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RESUMO

Antibidticos sdo compostos produzidos por bactérias e fungos que inibem o crescimento de outros
microorganismos. Entre os fungos, os Ascomycota destacam-se como um dos principais organismos
produtores de antibioticos e um dos grupos mais diversos. Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo
comumente encontrado na microbiota intestinal de seres humanos e animais de sangue quente, associado a
varias infeccdes clinicas. O uso indevido crescente de antibidticos levou ao surgimento de cepas de E. coli
resistentes a antibioticos, incluindo cepas produtoras de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL). Este
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de Clonastachys rosea WL8B19 (Ascomycota)
contra cepas patogénicas de E. coli ATCC 25922 e E. coli ESBL. O isolado fingico Clonastachys rosea
WL5B18 foi obtido a partir de amostras de agua em Manaus, Brasil. Extratos de cultura foram preparados
usando bioprocessos submersos, e a atividade antimicrobiana foi avaliada por difusdo em agar e determinacgéo
da concentragdo inibitoria minima (CIM). O isolado fungico foi identificado como Clonastachys rosea
WL8B18. Ensaios antimicrobianos revelaram que o extrato bruto de C. rosea WL8B18 apresentou atividade
antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922, enquanto o extrato de acetato de etila mostrou zonas de inibicéo
para ambas as cepas de E. coli. O mecanismo de acéo é atribuido a degradagdo enzimética da parede celular
e a producdo de metabolitos secundarios com propriedades antibioticas. O extrato de acetato de etila
apresentou uma CIM de 400 pg/mL, sugerindo inibigdo potente. Os extratos de Clonastachys rosea WL5B18
demonstram potencial para aplicagdes farmacéuticas. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
avaliar a citotoxicidade e os perfis de composi¢do quimica.

Palavras-chave: antimicrobianos, ascomycota, bactérias, Escherichia coli

ABSTRACT

Antibiotics are compounds produced by bacteria and fungi that inhibit the growth of other microorganisms.
Among fungi, Ascomycota stand out as one of the main antibiotic-producing organisms and one of the most
diverse groups. Escherichia coli is a Gram-negative bacillus commonly found in the intestinal microbiota of
humans and warm-blooded animals, associated with various clinical infections. The increasing misuse of
antibiotics has led to the emergence of antibiotic-resistant strains of E. coli, including extended-spectrum
beta-lactamase (ESBL)-producing strains. This study aimed to evaluate the antimicrobial activity of
Clonastachys rosea WL8B19 (Ascomycota) against pathogenic strains of E. coli ATCC 25922 and E. coli
ESBL. The fungal isolate Clonastachys rosea WL5B18 was obtained from water samples in Manaus, Brazil.
Culture extracts were prepared using submerged bioprocesses, and antimicrobial activity was assessed
through agar diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) determination. The fungal isolate was
identified as Clonastachys rosea WL8B18. Antimicrobial assays revealed that the crude extract of C. rosea
WL8B18 exhibited antimicrobial activity against E. coli ATCC 25922, while the ethyl acetate extract showed
inhibition zones for both E. coli strains. The mechanism of action is attributed to enzymatic degradation of
the cell wall and production of secondary metabolites with antibiotic properties. The ethyl acetate extract
exhibited a MIC of 400 pg/mL, suggesting potent inhibition. Clonastachys rosea WL5B18 extracts
demonstrate potential for pharmaceutical applications. However, further studies are necessary to evaluate
cytotoxicity and chemical composition profiles.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos sdo compostos que podem ser produzidos por bactérias e fungos que inibem
0 crescimento de outros microorganismos. Dentre os fungos, 0s Ascomycota destacam-se como um
dos principais organismos produtores de antibidticos e um dos grupo mais diversificado [1].
Segundo Lal et al., [2] os Ascomycota séo considerados os produtores mais frequentes de produtos
antimicrobianos com cerca de 6.400 substancias conhecidas.

Escherichia coli € um bacilo Gram-negativo da familia das Enterobacteriaceaes mais isolado
e € conhecido por habitar a microbiota intestinal de seres humanos e animais de sangue quente. As
células séo tipicamente em forma de bastonete medindo de 1,0-2,0 um de comprimento ¢ 0,5 pm de
didmetro e sdo associadas a uma variedade de infec¢Bes clinicas como infecgdes gastrointestinais,
infeccdes do trato urinario (ITUs) e bacteremias [3]. Para o tratamento dessas patogenias 0s
antimicrobianos sdo utilizados como drogas de primeira escolha.

O uso crescente de antimicrobianos de maneira excessiva e indiscriminada por parte da
populacdo, na agricultura e agropecuaria tem sido apontados causadores de pressdo seletiva em
cepas de E. coli, contribuindo para o surgimento de linhagens resistentes por transferéncia de
plasmidios e transposons [4]. Alguns isolados desta espécie desenvolveram padrdes de resisténcia
ao tratamento com antibidticos, sendo capazes de produzir enzimas chamadas “f-lactamase de
espectro estendido” (ESBL), que hidrolizam anel B-lactdmicos dos antibi6ticos mais conhecidos
como as penicilinas e as cefaloposrinas, se tornando um grave problema de saude publica [5,6].

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo verificar a atividade antimicrobiana do
isolado Clonastachys rosea WL8B19 (Ascomycota) frente a cepas patogénicas de E. coli ATCC
25922 e E. coli ESBL.

2 MATERIAL E METODOS
Obtencao do isolado Clonostachys rosea WL5B18

Foi utilizado nesse estudo o isolado fungico Clonostachys rosea WL5B18 obtido de
amostras de agua realizadas no igarapé do Mindi Manaus - Amazonas - Brasil (3°04'28.4 "S
59°58'57,7"W) [7]. Para o isolamento, 0,1 pL de agua foi semeada por superficie em duplicata em
placas de Petri contento meio agar Sabourad (peptona 10g/L, dextrose 20g/L, &gar 20 g/L e
cloranfenicol 250 mg/L) e incubados a 25 °C e observados de 7 a 15 dias. A espécie foi identificada
pelas caracteristicas macro/micro morfologicas [8] e pelo sequenciamento da regido espaco interno
transcrito (ITS) do DNAr. O DNA flangico foi extraido do micélio pelo método
fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico [9]. Reagdes de PCR foram realizadas utilizando os primers
ITSI(6TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) [10]. O
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sequenciamento foi realizado no Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer. As sequéncias obtidas
foram analisadas pelo BioEdit Sequence Alignment Editor e comparadas com as do banco de dados
GenBank.

Obtencao dos extratos de cultura e avaliagéo da atividade antimicrobiana

Foram realizados bioprocessos submersos onde 1x10* esporos flingicos foram inoculados
em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio BDA (&gar + batata + dextrose) e incubados a 28
°C + 2 por 14 dias em condicOes estaticas. Para obtencdo dos filtrados de cultura foi realizada a
separacdo da biomassa dos fungos em uma parti¢ao liquida-liquida, pelo métodos de extragdo com
os solventes hexano (HEX) e acetato de etila (AcOEt) — (SYNTH®) 1:1v/v e filtrados em papel
Whatman n. °4 e armazenados a -20 °C. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo
método de difusdo em agar [11] e a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo

método de microdiluigdo em caldo [12] com modificaces.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias obtidas a partir da regido ITS do rDNA foram analisadas por bioinformatica
e comparadas com as do banco de dados GenBank e exibiram 97% de similaridade com cepas
conhecidas de Clonostachys rosea (Acesso MT55748.8). Portanto, o isolado do presente trabalho
foi designado Clonostachys rosea WL8B18.

Nos ensaios antimicrobianos, o extrato bruto (EB) de C. rosea WL8B18 apresentou
atividade antimicrobiana apenas na cepa sensivel de E. coli ATCC 25922 e nenhuma atividade para
a cepa de E. coli ESBL. O extrato de acetato de etila (AcOEt) mostrou halos de inibic¢ao para E. coli
ATCC 25922 (19,8+0,3) e E. coli ESBL (4£1,4). Neste estudo, os extratos hexanicos (HEX) nao
mostraram nenhuma atividade frente as cepas testadas (Tabela 1). O mecanismo de acdo por C.
rosea contra patdgenos € atribuido principalmente a secrecdo de enzimas que degradam a parede
celular e a producdo de metabolitos secundarios com propriedades antibioticas [13].

O extrato de AcOEt foi selecionado para determinacdo da CIM apresentando valor de
inibicdo de 400 pg/mL. Holetz et al., [14] descreve que padrdes de valores de CIM inferiores a 100
pug/mL como potente inibidor, valores de 100-500 pg/mL como inibidores moderados e 500-1000
ug/mL considerados inibidores fracos e acima de 1000 pg/mL sdo considerados sem atividade.
Substancias como quitanases, glucanases, terpenoides e trioxipiperazinas produzidas por C. rosea
sdo alguns metabolitos secundarios ja relatados com atividade frente a microorganismos, incluindo
bactérias [15].
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Tabela 1 - Atividade antibacteriana demonstrando halos de inibicdo dos caldos e extratos testados de Hexano (Hex) e
Acetato de etila (AcOEt) e Concentragdo Inibitoria Minima (CIM pg/mL) do extrato de AcOEt do isolado de C. rosea

WL8B18.
Halo de inibigdo (mm) | CIM do extrato de AcCOEt
Cepas bacterianas
Isolado E. coli ATCC 25922 E. coli ESBL E. Cgé'gg CC  E coliESBL
EB Hex AcOEt EB Hex AcOEt AcOEt (ug/mL)
C. rosea a a
WL8B18 13,9+01 - 19,8403 - - 4+1,4 400 pg/mL 400 pg/mL
Concentracdo 100 pg/ml 100 pg/ml 25 pg/mL 25 pg/mL
Tempo 24h

Legenda: Controle + Amoxilina (25 pg/mL); Controle — DMSO 10%; Atividade bacteriostatica — a.

4 CONCLUSAO

Os extratos obtidos a partir de Clonostachys rosea WL5B18 sugerem que esse isolado pode
ser uma fonte promissora de substancias com interesse famarcéutico. No entanto, mais estudos
precisam ser realizados para a atividade citotoxica e avaliagdo do perfil dos seus constituintes

quimicos.
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