifungicos disponiveis atualmente. Os principais
mecanismos de resisténcia aos antifungicos incluem: a interacdo entre farmaco e alvo
alterada devido a modificagcbes na sequéncia de aminoacidos da proteina-alvo e
concentragao citoplasmatica do farmaco reduzida em virtude de modificagdes na parede
celular que diminuem a absorgdo do farmaco ou da expressao de bombas de efluxo
(Czajka et al., 2023).

Os compostos azolicos sao antifungicos inibidores da enzima 14a-desmetilase,
responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol, o principal esterol presente na
membrana celular fungica, portanto, com a deplegéo de ergosterol, tem-se uma inibigao
da replicacao (Rang et al., 2016). Mutacdes pontuais em ERG11, gene responsavel por
codificar a enzima-alvo, levam a uma diminuigdo de afinidade que resulta em resisténcia

aos azolicos, pois as substituicbes de aminoacidos provenientes da mutacdo causam
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alteragdes estruturais no sitio ativo da 14a-desmetilase (Perlin; Rautemaa-Richardson;
Alastruey-lzquierdo, 2017). Outros mecanismos de resisténcia que afetam os azélicos
incluem a inducdo de bombas de efluxo e a regulagdo positiva da expressao
14a-desmetilase, devido a mutagdes em fatores de transcricdo do gene ERG11
(Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).

As equinocandinas séo peptideos ciclicos fungicidas que comprometem a sintese
da parede celular fungica através de uma ligagao nao competitiva a subunidade Fks da
enzima glucano sintase (Czajka et al, 2023). O mecanismo de resisténcia as
equinocandinas esta associado a mutagdes adquiridas nos genes FKS, que codificam as
subunidades cataliticas da enzima alvo do farmaco (Perlin; Rautemaa-Richardson;
Alastruey-lzquierdo, 2017). Entretanto, diferente dos antifungicos azodlicos, as
equinocandinas ndo sao consideradas bons substratos para a maioria das bombas de
efluxo (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).

Os polienos, como anfotericina B e nistatina, sdo farmacos que atuam na
membrana plasmatica do fungo, ligando-se a moléculas de ergosterol, para formar poros
que resultam em extravasamento de conteudo celular (Czajka et al., 2023).

A resisténcia aos polienos envolve, basicamente, a diminuicdo de ergosterol da
membrana celular, portanto, tratamento com azois pode conferir resisténcia a polienos
devido a concentragcdo reduzida do esterol celular fungico (Perlin;
Rautemaa-Richardson; Alastruey-lzquierdo, 2017). Embora seja possivel, os relatos de
cepas resistentes aos polienos sao raros, apesar de décadas de uso destes farmacos
em ambiente clinico, pois acredita-se que a eficacia da atividade fungicida na eliminagao

de infecgdes previne a evolugao de cepas mutantes resistentes (Czajka et al., 2023).

2.2 FATORES QUE ACELERAM O DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA

O desenvolvimento de resisténcia € um processo multifatorial, acelerado
drasticamente por meio de condutas inadequadas exercidas por diversos agentes
envolvidos no uso de antimicrobianos, tais como prescritores, pacientes, a industria
pecuaria e agricola.

A incerteza diagnodstica € um desafio recorrente para os prescritores de
antimicrobianos. Quadros clinicos de etiologia viral ou bacteriana podem ter aspectos

semelhantes, o que pode promover a prescricdo excessiva de antibacterianos, mesmo
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quando ndo ha indicagbes adequadas (Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015). Aliado a
este problema, tem-se a falta de suporte para o diagnéstico adequado, que muitas vezes
nao € acessivel para os médicos. Diagndsticos inadequados, lentos ou imprecisos
incentivam a utilizagao de terapias empiricas para cobrir a possibilidade de uma infecgao
possivelmente responsavel pela doenca de um paciente, mesmo quando ndo é o caso
(OMS, 2001). A falta de conhecimento também enquadra-se como um dos principais
fatores responsaveis pelo uso inadequado de antimicrobianos pelo mundo, afinal,
mesmo em paises desenvolvidos, os curriculos de graduagao de medicina s&o limitados
em relacdo a farmacologia, mecanismo de acdo, espectro de atividade e questdes
relacionadas a resisténcia aos agentes antimicrobianos (OMS, 2001).

Os pacientes, junto aos prescritores, desempenham um papel fundamental na
aceleracdo e disseminagdo de resisténcia antimicrobiana, principalmente no que tange a
ma adesao e automedicacdo. O ato de automedicar-se com antimicrobianos
frequentemente é feito em doses desnecessarias e inadequadas, resultando em um
ambiente ideal para os microrganismos adaptarem-se ao invés de serem eliminados
(Prestinaci; Pezzotti; Pantosti, 2015). A automedicagao ocorre, pois muitos pacientes
possuem uma percepcao equivocada de que a maioria dos episoédios suspeitos de
infeccdo exige uma terapia antimicrobiana, e essa expectativa incide nos profissionais
de saude, que tem suas praticas de prescricdo influenciadas pelas demandas e
expectativas dos pacientes (OMS, 2001). Por outro lado, a ma adesao, na maioria dos
casos, € resultado de uma falha de compreensdo do paciente e comunicagdo com o
prescritor (OMS, 2001). Pacientes incapazes de completar a terapia apresentam maiores
chances de recidiva, desenvolvimento de resisténcia e necessidade de novo tratamento,
especialmente para aqueles que necessitam de um tratamento prolongado (OMS, 2001).

A criagdo de animais e cultivo de vegetais para consumo humano também
destacam-se como setores seriamente afetados, pois fomentaram um problema que
inevitavelmente voltou-se contra suas préprias produgdes. Com o aumento da circulagao
de patdgenos resistentes, os tratamentos aplicados nos rebanhos da pecuaria tornam-se
menos eficazes e tem-se como resultado a queda da produtividade e aumento do precgo
das principais proteinas animais: carnes, ovos e leite (Dadgostar, 2019). Esta falha
terapéutica ocorre pois 0 uso de antimicrobianos na pecuaria ndo é racional, e extrapola
a aplicacao apenas em animais doentes. Os antimicrobianos sao adicionados em
grandes quantidades a alimentacao e a agua de animais saudaveis, de forma profilatica,

em niveis subterapéuticos, com o objetivo de prevenir doengas (Dadgostar, 2019).
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Portanto, acredita-se que a criacdo de animais destinados ao consumo, com 0 uso
indiscriminado de antibiéticos em escala industrial, seja um dos principais responsaveis
pelo surgimento e disseminagdo de bactérias portadoras de resisténcia a
antimicrobianos (Vidovic; Vidovic, 2020). O uso destes medicamentos no processo de
criacdo de animais representa um risco a saude humana, pois contribui para o
desenvolvimento de microrganismos resistentes a antimicrobianos e torna viavel a
transmissao de patdgenos resistentes por meio de: contato direto e proximo entre
humanos e animais produtores de alimentos, ingestdo de alimentos e agua
contaminados, importacdo de produtos provenientes da pecuaria, esterco de animais e
aguas residuais ou esgoto (Helmy et al., 2023). Portanto, o elo entre infecgbes por
patdgenos alimentares e a pecuaria e agricultura é inegavel. Os alimentos de origem
animal, especialmente crus ou mal cozidos (carnes, ovos, leite e peixes) sdo associadas
ao risco maior de infecgao alimentar pois os animais sao reservatorios de importantes
bactérias patogénicas. A produgao agricola de frutos e hortalicas também é exposta a
riscos relacionados ao uso de agua de irrigagao e estercos inseguros, ma higiene dos
trabalhadores, controle inadequado de pragas e limpeza inadequada de equipamentos e
utensilios de higienizagéo ou colheita (Antunes; Novais; Peixe, 2020).

Junto as bactérias, os fungos demandam o uso de antimicrobianos em
produgdes agropecuarias. A utilizagdo de agentes fungicidas tornou-se essencial para a
preservacao e seguranga da producdo agricola, pois as perdas de colheitas causadas
por fungos patogénicos sao devastadoras (Woods; Mcalister; Geddes-Mcalister, 2023).
Contudo, a presséao seletiva causada pelo uso clinico e agricola de agentes antifungicos
reflete diretamente na evolugdo da resisténcia em fungos patogénicos (Ben-Ami;
Kontoyiannis, 2021). Desta forma, a baixa adesao as terapias prescritas, o uso profilatico
e a exposicao a longo prazo na clinica junto com o uso de fungicidas agricolas atua de
forma sinérgica para o surgimento da resisténcia antifungica e reservatorios ambientais

de organismos resistentes (Perlin; Rautemaa-Richardson; Alastruey-lzquierdo, 2017).

2.3 A IMPORTANCIA DE ESPECIES DE CANDIDA

Atualmente, patégenos fungicos configuram uma ameaca importante a saude
publica, pois estdo se tornando cada vez mais comuns e resistentes aos tratamentos
disponiveis (OMS, 2022). O uso generalizado e indevido das opg¢des limitadas

disponiveis culminou em maior resisténcia de patdégenos fungicos aos agentes



23

antifungicos disponiveis (Jamiu; Albertyn; Sebolai; Pohl, 2020). Diversas espécies de
Candida sao seres comensais que residem de maneira inofensiva nas mucosas (oral,
vaginal, gastrointestinal) de hospedeiros saudaveis, contudo, em individuos suscetiveis,
esses microrganismos possuem um carater oportunista, e podem causar infec¢des
invasivas (Pappas et al., 2018; Czajka et al., 2023).

A candidiase invasiva € uma infecgdo com potencial de afetar qualquer 6rgao,
normalmente através de uma infecgao prévia na corrente sanguinea (Pappas et al.,
2018), com uma taxa de mortalidade estimada que pode chegar a 45% (Pristov;
Ghannoum, 2019). Neste contexto, diversos fatores contribuem para o aumento e a
ocorréncia desta condicdo clinica. Os possiveis fatores de risco envolvidos incluem
condigdes intrinsecas, como colonizagao por espécies de Candida, diabetes mellitus,
perfuragdo gastrointestinal, idade avangada, pancreatite, sepse e gravidade da doencga,
bem como fatores iatrogénicos, como didlise, uso de antimicrobianos de amplo espectro,
cateter venoso central, corticosteroides, imunossupressores, cirurgias de grande porte,
dispositivos de assisténcia ventricular, internagdées prolongadas, ventilagdo mecanica,
nutricdo parenteral total e, nos pacientes imunocomprometidos, a presenca de doenca
do enxerto contra o hospedeiro, mucosite, neutropenia profunda e histérico de
transplante de 6rgaos ou de células-tronco (Pappas et al., 2018).

Além de fatores relacionados a saude do hospedeiro, a patogénese da
candidiase esta associada a fatores de viruléncia expressos pela levedura, que incluem:
a formagéo de tubo germinativo, aderéncias, troca fenotipica, formacgéo de biofilmes e
producao de enzimas hidroliticas (Pristov; Ghannoum, 2019).

Diferentes espécies de Candida podem atuar como patdégenos em humanos,
porém, a maioria das infecgdes invasivas sdo causadas por cinco espécies principais:
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida

krusei (Pappas et al., 2018).

2.3.1 Candida albicans

Candida albicans é a espécie mais importante do género, pois ainda € o principal
agente etiologico de candidiase, todavia, nos ultimos anos, houve um aumento
significativo de casos de candidiase atribuidos a espécies de Candida nao albicans
(Jamiu; Albertyn; Sebolai; Pohl, 2020; Kountchou et al., 2023). .
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A resisténcia as principais classes de antifungicos € uma realidade estabelecida
para Candida albicans e também para as espécies nao albicans mais relevantes no
ambiente clinico. Os mecanismos que desencadeiam a resisténcia antifUngica sdo muito
semelhantes entre as espécies de Candida, embora, algumas espécies tenham suas
proprias particularidades.

Candida albicans apresenta resisténcia aos azois através de mecanismos
envolvendo mutagdes no gene ERG11, responsavel por codificar a enzima-alvo do
farmaco, mutagdes de ganho de fung&o levam a uma regulagéo positiva constitutiva do
gene Erg11 ou mutagdes em fatores de transcricdo que desencadeiam uma expressao
aumentada de bombas de efluxo multidrogas CDR1 e CDR2 (Ben-Ami; Kontoyiannis,
2021). Em equinocandinas, a resisténcia ocorre devido a mutagées no gene FKS1, ja
identificadas em Candida albicans (Czajka et al., 2023). A co-resisténcia aos azois e
anfotericina B também pode ser observada em cepas de Candida albicans que
apresentam mutagdes na via de biossintese do ergosterol, que levam a substituicdo do

ergosterol por outros intermediarios de esterol (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).

2.3.2 Candida glabrata

Candida glabrata é a segunda causa mais comum de candidiase invasiva
globalmente (Czajka et al., 2023) e configura-se como a espécie mais frequentemente
associada a resisténcia em ambiente hospitalar (Pristov; Ghannoum, 2019). As
infeccbes causadas por Candida glabrata possuem maior incidéncia em adultos,
especialmente acima dos 60 anos e receptores de transplante de drgaos sélidos
(Pappas et al., 2018; Jamiu; Albertyn; Sebolai; Pohl, 2020).

A resisténcia aos azdis em Candida glabrata € principalmente atribuida a
superexpressdao de bombas de efluxo, como CDR1, CDR2 e MDR1, regulados por
mutacgdes pontuais e fatores de transcricdo, semelhantes aos mecanismos observados
em Candida albicans (Pristov; Ghannoum, 2019). A pressao seletiva provocada pelo uso
crescente de azdis e equinocandinas tem favorecido o surgimento de cepas resistentes,
com mutagdes nos genes FKS1 e FKS2 aumentando a resisténcia as equinocandinas

em isolados de Candida glabrata (Pristov; Ghannoum, 2019).

2.3.3 Candida krusei
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Candida krusei é o patdgeno menos comum dentro das cinco principais espécies
de Candida responsaveis pela causa de candidiase (Pappas et al., 2018). Entretanto,
ainda representa uma causa importante de candidiase invasiva, associada a uma alta
taxa de mortalidade que pode variar de 30% a 60% (Kountchou et al., 2023). Trata-se de
um patoégeno particularmente prevalente em pacientes com neoplasias hematolégicas,
em individuos com neutropenia e em receptores de transplantes de medula 6ssea,
especialmente aqueles submetidos a profilaxia prolongada com fluconazol (Jamiu;
Albertyn; Sebolai; Pohl, 2020; Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).

Candida krusei possui resisténcia intrinseca ao fluconazol, que envolve um
mecanismo ndo compreendido em sua totalidade, todavia, acredita-se ser resultado de
uma combinagcdo entre afinidade diminuida da enzima alvo (Erg11) e expressao
constitutiva e induzivel do transportador de efluxo Abc1 (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).

A resisténcia antifungica em Candida krusei ndo se limita aos azois, pois a
espécie também demonstra resisténcia as equinocandinas, atribuida a mutacdes
pontuais nos genes FKS1 e FKS2, que resultam em alteragdes conformacionais na
enzima glucano sintase, reduzindo a eficacia das equinocandinas (Jamiu; Albertyn;
Sebolai; Pohl, 2020). Além disso, Candida krusei utiliza mecanismos adicionais de
resisténcia, como a superexpressdo de bombas de efluxo (CDR1 e CDR2) e
desenvolvimento de vias de desvio para a biossintese de esterdis, substituindo o

ergosterol na membrana celular (Jamiu; Albertyn; Sebolai; Pohl, 2020).

2.3.4 Candida parapsilosis

Globalmente, Candida parapsilosis € a terceira principal causa de candidemia,
ocupando um lugar importante no contexto de infec¢gées hospitalares (Ben-Ami;
Kontoyiannis, 2021), e particularmente no Brasil, € 0 segundo patégeno mais comum
responsavel pelos casos deste tipo de infeccéo. (Pappas et al., 2018). E uma espécie
menos virulenta em comparagdo com outras do mesmo género e esta associada a taxas
de mortalidade mais baixas (Pappas et al., 2018). No entanto, continua a ser um
problema significativo, especialmente em populagdes vulneraveis, como neonatos,
receptores de transplantes e pacientes que necessitam de nutricdo parenteral (Pristov;
Ghannoum, 2019).

Em relacdo aos mecanismos de resisténcia, Candida parapsilosis apresenta

resisténcia intrinseca as equinocandinas devido a polimorfismos naturais no gene FKS1,
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que resultam em uma sensibilidade in vitro reduzida (Pristov; Ghannoum, 2019).
Semelhante a outras espécies do género, a resisténcia aos azois também é baseada
nas mutagdes que ocorrem em ERG11 e regulagao positiva das bombas de efluxo CDR1
e MDR1 (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).

2.3.5 Candida tropicalis

Candida tropicalis é considerada a segunda espécie mais virulenta do género,
apenas atras de Candida albicans (Pristov; Ghannoum, 2019). A alta viruléncia de
Candida tropicalis é atribuida a uma série de fatores, incluindo adesdo a células
epiteliais e endoteliais bucais, além de sua forte capacidade de formar biofilmes (Pristov;
Ghannoum, 2019).

Em relacdo aos mecanismos de resisténcia, Candida tropicalis apresenta alta
resisténcia aos azois, especialmente ao fluconazol, devido a mecanismos semelhantes
aos observados em outras espécies de Candida, como as mutagdes no gene Erg11 e
expressdao de bombas de efluxo (Pristov; Ghannoum, 2019). Embora a resisténcia as
equinocandinas seja pouco expressiva, algumas mutagbes no gene FKS1 foram
identificadas, resultando em leve diminuicdo da sensibilidade (Pristov; Ghannoum,
2019).

2.4 O GENERO BACILLUS

Apos a descoberta da penicilina, diversos antimicrobianos derivados de
bactérias surgiram para ampliar as opgdes terapéuticas disponiveis e superar infecgoes
causadas por microrganismos resistentes. Muitos antimicrobianos disponiveis
atualmente (estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina, neomicina, novobiocina,
lincomicina e nistatina) para o tratamento de infecgdes bacterianas e fungicas sao
produzidos por bactérias do género Streptomyces, porém nao se restringe apenas a este
género, pois importantes medicamentos s&o atribuidos ao género Bacillus, como a
polimixina e a bacitracina (Procépio et al., 2012).

O género Bacillus atualmente contém mais de 269 espécies e é composto por
bacilos Gram-positivos aerobios, catalase-positivos que sao capazes de formar esporos
em condigdes aerobias (Koneman et al, 2018). Com excecdo de Bacillus anthracis e

Bacillus mycoides, muitas espécies apresentam motilidade por meio de flagelos
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(Koneman et al, 2018). Poucas espécies possuem relevancia clinica, com destaque para
Bacillus anthracis, representante patogénico mais importante do género e agente
etiolégico do antraz, que possui fortes correlagbes com bioterrorismo (Murray;
Rosenthal; Pfaller, 2014). Outra espécie com importancia clinica € Bacillus cereus, uma
bactéria saproéfita encontrada no solo que causa sérios problemas na industria alimentar,
pois é capaz de contaminar muitos produtos agricolas, resultando em gastroenterite
aguda autolimitada, mediada pela produgdo de enterotoxinas, normalmente apds a
ingestdo de alimentos contaminados, como massas, arroz, produtos derivados do leite,
graos, especiarias, vegetais, carne e frango (Koneman et al, 2018). Todavia, Bacillus
cereus também pode atuar como agente de infec¢gdes oportunistas localizadas e

sistémicas em hospedeiros imunocomprometidos e neonatos (Koneman et al, 2018).

2.4.1 Grupo Bacillus subtilis

As espécies originais do grupo Bacillus subtilis consistem em Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacillus pumilis e Bacillus amylolichefaciens, porém, a evolugao
de métodos de caracterizagcdo molecular, quimiotaxondmica e fisiolégica desencadeou
reavaliagbes e redescrigdes de numerosas espécies e subespécies novas (Caulier et al.,
2019). Atualmente, além das quatro espécies originais, outras bactérias compdéem o
grupo Bacillus subtilis, como Bacillus atropheaeus, Bacillus mojavensis, Bacillus
velezensis, Bacillus paralicheniformis e Bacillus tequilensis (Harwood et al., 2018).

Estima-se que 4-5% do genoma do grupo Bacillus subtilis seja dedicado a
producao de compostos antimicrobianos (Caulier et al., 2019). De maneira geral, estes
compostos podem ser classificados de acordo com sua via biossintética, dividindo-se
em: peptideos ribossdbmicos, enzimas antimicrobianas, policetideos, peptideos néao
ribossémicos e compostos volateis (Caulier et al., 2019).

Os peptideos ribossObmicos, também conhecidos como bacteriocinas, sao
derivados de precursores curtos e processados em compostos maduros por meio de
modificagdes pos-traducionais, mediadas por diversas enzimas, resultando em uma
ampla gama de estruturas quimicas (Caulier et al., 2019). As bacteriocinas ainda podem
ser categorizadas em trés classes, onde a classe | € composta por pequenos peptideos
modificados pos-traducionalmente, feitos de 19 a 38 aminoacidos, como os lantibiéticos
(Caulier et al., 2019). As bacteriocinas de classe Il também correspondem a pequenos

peptideos, com peso inferior a 10 kDa, lineares e ndo modificados, resistentes ao calor e
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a mudancas de pH, enquanto as bacteriocinas de classe |l sdo caracterizadas por
serem moléculas grandes e termolabeis (Caulier et al., 2019).

As enzimas antimicrobianas produzidas pelo grupo Bacillus subtilis, também
chamadas de “enzimas degradadoras de parede celular”’, sdo proteinas antimicrobianas
com diferentes tipos de atividade litica, que incluem celulases, glucanases, proteases e
quitinases (Caulier et al., 2019).

Policetideos sdo compostos bioativos sintetizados a partir de precursores de
acil-CoA, como malonato e malonato de metila, e at¢é o momento, sete familias foram
identificadas com base em seus esqueletos de carbono e estruturas caracteristicas e
dentro do grupo de Bacillus subtilis, sdo produzidos trés policetideos antimicrobianos:
bacileno, difficidina e macrolactina, que demonstram atividade antibacteriana e
antifungica (Caulier et al., 2019).

Os peptideos nao ribossdmicos sao moléculas que apresentam uma ampla
diversidade estrutural, podendo ser lineares, ciclicas ou ramificadas, com destaque para
os lipopeptideos, divididos em quatro familias conhecidas, das quais Bacillus subtilis é
responsavel pela producdo de trés: surfactinas, iturinas e fengicinas. Essas familias
compartilham caracteristicas estruturais semelhantes, determinadas pela natureza e
organizacgao da fragédo peptidica e pela composi¢céo da cauda do acido graxo (Caulier et
al., 2019).

As iturinas e fengicinas distinguem-se por sua expressiva atividade antifungica,
eficaz contra uma variedade de fungos patogénicos que afetam plantas e humanos,
enquanto as surfactinas, embora conhecidas principalmente por suas atividades
antivirais e antibacterianas, também demonstram, em alguns casos, capacidade de
controlar patégenos fungicos, como Candida albicans e Fusarium oxysporum (Caulier et
al., 2019).



29

Figura 1 - Estrutura quimica da iturina, surfactina e fengicina, respectivamente.
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Fonte: Wang, Zhao e Zhang (2022)

Embora a sintese de surfactina tenha sido extensivamente investigada em
Bacillus subtilis, outras espécies do grupo também produzem peptideos néao
ribossébmicos estruturalmente semelhantes, como a lichenisina, um lipopeptideo ciclico
sintetizado por Bacillus licheniformis, cuja estrutura € muito proxima a da surfactina
(Harwood et al., 2018).

O grupo Bacillus subtilis € capaz de produzir inumeros compostos volateis
inorganicos e organicos, que desempenham fungdes cruciais em um de seus principais
habitats, o solo, onde participam de importantes processos, como a bioconversao da
cadeia alimentar, os ciclos biogeoquimicos de elementos essenciais e diversas reagdes
fisiolégicas e metabdlicas (Caulier et al., 2019). Entre os compostos volateis inorganicos,
encontram-se subprodutos do metabolismo primario, como CO:, CO, H., HCN e H:S,
enquanto os compostos volateis organicos sao caracterizados por estruturas pequenas,
baixa massa molecular, alta pressdo de vapor, baixo ponto de ebuligdo e um carater
lipofilico (Wang; Zhao; Zhang, 2022). Esses compostos organicos, que podem ser
classificados como hidrocarbonetos ou carboidratos, apresentam, em sua maioria,
atividade fungicida, embora alguns também demonstrem propriedades antibacterianas e

nematicidas (Caulier et al., 2019).

2.4.2 Potencial antimicrobiano do género Bacillus
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Microrganismos que vivem no solo e formam esporos, como os do género
Bacillus, estdo entre os mais eficientes produtores de compostos antimicrobianos,
caracteristica vinculada ao processo de esporulagao, que é desencadeado em resposta
ao estresse e a caréncia de nutrientes, envolvendo uma diferenciagdo morfolégica que
consome recursos energéticos e nutricionais, que resulta no sacrificio de uma parcela
significativa da populagédo bacteriana para sustentar a formagao de esporos, sendo que,
no caso das espécies de Bacillus, apenas cerca de 10% das células bacterianas formam
esporos, enquanto as demais sao lisadas para liberar nutrientes essenciais, os quais, no
entanto, também podem beneficiar competidores que habitam o mesmo ambiente, razao
pela qual essas bactérias produzem metabdlitos antimicrobianos para restringir o
crescimento de microrganismos concorrentes durante o estagio mais vulneravel de sua
esporulagédo (Harwood et al., 2018).

As espécies de Bacillus abrigam grande potencial para o desenvolvimento de
futuros antimicrobianos. Muitas espécies de Bacillus podem produzir uma miriade de
substancias com atividade antimicrobiana (Mingmongkolchai; Panbangred, 2018). Esses
compostos apresentam estruturas quimicas diversas e podem ser encontrados na forma
de lipopeptideos, bacteriocinas, glicopeptideos e peptideos ciclicos (Sumi et al., 2015).

Em amostras de solo, Abednego e Silago (2023) isolaram 16 espécies do
género Bacillus, das quais uma, pertencente ao complexo Bacillus altitudinis/pumilus,
apresentou atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, incluindo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Outro estudo, elaborado por
Barbosa et al. (2005) constataram que cepas de Bacillus subtilis, isoladas a partir de
amostras fecais de frango de corte, exibiram atividade inibitéria contra diferentes
espécies de bactérias Gram-positivas, como Listeria monocytogenes, Listeria innocua,
Clostridium perfringens, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus.

O espectro de atividade antimicrobiana do género Bacillus ndo se limita apenas
as bactérias. Duas espécies de Bacillus isoladas de ambientes marinhos, associadas a
algas e invertebrados, foram capazes de exercer atividade antifungica contra cepas de
Candida albicans e Cryptococcus neoformans (Amraoui et al., 2014). Refor¢gando as
propriedades antifungicas do género, Song et al. (2013) demonstraram que seis cepas
isoladas de sistemas de manguezais, da espécie Bacillus amyloliquefaciens exerceram
atividade antifungica contra uma cepa de Candida albicans resistente a anfotericina B,
proveniente de amostra clinica, além de outras espécies de fungos, como Candida

tropicalis, Yarrowia lipolytica e Metschnikowia bicuspidata.
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Os estudos citados isolaram espécies de Bacillus de amostras diversificadas. Isto
€ possivel pois estas bactérias sdo, em sua maioria, ubiquas no ambiente e podem estar
presentes em poeira, solo, agua e materiais de origem vegetal e animal (Koneman et al,
2018). A relagdo do género Bacillus com os animais ocorre pois estas bactérias podem
ser isoladas do trato gastrointestinal e fezes de diferentes animais, incluindo galinhas,
porcos, ruminantes e animais aquaticos, devido a ingestdo de alimentos contaminados
com bactérias presentes no solo (Mingmongkolchai; Panbangred, 2018).

A pratica de reutilizagdo de cama de aviario pode ter relacdo com a reducao de
prevaléncia de Salmonella, devido a exclusdo competitiva ou antagonismo bacteriano de
outros microrganismos presentes neste ambiente (Gutierrez; Schneider, 2022). Um
estudo avaliando o potencial de exclusdo competitiva de um microbioma de cama de
aviario reutilizado constatou que cepas de Bacillus subtilis originarios destas amostras,
que foram identificadas durante o andamento do estudo, reduziram significativamente o

crescimento de Salmonella enterica sorovar Heidelberg (Bucher et al., 2020).
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3JUSTIFICATIVA

Em 2001 a OMS publicou o documento intitulado Estratégia Global para
Contencgao de Resisténcia Antimicrobiana, visando fornecer intervengdes incisivas sobre
0 surgimento e propagacdo da resisténcia antimicrobiana. Entre as intervengdes
propostas, a publicacdo destacou a importdncia de incentivar a cooperacdo entre
industria, dérgdaos governamentais e instituicbes académicas na busca por novos
medicamentos, pois desde aquela época, essa busca € uma questdo essencial, dada a
situagcdo emergencial da resisténcia antimicrobiana entre os agentes patogénicos
humanos. Para atingir este objetivo, parcerias publico-privadas entre empresas e
instituicdes académicas vém sendo estimuladas para acelerar a descoberta de
medicamentos com propriedades antimicrobianas. Reforgando a urgéncia do
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para o enfrentamento de infecgdes
fungicas, a OMS, em 2022, publicou uma lista de patégenos fungicos prioritarios em
resposta a crescente ameaca dessas infecgdes, agravada pelos problemas existentes e
emergentes de resisténcia. Esse documento foi direcionado, em especial, a industria
farmacéutica e de diagndsticos, instituicdes académicas, centros de pesquisa em saude
publica e parcerias publico-privadas que investem na pesquisa basica e no
desenvolvimento de novas terapias antifungicas. Entre os principais objetivos deste
documento, tem-se a necessidade de estabelecer prioridades claras para pesquisa e
desenvolvimento, visando alinhar os recursos financeiros e os investimentos com as
demandas da saude publica, além de promover a cooperag¢ao internacional para a
descoberta de novas abordagens terapéuticas e a otimizagao das ja disponiveis.

Em consonéncia com a proposta de estabelecer conexdes entre empresas e o
ambiente académico, a viabilidade deste estudo foi possivel por meio de uma parceria
entre a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) com a Biotecnal, uma empresa
produtora e comercializadora de produtos biotecnoldgicos, localizada em Toledo, no
estado do Parana, através do programa MAI/DAI do CNPq.

Desde o inicio dos anos 2000, poucas novas classes de antimicrobianos foram
efetivamente introduzidas no mercado, destacando-se na década de 2000 as
oxazolidinas, lipopeptideos e pleuromutilinas, enquanto na década de 2010 foram
introduzidas as lipiarmicinas e diarilquinolinas (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019).
Junto a isto, tem-se um arsenal limitado de antifungicos para uso clinico, composto por

trés classes principais: azdis, polienos e equinocandinas (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021).
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Neste contexto, a investigacdo de microrganismos capazes de exercer atividade
antimicrobiana contra diferentes espécies de bactérias e fungos mostra-se como uma
valiosa fonte de potenciais farmacos para uso clinico e agropecuario, de forma a ampliar
as possibilidades terapéuticas e retardar a crescente resisténcia antimicrobiana.
Portanto, em virtude de sua composigcdo extremamente heterogénea e favoravel para a
existéncia de bactérias do género de interesse, este trabalho teve como objetivo
investigar a atividade antimicrobiana de espécies de Bacillus provenientes de amostras

de cama de aviario contra fungos patogénicos importantes para a saude humana.
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40BJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antimicrobiana de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis

isolados de cama de aviario contra espécies de Candida.

42 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a atividade antimicrobiana de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis
contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis
e Candida tropicalis, utilizando a técnica de estriamento em cross-streak.

e Investigar a atividade antimicrobiana de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis
contra espécies de Candida que demonstraram inibicdo na triagem primaria,

utilizando a técnica de pogos em placas.
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5METODOLOGIA

O trabalho proposto foi realizado no Laboratério de Microbiologia Molecular
Aplicada (MiMA) da Universidade Federal de Santa Catarina. As espécies de Bacillus
utilizadas neste trabalho integram o projeto intitulado “Prospecgao e caracterizagéo de
microrganismos com potencial biotecnolégico com impacto na Saude Unica”, que visa a
prospecgao e caracterizagao de bactérias do respectivo género, com propoésito de
explorar o seu potencial biotecnoldgico na produgdo de compostos com propriedades
antimicrobianas que tenham aplicacdes pertinentes a Saude Unica, aplicando novas
tecnologias como a genémica, metagendmica e protedmica. Os isolados de espécies de
Bacillus foram previamente prospectados de amostras de cama de aviario no periodo de
janeiro a abril de 2024, como descrito no item 5.1. Neste trabalho, a investigacao da
atividade antimicrobiana foi executada através de duas técnicas, realizadas em

duplicata, a fim de realizar triagem primaria e secundaria.

51 PROSPECCAO DAS AMOSTRAS E OBTENGCAO DOS ISOLADOS

Dez amostras de cama de aviario foram prospectadas em trés meios de cultura
distintos, em busca de diferentes espécies de Bacillus com potencial atividade
antimicrobiana. A prospecg¢ao das amostras foi realizada a partir de duas metodologias
distintas, com intuito de ampliar a quantidade de diferentes espécies isoladas.

O primeiro tipo de prospecc¢ao, adaptado de Barbosa et al. (2005), foi iniciado
com a adi¢gdo de 1 g de amostra, em um tubo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de
solugao salina. As amostras foram submetidas a agitagdo em shaker por um periodo de
2 horas. Apds esse tempo, esperou-se a sedimentagdo da mistura, sendo retirado
aproximadamente 1,5 mL do sobrenadante, o qual foi transferido para um eppendorf de
2 mL. Em seguida, esse sobrenadante foi submetido a um tratamento térmico a 80°C por
12 minutos. Posteriormente, foram realizadas diluicbes em série nas concentragdes de
102 e 107°, utilizando tubos de 10 mL com salina como eluente. Para a diluicdo de 1072,
transferiu-se 1 mL do sobrenadante da amostra para um tubo com 9 mL de salina,
obtendo-se uma diluicado 10, e, em seguida, foi adicionada 1 mL dessa solugéo a outro
tubo com 9 mL de salina, resultando na diluigdo desejada de 102. O mesmo processo foi
repetido para a diluicdo de 107°, partindo da diluicdo 1072 até alcangar a concentracao

final. Apds as diluigdes, semearam-se 100 microlitros das amostras em placas contendo
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meio TSA ou TSA alcalinizado, utilizando uma al¢ga de Drigalski. Na segunda etapa,
apos 24 horas de incubagdo a 30°C = 2°C , foram selecionadas colbnias com
morfologias distintas. Cada colénia identificada foi novamente semeada em meio TSA
(Tryptone Soy Agar) ou TSA alcalinizado e, apdés mais 24 horas de incubagao, foi
realizada a coloragdo de Gram para confirmar a presencga de bactérias Gram-positivas,
correspondentes a morfologia do género Bacillus. As colbnias foram classificadas
conforme sua morfologia, armazenadas em criotubos contendo 1 mL de BHI (Brain Heart
Infusion) com 15% de glicerol a -80°C, e atribuiu-se um cédigo especifico para cada
uma, seguindo a nomenclatura: 24VMésMeioAmostraC(n) (exemplo: 24V01TSAO03C3).

O segundo tipo de prospecgao, adaptado de Wakisaka e Koizumi (1982), teve
objetivo de isolar espécies de Bacillus consideradas sub representados. Algumas
espécies de Bacillus crescem mais lentamente em relagdo a outras, portanto, em meios
convencionais, essas espécies se perdem na competicdo por nutrientes para o
crescimento. A segunda prospecgao, utilizando caldo de germinagao (1.0% glicose,
0.5% casaminoacidos, 0.3% extrato de carne, 0.1% extrato de levedura, e 0.1
DL-alanina, pH 6.8) e agar Gly-IM (0.2% amido soluvel, 0.2% glicerol, 0.25%,
polipeptona, 0.25% extrato de levedura, 0.25% extrato de carne, 0.3% NaCl e 1.25%
agar, pH 6.8) tem o intuito de fornecer nutrientes especificos que favoregam o
crescimento dessas espécies consideradas sub representadas, para que estas possam
ser isoladas e caracterizadas, em detrimento das outras espécies que apresentam um
crescimento mais acelerado em meios convencionais.

O procedimento foi iniciado com a adi¢ao de 0,5 g da amostra, em um tubo de 10
mL, contendo 5 mL de solucdo salina. A mistura foi agitada por 1 minuto e, em seguida,
submetida a uma camara de anaerobiose por 30 minutos. Apos essa etapa, a amostra
foi aquecida a 65°C durante 30 minutos. Posteriormente, foi feita a mistura de 1 mL da
suspensao da amostra com 1 mL de caldo germinativo. A mistura resultante foi incubada
sob agitacdo a 90 RPM, a uma temperatura de 38°C, por um periodo de 2 a 3 horas. Em
seguida, a amostra foi aquecida novamente a 65°C por 10 minutos. Apds o
aquecimento, a suspensao foi resfriada, e as diluicdes necessarias foram realizadas nas
concentracdes de 102 e 107 Por fim, semeou-se 0,1 mL das diluicbes em agar Gly-IM
(glicerol isolation medium) , e as amostras foram incubadas a 30°C + 2°C por um periodo
de 24 horas.

Assim como na prospecgdo anterior, a segunda etapa busca as colbnias com

morfologias distintas, para serem semeadas isoladamente em Gly-IM agar. Apds 24
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horas de incubacado, a identificagdo presuntiva foi realizada através da coloracdo de
Gram, um caodigo foi atribuido, seguindo o mesmo padrdo da prospecg¢ao anterior e o

armazenamento em criotubos contendo BHI com 15% de glicerol, a -80°C, foi realizado.

5.2 IDENTIFICAGAO DOS ISOLADOS

Os isolados foram identificados de forma automatizada pelo equipamento
BD™Bruker MALDI Biotyper™ Sirius One, por meio da técnica de Maldi-Tof
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Light), que consiste na ionizagao

para identificacdo de proteinas da bactéria.

5.3 TRIAGEM PRIMARIA: CROSS-STREAK

A triagem primaria para investigar a atividade antimicrobiana de 35 isolados das
espécies de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis foi adaptada de Prashanthi et al.
(2021) e envolveu cinco microrganismos de interesse. Tratam-se de fungos
leveduriformes, escolhidos a partir da lista de fungos prioritarios da OMS: Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei.
Cada espécie foi contemplada com uma cepa correspondente, sendo 4 cepas ATCC
(Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis) e uma
cepa clinica (Candida glabrata). Utilizando um in6culo ajustado ao padrdo 0,5 da escala
de McFarland, as espécies de Bacillus foram estriadas em linha reta no centro das
placas de agar Sabouraud previamente esterilizadas. As placas inoculadas foram
incubadas a 30°C £ 2°C por 24 horas para permitir o crescimento da colénia central de
Bacillus. As cepas de Candida utilizadas no estudo foram mantidas em tubos de agar
Sabouraud a uma temperatura de 4-8°C com renovagdo mensal para garantir sua
viabilidade. Mensalmente, novas culturas em tubos de agar Sabouraud eram preparadas
a partir das cepas armazenadas em BHI com glicerol a -20°C. Esse processo envolveu o
cultivo prévio das cepas em caldo BHI a 37°C por 24 horas, seguido da semeadura em
tubos de agar Sabouraud, que eram entdo armazenados em temperatura de refrigeracéo
(4-8°C). Para utilizacdo nos experimentos, as culturas eram previamente repicadas em
agar BHI, obtendo-se colénias com 24 horas de crescimento. Apds o primeiro periodo de
incubacao, as espécies de levedura foram estriadas perpendicularmente a linha de

crescimento de Bacillus nas mesmas placas de agar Sabouraud. Esses microrganismos
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também foram preparados com inéculo ajustado ao padréao 0,5 da escala de McFarland.
As placas foram novamente incubadas a 30°C + 2°C por mais 48 horas. A medida das
zonas de inibigao foi realizada utilizando uma régua, os resultados foram registrados em
milimetros. Para assegurar que as inibigdes encontradas ndo eram decorrentes de erros
do manipulador, problemas no inéculo, ou com o preparo do meio de cultura, uma placa
contendo apenas as estrias das espécies de Candida foi utilizada como controle em

cada experimento.

54 TRIAGEM SECUNDARIA: POCOS EM PLACA (Well-diffusion)

A triagem secundaria, adaptada de Amraoui et al. (2014), contemplou as trés
espécies que foram inibidas na triagem primaria: Candida albicans, Candida glabrata e
Candida parapsilosis. Os isolados de Bacillus que apresentaram atividade na triagem
primaria foram cultivados em caldo nutriente a 37°C por 4 dias. Apds o periodo de cultivo
dos isolados de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis, placas de agar Saboraud
previamente perfuradas com um furador estéril foram utilizadas. Assim como na triagem
primaria, as cepas de Candida foram previamente repicadas em agar BHI, para
obtencao de colénias com 24 horas de crescimento. As placas de agar Saboraud foram
semeadas, em trés diregdes, com as espécies de Candida, utilizando um inéculo
ajustado ao padrdo 0,5 da escala de McFarland. Apos o cultivo, uma aliquota de 20 uL
do caldo nutriente foi aplicada nos pogos de 5 mm de didmetro nas placas de agar
Saboraud previamente inoculadas com as espécies de Candida. Para o controle
negativo, aplicou-se a mesma aliquota do caldo nutriente puro em um poc¢o. Antes da
incubacdo, as placas foram armazenadas em geladeira, a 4°C, por 2 horas. Em
seguida, as placas foram incubadas a 30°C = 2°C por 24 horas. Apos o periodo de
incubacdo, os halos de inibicdo formados ao redor dos pogos foram medidos em

milimetros, utilizando uma régua.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Metabdlitos antimicrobianos representam uma fonte valiosa de produtos naturais,
e 0 género Bacillus destaca-se por sua ampla aplicagdo antifungica, gragas a sua
excelente biosseguranga e forte resisténcia (Wang; Zhao; Zhang, 2022). Entre as
substancias bioativas produzidas por Bacillus, destacam-se lipopeptideos, enzimas,
bacteriocinas, policetideos e compostos volateis, que possuem propriedades
antifungicas importantes, especialmente no controle de fungos patogénicos (Wang;
Zhao; Zhang, 2022). Além disso, os membros do género Bacillus sdo amplamente
utilizados na sintese de metabdlitos essenciais para diversos tipos de industrias,
incluindo antimicrobianos, aminoacidos, enzimas e acucares, com aplicacbes
significativas nos setores medicinal, agricola, alimenticio e cosmético (P et al., 2021).

Dos 35 isolados de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis selecionados, 11 ndo
apresentaram qualquer atividade na triagem primaria, todos pertencentes a espécie
Bacillus licheniformis. Dos 24 isolados que demonstraram atividade, 23 foram
identificados como Bacillus subtilis e apenas um como Bacillus licheniformis. Em relagao
as espécies de Candida avaliadas, nenhum isolado exibiu atividade contra Candida
krusei e Candida tropicalis na triagem inicial, motivo pelo qual essas espécies nao foram
incluidas na triagem secundaria. No entanto, praticamente todos os isolados com
potencial antimicrobiano na triagem primaria demonstraram atividade antimicrobiana
contra as trés espécies restantes: Candida albicans, Candida glabrata e Candida
parapsilosis, conforme ilustrado na Figura 2. Apenas um isolado apresentou atividade
restrita a Candida glabrata e Candida parapsilosis, sem inibicdo de Candida albicans. Os
perfis de atividade entre os isolados mostraram-se bastante similares, o que era
esperado, considerando que tratam-se de espécies do mesmo grupo (Apéndice 1). Na
triagem secundaria, os 24 isolados mantiveram a atividade antimicrobiana contra as trés

espécies remanescentes de Candida (Figura 3, Apéndice 2).
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Figura 2 - Inibicdo de espécies de Candida na triagem primaria pelo método de
cross-streak

Legenda: (A) inibicdo de Candida parapsilosis, (B) inibicdo de Candida albicans, (C)
inibicdo de Candida glabrata, (D) Candida tropicalis e Candida
krusei (E) com auséncia de inibigao

Fonte: autor (2024)

Figura 3 - Inibicdo contra Candida glabrata (esquerda), Candida parapsilosis (centro) e
Candida albicans (direita) por trés isolados de Bacillus subtilis pelo método de pogos em
placa.

Fonte: autor (2024)

Em busca de elucidar a diferenca entre os perfis de atividade das espécies de
Candida, foram construidos dois heatmaps, referentes a triagem primaria (Figura 4) e a
triagem secundaria (Figura 5), nos quais os valores apresentados correspondem a
média aritmética dos experimentos feitos em duplicata e a intensidade crescente da cor

azul indica o aumento dos valores de inibigdo. No heatmap de triagem primaria



41

observa-se um desempenho levemente superior de inibigcdo contra Candida glabrata em
relacdo as demais espécies, todavia, no heatmap da triagem secundaria, as diferencas
dos resultados tornam-se mais evidentes, destacando um perfil melhor de atividade

contra Candida glabrata, seguido de Candida parapsilosis e Candida albicans.

Figura 4 - Heatmap das médias, em milimetros, de inibicdo da triagem primaria
pelo método de cross-streak.
Heatmap de Inibicao - Bacillus x Candida
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Figura 5 - Heatmap das médias, em milimetros, de inibicdo da triagem secundaria pelo
método de difusdo de pogos em placa.
Heatmap de Inibicao - Bacillus x Candida
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A atividade antifungica do grupo Bacillus subtilis e outras espécies do género
contra espécies de Candida ja foi relatada na literatura por diversos autores, que
empregaram diferentes metodologias. Gharieb, Rizk e Elfeky (2024) constataram que
trés cepas de Bacillus subtilis demonstraram forte efeito inibitério contra Candida
albicans pela técnica de difusdo de pogos em placas. As cepas 1, 2 e 3 apresentam
halos de 30 mm, 19 mm e 14 mm respectivamente, todos valores acima do controle
positivo (itraconazol), que teve um halo de 13,67 mm. El-Housseiny et al. (2021)
realizaram triagem primaria e secundaria, através do método de cross-streak e difusao
de pogos em placa, em bactérias provenientes do solo, e prospectou um isolado de

Bacillus subtilis que apresentou, a partir da triagem secundaria, uma zona de inibigao de
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20 mm contra Candida albicans, corroborando o potencial antifungico de Bacillus subtilis
e os resultados obtidos neste trabalho.

Apesar dos esforgos em busca de atividade inibitéria ser direcionado a Candida
albicans, o género Bacillus também é explorado para combater as espécies de Candida
ndo-albicans. Spaggiari et al. (2024) demonstraram que a espécie Bacillus coagulans
possui amplo poder inibitorio frente a Candida albicans e Candida parapsilosis, com uma
taxa média de inibicao de 93,6% e 98,9% respectivamente. O resultado foi obtido
quantificando, em agar Sabouraud suplementado com cloranfenicol, as unidades
formadoras de colénia (UFC) das espécies de Candida que restaram da incubagdo em
conjunto de Bacillus coagulans.

Os resultados obtidos neste trabalho que sugerem a atividade antifungica de
Bacillus subtilis contra Candida glabrata também foram evidenciados por outros autores.
Madduri, Rudramurthy e Roy (2024) demonstraram, a partir de um ensaio de citometria
de fluxo, os efeitos de lipopeptideos obtidos de sobrenadante livre de células
proveniente de Bacillus subtilis e constataram que este composto foi capaz de ocasionar
ruptura da membrana de Candida glabrata, de forma diretamente proporcional a
concentracao.

A proposta deste trabalho consiste em demonstrar a presenga ou auséncia de
atividade antimicrobiana de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis contra espécies de
Candida, através de técnicas de triagem, todavia, possui a limitacdo em relagdo a
caracterizagcdo dos  possiveis compostos antimicrobianos  envolvidos, e
consequentemente, dos mecanismos responsaveis pela atividade antifungica exercida
nas espécies de Candida contempladas. Alguns autores buscaram correlacionar a
atividade antimicrobiana diretamente a um grupo ou tipo especifico de metabdlito. P et
al. (2021) descobriram que a atividade antifungica de Bacillus firmus, evidenciada em
duas etapas do método de disco difusdo (impregnado com sobrenadante livre de células
e extrato purificado de proteina antimicrobiana), era responsavel por uma proteina
denominada subtilisina A, também produzida por Bacillus subtfilis, que gerou halos de
inibicdo de 15 mm para Candida albicans e Candida parapsilosis. Zhao et al. (2016)
também realizaram ensaios de disco difusdo, aplicando depdsito centrifugado de
Bacillus subtilis oriundos de probidticos comerciais e obteve forte atividade
antimicrobiana contra Candida albicans e Candida parapsilosis, posteriormente
confirmando a presenga de iturina A, um lipopeptideo conhecido por sua atividade

antifungica, no sobrenadante de Bacillus subtilis.
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Devido a diversidade de compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus,
provenientes de diferentes vias biossintéticas, com estruturas quimicas heterogéneas,
pode-se esperar que a inibicdo antifungica exercida sobre Candida albicans, Candida
glabrata e Candida parapsilosis seja resultado de mecanismos de acg&o variados
exercidos por diferentes tipos de moléculas.

lturinas e fengicinas sao lipopeptideos que exercem seu mecanismo de acgao a
partir da alteragdo de tensao superficial da membrana celular fungica, levando a
formacédo de microporos e extravasamento de ions importantes, resultando em morte
celular (Wang; Zhao; Zhang, 2022). Aliado a isto, temperaturas abaixo de 37°C, em
ambientes com presenga de oxigénio, favorecem a producgédo de iturinas e fengicinas
(Caulier et al., 2019). Essas condigdes convergem com as condig¢des utilizadas durante
a triagem primaria e secundaria e poderia justificar a presenga de iturinas e fengicinas
promovendo a inibicdo das espécies de Candida.

A nisina A, uma bacteriocina produzida por Bacillus, de modo semelhante aos
lipopeptideos, também apresenta efeito antifungico inibindo a sintese da parede celular
fungica e causando perfuragdes na membrana celular (Wang; Zhao; Zhang, 2022).
Outros mecanismos de inibicdo envolvendo a parede celular fungica podem ser
decorrentes das enzimas antimicrobianas produzidas pelo grupo Bacillus subtilis,
especialmente quitinase e glucanase, visto que a quitina e a glucana s&o os principais
constituintes da parede celular fungica (Caulier et al., 2019).

Além dos mecanismos propostos na literatura para os metabdlitos
antimicrobianos produzidos pelo grupo Bacillus subtilis e outras espécies do género, &
igualmente relevante considerar as diferencas entre as espécies de Candida testadas, a
fim de expandir a compreensao acerca da diferenca entre os resultados observados na
triagem primaria e secundaria.

Candida glabrata apresenta células com tamanhos menores que variam de 1 a 4
MM, em comparacdo a Candida albicans e Candida parapsilosis, que apresentam
tamanhos que podem variar de 4 a 6 ym e 2,5 a 4 um respectivamente (Silva et al.,
2012). Somado a isto, Candida glabrata é incapaz de secretar enzimas protease
(Pristov; Ghannoum, 2019), e a sua formacgao de biofilme € diminuida quando é cultivada
em meios de cultura ricos (Silva et al., 2012), o que poderia facilitar a atuacéo de alguns
compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus, como as enzimas antimicrobianas

ou lipopeptideos.
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Candida parapsilosis expressa menos enzimas protease em comparagao a
Candida albicans (Branco; Miranda; Rodrigues, 2023). A formagao de biofilmes também
é limitada, com matrizes mais finas e menos estruturadas (Silva et al., 2012). Isso ocorre
pois o biofilme de Candida parapsilosis ndo forma hifas verdadeiras, logo, € composto
apenas de blastoconidios e pseudo-hifas, que ocupam um volume menor em
comparagao com outras espécies do género (Branco; Miranda; Rodrigues, 2023). No
entanto, Candida albicans pode mudar sua morfologia e existir na forma de levedura,
pseudo-hifa e hifa verdadeira (Pristov; Ghannoum, 2019).

Candida albicans é a espécie mais frequentemente associada a formacao de
biofiimes e seus efeitos patogénicos sdo mais observados nesta espécie de Candida
(Pristov; Ghannoum, 2019; Czajka et al., 2023). Biofilmes sao popula¢des microbianas
incorporadas em uma matriz polimérica extracelular (Jamiu; Albertyn; Sebolai; Pohl,
2020). Esta matriz € composta por polissacarideos e proteinas, que podem ser
produzidas por leveduras no local de infeccdo para conferir protecido contra
antimicrobianos e até mesmo, o sistema imunolégico do hospedeiro (Czajka et al.,
2023).

O biofilme é um importante fator de viruléncia para diversas espécies de Candida,
pois devido a sua formacdo, a penetragdo de substancias através da matriz torna-se
limitada, resultando em uma resisténcia significativa a terapias antifungicas (Silva et al.,
2012). As caracteristicas do biofilme que estabelecem a resisténcia antifungica incluem:
protecao fisica, aumento de densidade celular da comunidade microbiana e secregao
vesicular extracelular (Czajka et al., 2023). Neste contexto, Candida albicans teria
vantagem em relagdo a Candida glabrata e Candida parapsilosis, pois a formagao de
biofilme teria conferido mais protecao diante dos metabdlitos antimicrobianos secretados
pelos isolados de Bacillus, resultando em valores de inibigdo relativamente menores.

A auséncia de atividade antimicrobiana contra Candida krusei e Candida tropicalis
também pode ser relacionada com fatores relacionados a espécie, de maneira analoga
aos fatores que contribuem para a presenca de atividade nas demais espécies testadas.
Candida krusei produz diversos fatores de viruléncia, entre eles, a formagéo de biofilmes
e a producgao de proteinas e fosfolipases (Kountchou et al., 2023). No mesmo estudo em
que foram obtidos resultados de atividade antimicrobiana de Bacillus subtilis contra
Candida albicans e Candida parapsilosis, Zhao et al. (2016) ndo obteve resultados de

inibicdo notaveis contra Candida krusei.
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Candida tropicalis é considerada a segunda espécie mais virulenta do género,
apenas atras de Candida albicans, pois € capaz de secretar diversas enzimas liticas,
como proteinases e fosfolipases, além de também ser uma forte espécie produtora de
biofilme (Pristov; Ghannoum, 2019). Portanto, a soma destas condi¢des atreladas a
Candida krusei e Candida tropicalis podem ter influenciado a atuacdo dos metabdlitos
antimicrobianos secretados nos meios de cultura por Bacillus durante a triagem primaria,

resultando na auséncia de atividade contra essas espécies.
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7CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo investigar a atividade antimicrobiana de Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida krusei e Candida tropicalis, por meio de triagens primaria e
secundaria, utilizando as técnicas de cross streak e pogos em placa, respectivamente.
Os resultados obtidos demonstraram atividade antimicrobiana contra Candida albicans,
Candida glabrata e Candida parapsilosis, inicialmente identificada na triagem primaria e
confirmada na triagem secundaria, reforcando o potencial de espécies do género
Bacillus como agentes alternativos para o desenvolvimento de novos farmacos capazes
de combater infecgbes fungicas.

Esses resultados sdo particularmente relevantes diante da crescente resisténcia
aos antimicrobianos e da necessidade de identificar novas estratégias terapéuticas,
sobretudo contra infecgdes fungicas causadas por espécies de Candida. Contudo, é
importante reconhecer que este trabalho avalia apenas a atividade antimicrobiana de
forma qualitativa, sem explorar os metabdlitos especificos e seus mecanismos
correspondentes responsaveis pela atividade antimicrobiana relatada.

Futuras pesquisas podem investigar, de forma mais detalhada, os compostos
antimicrobianos envolvidos nesse processo, ampliando o entendimento sobre os
mecanismos de agcdo e o potencial terapéutico de Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis, especialmente diante das espécies de Candida nao albicans, em uma
tentativa de contribuir para a base cientifica do desenvolvimento de novos farmacos
antimicrobianos e para o avancgo significativo no enfrentamento da resisténcia aos

medicamentos atualmente disponiveis.
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APENDICE A - RESULTADOS DE INIBIGAO EM DUPLICATA DA TRIAGEM
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APENDICE B - RESULTADOS DE INIBIGAO EM DUPLICATA DA TRIAGEM
SECUNDARIA, EM MILIMETROS
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