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ATIVIDADE DE MICOCINAS PRODUZIDAS POR Wickerhamomyces anomalus
FRENTE AS CEPAS MULTIRRESISTENTES DE Acinetobacter baumannii

RESUMO

O sistema killer consiste na producao de substancias por leveduras killer capazes de
inibir outros microrganismos. Isso ocorre no habitat natural como uma forma de
competicdo entre as espécies pela garantia de nutrientes. Wickerhamomyces
anomalus é uma levedura produtora de micocinas amplamente distribuida no
ambiente e resistente a condicbes extremas de pH, temperatura e osmolaridade.
Devido a essas caracteristicas, esta levedura vem sendo utilizada em varios
processos industriais, principalmente na industria alimenticia como controle de
microrganismos contaminantes. Sua acdo é considerada minimamente toxica as
células humanas e de baixo potencial a inducdo de resisténcia aos microrganismos,
caracteristicas que tornam as micocinas de W. anomalus interessantes candidatas a
aplicacdo médica. Acinetobacter baumannii € uma preocupacdo mundial devido a
sua multirresisténcia, tendo por isso alta taxa de mortalidade e morbidade,
principalmente em ambientes hospitalares. Este trabalho teve como obijetivo verificar
a acao antimicrobiana de micocinas produzidas por W. anomalus frente a cepas
multirresistentes de A. baumannii e avaliar a toxicidade destes compostos. Os
sobrenadantes de WA40, WA45 e WA92 foram testados sobre A. baumannii
utilizando os métodos de microdiluicdo em caldo, testes em meio solido e viabilidade
de A. baumannii. Para avaliar a toxicidade, fez-se os testes de hemdlise e de
toxicidade em Artemia salina Leach. Resultados evidenciaram a atividade
antimicrobiana de micocinas de W. anomalus, uma vez que, mesmo altamente
diluidas, elas foram capazes de inibir A. baumannii. Em meio solido, foi possivel
observar a formacdo de zona de inibicdo ao testar micocinas de WA40, WA45 e
WAO92 sobre A. baumannii. E por fim, o teste de viabilidade mostrou que em apenas
3 h as micocinas de WA45 foram capazes de inibir 100% das células
multirresistentes de A. baumannii, seguido de 4 h para WA40 e 6 h para WA92. Os
trés sobrenadantes ndo foram citotoxicos quando testados sobre hemacias e
Artemia salina. Sendo assim, as micocinas de W. anomalus mostraram-se efetivas
neste estudo e podem ser utilizadas no desenvolvimento de novas substéncias
antimicrobianas.

Palavras chaves
Wickerhamomyces anomalus; micocinas; sistema Kkiller; Acinetobacter baumannii;
antibiotico.



MYCOCIN ACTIVITY PRODUCED BY Wickerhamomyces anomalus AGAINST
MULTIDRUG-RESISTANCE STRAINS OF Acinetobacter baumannii

ABSTRACT

The killer system is the production of substances by yeast killer able to inhibit other
microorganisms, this occurs in the natural environment as a way of competition
between species by ensuring nutrients. Wickerhamomyces anomalus is a producer
of yeast mycocin widely distributed in the environment and resistant to extremes of
pH, temperature and osmolarity. Due to these characteristics, this yeast has been
used in various industrial processes, especially in the food industry to control
contaminants microorganisms. Its action is considered to be minimally toxic to human
cells and low potential to induce microorganisms resistance, characteristics that
makes the mycocins of W. anomalus an interesting candidate for medical application.
Acinetobacter baumannii is a worldwide concern due to its multiresistance, having a
high mortality rate and morbidity, especially in hospital environments. This study had
as objective to determine the antimicrobial action of mycocins produced by W.
anomalus against multiresistant strains of A. baumannii and to evaluate the toxicity of
these compounds. The supernatants of WA40, WA45 and WA92 were tested on A.
baumannii using the methods of broth microdilution, solid medium test and viability of
A. baumannii. To evaluate the toxicity, was made the test of hemolysis and brine
shrimp toxicity test. Results evidenced the antimicrobial activity of mycocins of W.
anomalus, since even at high dilutions they were able to inhibit A. baumannii. In solid
medium, it was possible to observe the formation of zone of inhibition when testing
WA40, WA45 and WA92 on A. baumannii, and finally, the viability test showed that in
only 3 hours the mycocins of WA45 were able inhibit 100% of the multidrug-resistant
cells of A. baumannii followed by 4 h for WA40 and 6 h for WA92. The three
supernatants were not cytotoxic when tested on human erythrocytes and Artemia
salina. Thus, the micocins of W. anomalus were effective in this study and can be
used in the development of new antimicrobial substances.

Key words
Wickerhamomyces anomalus; mycocins; Acinetobacter baumannii; antibiotic.
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INTRODUCAO

Bactérias multirresistentes tém altas taxas de morbidade e mortalidade no
mundo. Dentre as bactérias multirresistentes, destaca-se Acinetobacter baumannii,
que é responsavel por causar pneumonia, septicemia, infeccbes urinarias e
meningite, principalmente em pacientes imunocomprometidos. E uma bactéria
versétil, que se adapta facilmente aos mais diversos ambientes, podendo se manter
viavel por muito tempo em superficie de equipamentos hospitalares, bancadas e
leitos. Além destes locais, as maos dos profissionais da saude sdo fontes muito
comuns de disseminacgao de infecgéo hospitalar.

Este cenério € preocupante, uma vez que, o arsenal terapéutico disponivel
para o tratamento de infeccfes bacterianas esta cada vez mais limitado. Nos ultimos
anos, poucos medicamentos com acao antibidtica vém sendo lancados no mercado,
fazendo-se necessério o estudo e desenvolvimento de novos antibioticos.

Wickerhamomyces anomalus é uma levedura amplamente distribuida no
ambiente, encontrada principalmente em frutas, plantas, insetos, solo e agua. Esta ja
vem sendo aplicada em varios processos biotecnoldgicos, com destague no controle
de microrganismos contaminantes de alimentos. Algumas cepas de W. anomalus
sao produtoras de micocinas (também conhecidas como toxinas Killer), as quais séo
glicoproteinas de baixo peso molecular com amplo espectro de acao inibitéria sobre
bactérias, leveduras, fungos filamentosos e parasitas. Essas substancias sao
secretadas no ambiente como uma estratégia de competicdo entre espécies por
espaco e nutrientes, favorecendo assim, a levedura produtora de micocinas.

Tendo em vista a necessidade de pesquisar novas substancias antibioticas
gue combatam A. baumannii multirresistente e o potencial promissor de micocinas,
este estudo teve como objetivo conhecer a suscetibilidade desta bactéria para
micocinas de W. anomalus. Este € o primeiro trabalho envolvendo micocinas de W.

anomalus sobre cepas multirresistentes de A. baumannii.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a suscetibilidade de cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes,

frente as micocinas presentes no sobrenadante de Wickerhamomyces anomalus.

Objetivos especificos

e Obter o sobrenadante de cultura de Wickerhamomyces anomalus (WA40, WA45
e WA92) contendo micocinas;

e Testar as cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes frente aos
sobrenadantes contendo as micocinas de WA40, WA45 e WA92 pelo método de
microdiluicdo em meio liquido;

e Verificar a inibicAo de Acinetobacter baumannii em meio sélido contendo as
micocinas de WA40, WA45 e WA92;

e Avaliar a viabilidade de Acinetobacter baumannii apds tratamento com
sobrenadante de WA40, WA45 e WA92;

e Conhecer o perfil de toxicidade de micocinas de Wickerhamomyces anomalus
(WA40, WA45 e WA92), utilizando o teste de hemdlise e Artemia salina Leach.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Sistema killer

Estudos feitos por Bevan e Makower (1963) definiram leveduras killer (K)
como sendo capazes de promover atividade letal sobre leveduras sensiveis. Este
fenbmeno ocorre devido a secre¢cdo de compostos antimicrobianos denominados de
micocinas, ou toxinas killer, sendo que a levedura que 0s secretou é imune a sua
propria atividade, mas pode ser sensivel (S) a acéo killer de outras leveduras. No
habitat natural, os fungos utilizam estes compostos letais como estratégia para
eliminar concorrentes na competicdo por nutrientes (ROBLEDO-LEAL,
VILLARREAL-TREVINO; GONZALEZ, 2012). Por fim, existem as leveduras neutras
(N), as quais sao resistentes as micocinas e incapazes de produzi-las.

Micocinas sdo metabdlitos secundarios, em sua maioria glicoproteinas, que
provocam a perturbacdo da membrana celular de microrganismos sensiveis,
causando morte celular (HATOUM; LABRIE; FLISS, 2012). O potencial
antimicrobiano de leveduras foi descoberto por Hayduck (1909), enquanto que a das
micocinas ocorreu em 1963, por Bevan e Makover. Apos a descoberta das
micocinas produzidas por Saccharomyces cerevisiae, outras leveduras passaram a
ser estudadas e identificadas com o mesmo potencial, € o exemplo dos géneros
Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces,
Metschnikowia, Wickerhamomyces, Ustilago, Williopsis e Zygosaccharomyces
(SCHMITT; BREINIG, 2002; TAY; LIM; TAN, 2014).

Alguns mecanismos s&o propostos para justificar a agdo das micocinas sobre
outros microrganismos, sendo eles: inibicdo da replicacdo de DNA, alteracdo da
permeabilidade de membrana, inibicido da sintese de parede por B-1,3-glucano
sintetase e hidrdlise -1,3-glucano ou B-1,6-glucano. Porém, muitos mecanismos
permanecem desconhecidos e ainda necessitam de mais estudos (STEWART,
2017).

O glucano é um importante polimero presente em bactérias e, em mais
abundéancia, em células fungicas. As micocinas do tipo glucanases (as mais
estudadas pela literatura) atuam na hidrolise de B-1,3-glucano ou [-1,6-glucano,
(Figura 1), cujo fendbmeno provoca a perda dos componentes citoplasmaticos e,
consequentemente, a morte celular. Como as células de mamiferos ndo possuem

este constituinte na membrana, o mecanismo Kkiller torna-se seletivo para
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microrganismos. Deste modo, considera-se que este tipo de micocinas sao
minimamente toxicas e de baixa probabilidade de inducdo a resisténcia
(POLONELLI el al., 1983; MIURA et al., 2003; 1ZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007b;
IZGU; KEPEKCI; 1ZGU, 2011; MUCCILLI et al., 2013).

Micocinas

Parede celular

.‘)'a LY

p-glucano

- K*, ATP

Receptor

Figura 1 Mecanismo de ac¢édo killer de micocinas do tipo glucanases. Micocinas ligam-se ao glucano
presente na parede da célula do microrganismo sensivel e atinge a membrana plasmética,
aumentando a permeabilidade da célula e a liberagédo de ions, levando a morte da célula (Adaptado
de Marquina; Santos; Peinado, 2002).

Wickerhamomyces anomalus

Antigamente a identificacdo de espécie e a classificacdo do género de
microrganismos eram realizadas de acordo com o fendtipo, ou seja, com as
caracteristicas morfolégicas, assimilacdo de aclUcares e capacidade de crescimento
em determinados meios. Isso gerava uma série de incertezas e erros na
classificacdo dos microrganismos. Assim, com o surgimento do sequenciamento do
DNA, a determinacdo taxondmica passou a ser feita por comparacdo genética e,
deste entdio, varios microrganismos vém sendo reclassificados. E o exemplo de
Wickerhamomyces anomalus, antigamente conhecida como Pichia anomala e
Hansenula anomala, que posteriormente foram inseridos no género
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Wickerhamomyces (KURTZMAN; ROBNETT; BASEHOAR-POWERS, 2008;
KURTZMAN, 2011; RUYTERS et al., 2015).

W. anomalus foi a primeira produtora de micocinas (também denominada de
levedura killer) descoberta a ser capaz de inibir o crescimento, tanto de organismos
eucariotos, quanto de procariotos patogénicos (POLONELLI et al, 1986;
POLONELLI et al., 2011). Pesquisas comprovam que algumas cepas de
Wickerhamomyces anomalus séo capazes de produzir altos niveis de micocinas
(CRAY et al., 2013). Trata-se de uma levedura heterotélica, que pode reproduzir-se
das duas formas: assexuada (por brotamento) e sexuada (formando ascésporos em
forma de chapéu). Estd amplamente distribuida na natureza, podendo ser
encontrada em frutas, plantas, cereais, vegetais, produtos ricos em acucar, solo,
intestino de insetos, agua e no meio marinho (WALKER, 2011; SATORA et al.,
2014).

Embora W. anomalus ja tenha sido relatada como causadora de infeccdes
nosocomiais, ela acomete principalmente imunossuprimidos e é considerada uma
levedura de baixa viruléncia, uma vez que raros casos foram notificados no mundo
(DANIEL et al., 2011). W. anomalus é definido como um microrganismo seguro para
individuos saudaveis, segundo a European Food Safety Authority (EFSA) (2007),
recebendo o status de Qualified Presumption of Safety (QPS) e classificado em nivel
1 em biosseguranca (SUNDH; MELIN, 2010).

Esta levedura é capaz de sobreviver em uma ampla faixa de pH (entre 2 e
12), temperatura (pode variar de 3 a 37°C), baixa concentracao de oxigénio (porém
ndo em meio anaerébio, pois 0 oxigénio € necessario para a sintese de ergosterol
da membrana fungica) e baixa atividade de agua. Além disso, pode secretar as
enzimas: invertase, peptidase, amilase, lipase e fitase. Devido a sua versatilidade
fisiologica, este microrganismo pode ser aplicado em varios processos industriais
(WALKER, 2011).

Aplicabilidade de Wickerhamomyces anomalus

Ha& muitos anos as leveduras desempenham um papel chave em processos
industriais, como por exemplo, na otimizagdo da fermentacdo de massas e inibicao
de fungos contaminantes de frutas e graos de cereais como Aspergillus flavus
(produtor de aflotoxina) (GORETTI et al., 2009; CODA et al., 2011; LIMA et al., 2014;
HUA et al., 2015). A maioria das leveduras ndo sado patogénicas e nao produzem
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micotoxinas e/ou esporos alergénicos, além de se adaptarem facilmente as diversas
condicbes ambientais. Diante dessas vantagens, as leveduras com potencial killer
vém sendo utilizadas para o controle biologico de alimentos, como alternativa aos
fungicidas quimicos para fungos contaminantes poés-colheita (FREDLUND et al.,
2002; OLSTORPE; PASSOTH, 2011).

Também podem ser aplicadas nos mais diversos processos biotecnolégicos
como: racdes, fermentacdo de produtos lacteos e na otimizacdo da producdo de
bebidas (SCHNEIDER et al., 2012). Na producao de cervejas e vinhos, as condi¢des
de producdo sdo favoraveis a contaminacdo microbiana (rico em nutrientes,
temperatura e umidade adequada). Deste modo, o uso de micocinas auxilia no
combate a microrganismos contaminantes e também contribui na qualidade
sensorial do produto, conferindo melhor cor, sabor e aroma a bebida (LAITILA et al.,
2011; SWANGKEAW et al., 2011; SATORA et al., 2014; SCHWENTKE et al., 2014).

Kagiyama et al., (1988) isolaram W. anomalus de shoyu, importante
ingrediente na culinéria oriental, o qual revelou ser capaz de produzir micocinas na
presenca de proteases e alta concentracéo de cloreto de sédio, caracteristicas deste
produto. Este resultado mostra que micocinas de W. anomalus podem auxiliar no
controle de microrganismos contaminantes do shoyu, os quais degradam o produto,
como bactérias produtoras de &cido latico e fermentadoras alcdolicas.

W. anomalus também estd presente na investigacao epidemioldgica de
infeccbes nosocomiais, pela biotipagem de microrganismos patogénicos, através da
sensibilidade as leveduras killer. Essa ferramenta epidemioldgica foi padronizada por
Polonelli et al., (1983) ao testar a sensibilidade de microrganismos para nove cepas
killer do género Pichia e Hansenula, onde, um codigo de trés digitos é gerado como
resultado. Dessa forma, Polonelli possibilitou investigar a origem do microrganismo,
em um surto hospitalar, por exemplo, ou caracteriza-lo de acordo com o fendtipo
killer.

Estudos mostraram a atividade inibitoria de W. anomalus sobre as espécies
de leveduras Candida tropicalis e Candida albicans, as quais possuem importancia
clinica devido a sua capacidade de provocar infec¢des. Desta forma, foi evidenciado
o potencial de W. anomalus para aplicacdo na medicina através do desenvolvimento
de produtos antibiéticos a base de micocinas (GUO et al.,, 2013; TAY; LIM; TAN,
2014).

Micocina semi-purificada de W. anomalus mostrou atividade inibitéria quando

testada via tOpica sobre lesGes em animais, provocadas por Malassezia furfur e
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Malassezia pachydermatis. Este estudo in vivo fundamenta o potencial inibitério de
micocinas, via tépica, no tratamento de microrganismos sensiveis (POLONELLI et
al., 1986). Para o tratamento de micoses por via sistémica, € necessario um longo
tratamento com antifingicos, os quais causam efeitos colaterais como problemas
gastrointestinais e hepatotoxicidade, além de serem passiveis de interagirem com
outros medicamentos. Portanto, o uso de micocinas no tratamento topico dessas
infecgbes poderia otimizar o tratamento destes pacientes, reduzindo a dose do
tratamento via oral (IZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007a).

W. anomalus esta naturalmente presente na microbiota intestinal e nas
gbnadas de mosquitos Anopheles stephensi, Anopheles gambiae, Aedes aegypti e
Aedes albopictus, tendo uma relacdo simbibtica com os insetos, ou seja, 0 inseto
proporciona a levedura um local para a sobrevivéncia, enquanto ela o oferece
nutrientes e protecdo contra microrganismos patogénicos. Como ja é conhecido,
estes insetos sao os vetores de varias doencas como dengue, febre amarela e
malaria. Estudos feitos por Ricci et al., (2011) abordam o interesse sobre W.
anomalus no biocontrole de doencas transmitidas pelos mosquitos citados acima.

Outra possivel aplicacdo de W. anomalus é na biorremediacdo, visando o
tratamento de contaminantes provenientes de residuos industriais. Fernandez et al.,
(2012) estudou o uso de W. anomalus no tratamento de aguas residuais contendo
cromo, um metal pesado, oriundo da producdo de aco, conservacdo da madeira,
pigmentos e curtumes. Esta levedura € capaz de adaptar-se ao meio altamente
poluido e metabolizar os compostos tdéxicos com baixo custo, de modo atdxico e
inovador, comparado aos métodos habituais.

A cepa W. anomalus YFO7b isolada do ambiente marinho, produziu micocina
com efeito inibitério sobre Metschnikowia bicuspidate, uma levedura patogénica para
invertebrados aquaticos, que gera grande perda econémica na aquicultura. Esta
micocina tem pH 6timo de 4,5 e temperatura 6tima de 40°C, possui peso molecular
de 47,0 kDa e quanto ao seu mecanismo de acdo, € classificada como (-1,3-D-
glucanase (WANG, et al., 2007).

Micocina de W. anomalus DBVPG 3003 (Pikt) foi capaz de inibir as cepas de
Dekkeral brettanomyces, as quais sao leveduras comumente envolvidas na
deterioragdo do vinho. Esta micocina tem pH étimo de 4,4, peso molecular de 3-10
kDa e sofre inativacdo acima de 40°C (COMITINI et al., 2004). Outras aplicacbes
incluem: producao de biofarmacos, biocombustiveis com aumento do rendimento na
producéo de bioetanol (TAO; GAO; LIU, 2011; WALKER, 2011).
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Apesar das micocinas possuirem um alto poder antibiético, sabe-se que elas
possuem limitagbes para o desenvolvimento de medicamentos sistémicos. Isso
ocorre devido a antigenicidade das moléculas, a necessidade de um pH &cido para a
sua acdo e também séo inativadas acima de 37°C. Sendo assim, as micocinas séao
atraentes candidatas ao desenvolvimento de solucfes topicas (MAGLIANI et al.,
2004).

Acinetobacter baumannii e a probleméatica mundial da multirresisténcia aos
antibidticos

O aumento da resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos ocorre
principalmente devido a aquisicdo de genes, os quais podem ser adquiridos via
plasmideo, transposons e/ou integrons. A resisténcia microbiana provoca uma série
de infeccdes dificeis de tratar, causando aumento de morbidade e mortalidade e
consequentemente, elevando os custos relacionados a saude (MAGLIANI et al.,
2004). O aumento da resisténcia de bactérias Gram-negativas constitui uma ameaca
mundial a salude publica, uma vez que cada vez mais antibioticos estdo tornando-se
ineficazes a esses patdgenos (CHEAH et al., 2016).

Acinetobacter baumannii € um cocobacilo Gram-negativo, encapsulado, nao
fermentador, aerébico e ubiquo (LAZUREANU et al., 2016). E normalmente
encontrado em solo, 4gua, pele e mucosas de humanos e animais, sendo capaz de
crescer em ampla faixa de pH e temperatura e assimila grande variedade de
substratos (MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH, 2010)

Atualmente € considerado um preocupante patégeno oportunista em Unidade
de Terapia Intensiva (UTI). Na comunidade, é capaz de causar principalmente
pneumonia e no ambiente hospitalar, pode causar pneumonia associada
principalmente a ventilacdo mecéanica, septicemia, infec¢cbes de pele, endocardite,
infeccdo urinaria e meningite. A. baumannii possui desenvolvida resisténcia aos
antibioticos, caracteristica que vem aumentando nas Ultimas décadas, sugerido
como consequéncia do uso irracional de antibioticos. Algumas cepas ja vém sendo
reportadas como resistentes a colistina e tigeciclina, considerados os ultimos
antibioticos de escolha (KEMPF; ROLAIN, 2012; WARNER et al., 2016).

Dois principais fatores contribuem para a alta disseminacédo de A. baumannii:
desenvolvida resisténcia aos antibiéticos e alta resiliéncia ambiental (LIN; LAN,

2014). A capacidade de manter-se viavel sobre superficies por longo tempo e sobre
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diversas condicbes ambientais faz com que esse microrganismo esteja
rotineiramente envolvido em surtos nosocomiais. Os fatores de risco aos pacientes
para a infeccdo por A. baumannii sdo: prematuridade de recém-nascidos, longo
periodo de internamento, estadia em UTI, exposicdo a materiais invasivos e a
equipamentos médicos (ventilacdo mecanica principalmente), gravidade da doenca
base e uso de antimicrobianos induzindo a resisténcia. A transmissdo ocorre
geralmente por goticulas de &gua, pele de pacientes colonizados ou infectados e
principalmente, pelas maos dos profissionais de saude (DIJKSHOORN; NEMEC,;
SEIFERT, 2007; MARAGAKIS; PERL, 2008).

Este microrganismo é capaz de formar biofilme sobre materiais médicos e
superficies biologicas. A formacdo dessa estrutura € um mecanismo de resisténcia a
diversos ataques, como aos antibidticos e ao sistema imune do hospedeiro
(RICHMOND et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia de A. baumannii aos antibiéticos podem ser de
varios tipos, incluindo: enzimas que inativam os antimicrobianos, dificil acesso ao
alvo bacteriano e muta¢cdes que provocam mudanca de alvo ou funcdo celular. O
tratamento de A. baumannii consiste principalmente dos seguintes antibiéticos:
carbapenémicos (meropenem, imipinem), inibidores da B- lactamase (sulbactam),
tigeciclina, aminoglicosideos (amicacina, tobramicina) (MARAGAKIS; PERL, 2008).
Porém, muitos focos de resisténcia a esses antibibticos ja foram relatados, por isso,
tem-se utilizado novamente a polimixina em casos especiais de completa resisténcia
aos antibitticos atuais. Diante da realidade, cada vez mais tem-se preocupado com
infeccbes por A. baumannii devido a facilidade desta bactéria adquirir genes que lhe
conferem resisténcia, fazendo da situacdo uma ameaca a satde mundial (KWON et
al., 2014; LIU et al., 2016; Ql et al., 2016).

Desde os anos 1930 os antibidticos vém sendo amplamente utilizados e
milhdes de vidas foram salvas. Porém, a eficacia deste recurso estd comprometida.
Os antibidticos forcam uma pressao seletiva sobre os microrganismos, induzindo sua
adaptacado para a resisténcia. Entretanto, a indastria farmacéutica ndo esté suprindo
este problema, ou seja, nos ultimos anos poucos antibidticos tém sido langados no
mercado (HUGHES, 2011).

Finalizando, faz-se necessario o desenvolvimento de novas substancias
preventivas e terapéuticas aos microrganismos multirresistentes. Dentre as
substancias atualmente estudadas, estdo as micocinas, as quais se maostram

efetivas contra varios microrganismos nos mais diversos ramos, inclusive aos de
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importancia clinica (TAN; TAY, 2011). Deste modo, micocinas tornaram-se atraentes
candidatas a aplicacdo médica, visando o desenvolvimento promissor de novos

antimicrobianos.
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Resumo

Objetivos: Avaliar a suscetibilidade de Acinetobacter baumannii multirresistente
para as micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus e verificar a
toxicidade desses compostos. Métodos: Trés sobrenadantes (WA40, WA45 e
WA92) de cultivo de W. anomalus, contendo micocinas, foram testados sobre A.
baumannii utilizando os métodos de microdiluicdo em caldo, testes em meio solido,
viabilidade de A. baumannii e testes de citotoxicidade em eritrocitos humanos e em
Artemia salina Leach. Resultados: W. anomalus foi capaz de produzir micocinas de
elevada acdo antimicrobiana, pois, mesmo em altas diluicbes elas inibiram A.
baumannii. Em meio solido, foi possivel observar a inibicdo de A. baumannii,
causada pela difusdo de micocinas entre o agar. O teste de viabilidade mostrou que
em apenas 3 h as micocinas de WA45 inviabilizaram as células multirresistentes de
A. baumannii, seguido de 4 h para WA40 e 6 h para WA92. E, por fim, os trés
sobrenadantes ndo foram citotoxicos quando testados sobre eritrécitos humanos e
Artemia salina. Conclusdes: Conforme as evidéncias deste trabalho, as micocinas
de W. anomalus mostraram-se efetivas e podem ser utilizadas no desenvolvimento

de novas substancias antimicrobianas.

Significado e impacto do estudo: Este artigo apresenta o potencial de micocinas
de Wickerhamomyces anomalus em inibir cepas de Acinetobacter baumannii
multirresistente em poucas horas e de baixa citoxicidade sobre células humanas.
Poucos estudos sdo encontrados na literatura sobre micocinas de W. anomalus
inibindo bactérias, e em nosso conhecimento, nosso estudo € o Unico envolvendo

micocinas de W. anomalus e A. baumannii.
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Palavras-chave: micocinas, toxinas killer, leveduras killer, antibi6tico,

Wickerhamomyces anomalus, Acinetobacter baumannii, multirresisténcia

Introducéo

Ha milhares de anos as leveduras desempenham um papel chave na
producado de alimentos como, na fabricacdo do péo, vinho e cerveja (Steensels et al.
2014). Estudando-as, Bevan e Makover (1963) descobriram o fendmeno killer, que
consiste na producdo de glicoproteinas (denominadas de micocinas ou toxinas
killer), com acéo inibitéria sobre outros microrganismos. As leveduras séo
classificadas em killer (produtoras de micocinas), sensiveis (sofrem a acao inibitéria)
e neutras (ndo produzem e nem sofrem a acéo killer) (Bevan e Makover, 1963).

Wickerhamomyces anomalus (antigamente conhecida como Pichia anomala e
Hansenula anomala) foi a primeira levedura produtora de micocinas capaz de inibir o
crescimento, tanto de organismos eucariotos como procariotos (Polonelli et al. 1986;
Polonelli et al. 2011). Trata-se de uma levedura heterotalica que esta amplamente
distribuida na natureza, podendo ser encontrada em frutas, plantas, cereais,
vegetais, produtos ricos em acucar, solo, intestino de insetos, agua e no meio
marinho (Walker, 2011; Satora et al. 2014).

Varios mecanismos sdo propostos para justificar a acdo de micocinas sobre
outros microrganismos, sendo eles: inibicdo da replicacdo de DNA, alteracdo da
permeabilidade de membrana, inibicdo da sintese de parede por B-1,3-glucano
sintetase e hidrolise -1,3-glucano ou B-1,6-glucano. Porém, muitos mecanismos
permanecem desconhecidos e ainda necessitam de mais estudos (Stewart, 2017).

O glucano é um importante polimero presente em bactérias e, em mais

abundéancia, em células fungicas. As micocinas do tipo glucanases atuam na
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hidrélise de B-1,3-glucano ou [-1,6-glucano, cujo fenémeno, provoca a perda dos
componentes citoplasméticos e, consequentemente, a morte celular. Como as
células de mamiferos ndo possuem este constituinte na membrana, este mecanismo
torna-se altamente seletivo aos microrganismos. Deste modo, considera-se que as
micocinas sdo minimamente téxicas e de baixa probabilidade de inducdo a
resisténcia (Polonelli el al. 1983; Miura et al. 2003; Izgu et al. 2007b; Izgu et al. 2011,
Muccilli et al. 2013).

Acinetobacter baumannii € um cocobacilo Gram-negativo, encapsulado, néo
fermentador, aerdbico, ubiquo e com alta resiliéncia ambiental (Lin e Lan, 2014;
Lazureanu et al. 2016). Atualmente € considerado um preocupante patdégeno
oportunista em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), uma vez que pode causar
pneumonia (principalmente associada a ventilacdo mecéanica), septicemia, infeccdes
de pele, endocardite, infeccao urinaria e meningite (Kempf e Rolain, 2012; Warner et
al., 2016). O aumento da resisténcia de bactérias constitui uma ameaca mundial a
salude publica, tendo em vista que cada vez mais antibiticos estdo tornando-se
ineficazes a esses patdgenos e, consequentemente, elevando o0s custos
relacionados a saude (Magliani et al. 2004; Cheah et al. 2016).

Finalizando, faz-se necessario o desenvolvimento de novas substancias para
o controle dos microrganismos multirresistentes. Dentre as substancias atualmente
estudadas, estdo as micocinas, as quais se mostram efetivas contra varios
microrganismos nos mais diversos ramos, inclusive aos de importancia clinica. Deste
modo, micocinas tornaram-se atraentes candidatas a aplicacdo médica, visando o
desenvolvimento promissor de novos antimicrobianos (Tan e Tay, 2011).

O objetivo deste trabalho constituiu em avaliar a suscetibilidade de cepas de
Acinetobacter baumannii multirresistentes, frente as micocinas presentes no

sobrenadante de Wickerhamomyces anomalus, bem como verificar a citotoxicidade
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destes compostos.

Material e métodos

Wickerhamomyces anomalus

Trés cepas de Wickerhamomyces anomalus, WA40 WA45 e WA92 foram
isoladas do solo e classificadas como leveduras produtoras de micocinas. O nimero
de acesso para as sequéncias de nucleotideos no GenBank de W. anomalus WA40,
WA45 e WA92 sédo KT580792, KT580794 e KT580796 respectivamente, e estao

disponiveis no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.

Produc&o de micocinas de Wickerhamomyces anomalus

Foram inoculadas as trés leveduras produtoras de micocinas em 200 mL de
caldo Sabouraud modificado (1% de peptona, 2% de glicose, 1.92% de &cido citrico,
3.48% de fosfato de potassio dibasico, pH 4.7) e incubado 25 °C por 5 dias em
frasco inclinado a 180°. ApdOs este periodo, o caldo foi centrifugado a 4500 g
durante 10 min, obtendo o sobrenadante esterilizado por membrana filtrante 0.22

um, e armazenado a 4°C por no maximo 15 dias.

Cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii

Foram isoladas cepas de Acinetobacter baumannii (n=50) de amostras

biolégicas humanas de dois laboratorios clinicos de Cascavel-PR. As cepas foram

recuperadas em Tryptic Soy Broth (TSB) e entdo transferidas (500 pL) para tubo de
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eppendorf com glicerina (300 pL) e armazenadas aproximadamente a -10°C.

Previamente aos testes, as cepas foram cultivadas em &gar nutriente 36 °C por 24 h.

Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo

Para os testes de microdiluicdo foi utilizado o método M27-A3 - Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com algumas adaptagfes. Utilizaram-
se microplacas contendo 96 pocos de fundo chato, dispostas em colunas
(enumeradas de 1 a 12) e linhas (com letras de A a H). Foram testadas cinquenta
cepas clinicas de A. baumannnii multirresistentes e A. baumannnii ATCC 19606, as
quais foram previamente ajustadas & concentracdo 10° UFC mL™, por contagem em
camara de Neubauer, homogeneizadas em 5 mL de caldo Mueller Hinton (MH) e
distribuidas (100 pL) nas colunas, onde cada coluna corresponde a uma cepa teste
de A. baumannii multirresistente. Os sobrenadantes foram diluidos em agua
destilada estéril e adicionados aos poc¢os da linha B a F (100 pL), resultando nas
seguintes diluicdes (caldo MH + bactéria: sobrenadante) (puro, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16).
Nas linhas A e G, foram realizados os controles de esterilidade (contendo somente
caldo estéril) e de crescimento (contendo caldo MH e A. baumannii),
respectivamente. Apos o término do procedimento, a placa foi lacrada e incubada a
36 °C por 48 h. A ultima diluicdo onde ndo houve turvacao foi agitada manualmente
e aliquotada a 10 yL com alca calibrada e semeada em agar nutriente. A auséncia
de turvacdo no poco e auséncia de crescimento em placa foi interpretado como

inibicdo da cepa testada. O teste foi realizado em triplicata.
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Atividade antimicrobiana em meio sélido

Teste de inibicdo em superficie

Foram preparados dois meios de agar Mueller Hinton (MH), um controle e
outro teste. O controle foi constituido de d4gar MH e o teste de agar MH e
sobrenadante contendo micocinas de WA45, WA40 ou WA92. Ambos 0s meios,
controle e teste, foram vertidos em placas divididas de Petri. Com alca calibrada de
1 pL, foi semeada a cepa 16 (Tabela 1), no controle e no teste, posteriormente
incubou-se a 37 °C por 24 h. O teste foi realizado em triplicata. A cepa 16 foi
utilizada, pois apresentou baixa sensibilidade as micocinas de W. anomalus WA40,

WA45 e WA92.

Verificagdo de zona de inibi¢éo

Em placa de Petri, fez-se pré-forragem com agar-agar e apoés solidificar, foi
adicionado agar nutriente. A cepa 16 de A. baumannii multirresistente foi semeada
em salina 0.9% com turvacdo compativel a escala 0.5 de Mac Farland e com o
auxilio de um swab, a cepa foi semeada em placa pelo método de superficie.
Orificios de aproximadamente 6 mm de didmetro foram feitos sobre o agar nutriente
e entdo adicionaram-se 15 pL de sobrenadante. A placa foi incubada a 36°C por 48

h e qualquer zona clara em torno dos orificios foi tomado como resultado positivo.
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Teste de viabilidade

Realizou-se o teste de viabilidade da cepa clinica 16 e da ATCC 19606 de A.
baumannii frente &s micocinas de WA40, WA45 e WA92. A. baumannii (10° UFC mL’
1y foi inoculado em 20 mL de caldo MH homogeneizado a 20 mL de sobrenadante.
Com o auxilio de uma alca calibrada, aliquotas de 10 pL foram retiradas a cada 1 h,
durante o periodo de 12 h e inoculadas por estrias quantitativas e incubadas 36 °C
por 24 h. Utilizando a mesma metodologia, fez-se o controle de crescimento com a
cepa 16, porém sem a interferéncia de micocinas. Apés este periodo, as unidades
formadoras de colonias foram multiplicadas pela diluicdo. O teste foi realizado em

triplicata.

Teste de hemdlise

O teste de citotoxicidade em eritrocitos foi realizado conforme Paris et al.
(2016). Coletou-se sangue de um individuo saudavel em tubo contendo EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid), o qual foi centrifugado a 2000 g por 10 min, e a
massa celular foi lavada trés vezes com PBS (Phosphate-buffered saline) de pH 7.4.
Posteriormente, fez-se uma suspensao 4% de eritrcitos em PBS, a qual foi testada
sob diferentes concentra¢des de sobrenadante de WA40, WA45 e WA92 (puro, 1:2,
1:4, 1:8 e 1:16) e incubado a 37 °C por 1 h. Apés esse periodo, os tubos foram
centrifugados a 2000 g por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para determinar a
absorcdo em espectrofotometro a 450 nm de comprimento de onda.

O mesmo procedimento foi feito para a Polimixina B 0.16 mg mL™ (testada em
concentracdo puro, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16), controle de eritrocitos integros (eritrocitos

4% e PBS) e controle de hemolise (eritrocito 4% e acido acético 4%).
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Para calcular a porcentagem de hemolise, utilizou-se a equacgéo abaixo:

100

% Eritrécitos fnt (1 A sobrenadante — A controle de eritrécitos integros )
o Eritrocitos integros = - — —
g A controle de hemolise — A controle de eritrocitos integros

% hemolise = 100 — % eritrocitos integros

Sendo:

A: Absorbancia
Teste de toxicidade em Artemia salina Leach

Artemia salina Leach € um microcrustaceo marinho muito utilizado em testes
de toxicidade de compostos ativos de extratos de plantas (Arcanjo et al. 2012). Os
trés sobrenadantes foram testados quanto a sua toxicidade, segundo a metodologia
descrita por Meyer et al. (1942), com algumas adaptacdes. Ovos de Artemia salina
foram incubados em agua do mar estéril 28 + 2 °C por 48 h sob continua aeracéo e
iluminacdo. ApoOs eclosdo, 10 nauplios (larvas) foram transferidos para tubos
contendo 1000, 100 e 10 ppm de sobrenadante em quantidade suficiente para (gsp)
5 mL de agua do mar. O controle de toxicidade maxima consistiu NaOH 1 mol L * e
o controle atoxico continha somente agua do mar. Os tubos foram incubados a 28 +
2 °C por 24 h e o teste foi realizado em triplicata. Posteriormente, fez-se a contagem
de vivos e mortos com o auxilio de microscépio Optico, sendo 0s organismos que
possuiam motilidade classificados como vivos e 0s imoveis e sedimentados como

mortos.
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Resultados

As cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes (n=50) foram isoladas
principalmente do trato respiratorio (46%), urina e secre¢do purulenta (16%), sangue
(12%) e materiais invasivos (10%), conforme ilustrado na Figura 1.

As micocinas de Wickerhamomyces anomalus WA40, WA45 e WA92
apresentaram atividade inibitéria sobre as cinquenta cepas de A. baumannii
multirresistentes, mesmo em concentracdes diluidas. As micocinas de WA45
obtiveram resultados inibitérios superiores as demais, seguida de WA40 e WA92.
Em contato com o sobrenadante puro, 100% das cepas de A. baumannii (n= 50)
foram sensiveis as micocinas das trés cepas de leveduras killer e, ao dilui-las na
proporcdo 1:2, observou-se que 98% das cepas multirresistentes foram inibidas
pelas micocinas de WA40 e WA45 e 90% pelas micocinas de WA92. Em diluigcbes
mais altas, 1:4 e 1:8, as micocinas de WA45 continuaram a apresentar maior
inibicdo, 96% e 48%, respectivamente (Figura 2). A tabela 1 apresenta a
suscetibilidade de cada cepa de A. baumannii para os trés sobrenadantes e também
da cepa ATCC 19606, a qual permaneceu viavel até a diluicdo 1:2 para o0s
sobrenadantes de WA40, WA45 e WA92. O teste de microdiluicdo de 50 cepas
clinicas de A. baumannii possibilitou a comparacdo do potencial killer de trés
sobrenadantes de leveduras da mesma espécie.

O teste de viabilidade celular foi realizado com o objetivo de revelar o tempo,
em horas, que as micocinas sao capazes de inviabilizar as células bacterianas de A.
baumannii multirresistente. Conforme mostrado na Figura 3a-d, em apenas 3 h as
células bacterianas (10° células mL™) foram inibidas pelas micocinas de WA45,
seguida de 4 h por micocinas de WA40 e 6 h sobre agdo de micocinas de WA92.

Observando o0 controle de crescimento, € possivel verificar o elevado
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desenvolvimento da bactéria, quando esta ndo € influenciada por micocinas.

O teste de inibicdo em superficie de meio soélido utilizando as trés leveduras
produtoras de micocinas, também comprova a inibicdo de cepa multirresistente de A.
baumannii (Figura 4a-c). Outro teste realizado em meio solido, € a verificacdo de
zona de inibicdo. Neste, foi possivel verificar a difusédo e inibicdo das micocinas de
cada sobrenadante em agar, formando um halo em torno do orificio onde foram
colocadas. Na Figura 5a-c, observa-se a maior inibicho de A. baumannnii
multirresistente por micocinas sobre o meio de WA45, seguida de WA40 e WA92.

Realizou-se também o teste de hemdlise, a fim de conhecer a citotoxicidade
dos trés sobrenadantes contendo micocinas. A Figura 6 evidencia a baixa acao
hemolitica de micocinas. Este resultado se assemelha aos niveis de hemodlise
causada pela polimixina B, terapia de escolha no tratamento de infeccGes por A.
baumannii. Desta forma, foi possivel relacionar a hemdlise de um antibiético que ja
comercializado e de substancias que ainda estado sendo estudadas.

E, por fim, fez-se o teste de toxicidade em Artemia salina. Conforme Tabela 2,
as micocinas de W. anomalus WA40, WA45 e WA92, ndo sao toxicas, uma vez gue,
ndo houve toxicidade nos microcrustaceos testados até a concentracdo 1000 ppm,

valores padronizados para o teste em plantas.

Discussao

Infecgcbes causadas por Acinetobacter baumannii sdo consideradas um
desafio para a medicina, uma vez que esta bactéria tem se tornado cada vez mais
resistente aos antimicrobianos. A caréncia por novos antibioticos obriga a medicina a
voltar ao uso de antigas drogas, por exemplo, polimixina B, utilizada em testes

comparativos neste trabalho (Falagas et al. 2015).
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A elevada prevaléncia de infeccbes do trato respiratério causada por A.
baumannii € justificada pelo uso de ventilagdo mecanica, a qual propicia a ruptura de
pele e mucosa, facilitando a entrada do microrganismo (Wong et al. 2017). Isso
justifica a elevada porcentagem de amostras do trato respiratorio infectadas por A.
baumannii no presente estudo. Dados semelhantes foram encontrados na pesquisa
de Vahdani et al. (2011), onde o trato respiratorio foi o sitio predominante (39%) no
isolamento de A. baumannii, seguido de urina (22%), liquor (17.5%), ferida (9.5%),
sangue (5%), catéter (4.5%) e outros (2.5%).

Diante do aumento da resisténcia de microrganismos e a falta de novas
drogas disponiveis no mercado, as micocinas vém ganhando destaque diante dos
pesquisadores devido a sua capacidade antibiética (Muccilli e Restuccia 2015).
Entretanto, a presenca destes compostos muitas vezes é despercebida, pois, para
observar a sua acdo, sdo necesséarias condi¢cdes experimentais adequadas, como
também, a selecdo de uma cepa sensivel para teste (Marquina et al. 2002). Para a
producdo de micocinas é necessario o controle do pH, temperatura, composicao
quimica e concentracao celular que variam para cada levedura killer. Com isso, a
producdo 6tima da maioria das micocinas normalmente ocorre em pH 4.5 a 25 °C
(Magliani et al. 1997).

Conforme resultados apresentados neste estudo, micocinas de
Wickerhamomyces anomalus possuem alto potencial killer sobre A. baumannii
multirresistente. Utilizando as mesmas cepas Killer, Paris et al. (2016) mostrou a
elevada atividade antimicrobiana destas micocinas sobre cepas de Candida albicans
isoladas do sangue. Neste mesmo estudo, as micocinas obtidas da parede celular
de W. anomalus WA45 também obtiveram atividade superior as demais. Comitini et
al. (2004) também testou diferentes concentracfes de micocina de W. anomalus

(Pikt), a qual foi capaz de inibir cepas de Dekkeral brettanomyces, levedura
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comumente envolvida na deterioragao do vinho.

Hatoum et al. (2012) isolou W. anomalus LMA-827 do leite e, através do
método microscopia eletrbnica de transmissdo, observou que o sobrenadante de
cultura dessa levedura pode inibir Listeria monocytogenes LMA-1045, bactéria
patogénica capaz de causar meningite em humanos.

Em ensaio feito com cepas de enterobactérias crescidas em gréos de trigo e
sobre eles, inoculado W. anomalus, teve-se que apés 60 dias de armazenamento do
cereal, a levedura inibiu significativamente todas as espécies de enterobactérias
(Olstorpe et al. 2011).

Leveduras isoladas do mosto de uva e vinho foram testadas quanto a sua
suscetibilidade a leveduras Killer. Leveduras killer, W. anomalus CBS 1982 e W.
anomalus NCYC 434, testadas em pH 4.5, apresentaram 54% e 80% de leveduras
sensiveis a elas (Yap et al. 2000).

Em nosso estudo observamos a rapida acao inibitéria de micocinas de W.
anomalus, pois, em poucas horas foram capazes de inibir células de A. baumannii
multirresistente. Klassen e Menhardt (2005) verificaram a viabilidade de S. cerevisiae
LS20 em meio contendo micocina de Pichia acaciae em concentracdo cinco vezes
maior de sua concentracdo inibitoria. Apdés 22 h de exposi¢cdo da levedura a
micocina, houve inibicdo da viabilidade celular, tempo este bastante acima do
apresentado por A. baumannii frente as micocinas ndo purificadas do presente
estudo.

Outro estudo feito por Paris et al. (2016) utilizando o método fluorescente
(diacetato de fluoresceina e brometo de etidio), observou a viabilidade de Candida
albicans (10°® UFC mL™) frente as micocinas de W. Anomalus WA40, WA45 e WA92

(400 pg mL™Y), as quais tornaram-se inviaveis ap6s 12 h de contato. Micocinas de
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Kluyveromyces lactis (50 U mL™) foram capazes de inibir Saccharomyces cerevisiae
(1 x 10° UFC mL™) em apenas 4 h (Takita e Castilho-Valavicius 1993).

Além da inibicdo de bactéria, ja € sabido que micocinas produzidas por W.
anomalus possuem atividade killer sobre outros tipos de organismos, como fungos
dermatofitos, leveduras, parasitas e virus (Izgu et al. 2007a; Conti et al. 2008; Paris
et al. 2016; Valzano et al. 2016).

O teste de difusdo de micocinas em 4gar realizado neste trabalho, também é
utilizado por varios outros autores na literatura (Wang et al. 2012). Em metodologia
semelhante, Wang et al. (2012) observaram zonas de inibicdo ao testar Williopsis
saturnus WC91-2 sobre Metschnikowia bicuspidate, Sacharomyces sp., Candida
albicans, Candida tropicalis, Cryptococcus aureus, Yarrowia lipolytica e
Lodderomyces elongisporus. Resultado compativel foi encontrado por Guo et al.
(2013), ao colocar micocina de W. anomalus YFO7b em orificio feito em meio sélido
onde, por método de superficie, foi inoculado M. bicuspidate, uma levedura
patogénica para invertebrados aquaticos, responsavel por gerar perda econémica na
aquicultura.

Estudo de Ahmed Sheikh (2010) obteve resultados atrativos ao testar culturas
de fungos isolados de solo que misturadas com saliva humana, agiram sobre
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, também através do método de zona
de inibicdo.

Estudo feito por Comitini e Ciani (2011) comparou o tamanho do halo formado
por micocina de Kluyveromyces wickerhamii DBVPG 6077 (Kwkt) sobre
Brettanomyces bruxellensis DBVPG 6706 antes e apds purificagdo, obtendo um
aumento de 50% pds-purificacéo.

Os resultados desse trabalho evidenciaram a baixa toxicidade de micocinas

mostradas pelos testes de citoxicidade em Artemia salina Leach e teste de hemdlise
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em eritrocitos humanos. Seddik et al. (2016), mostrou atividade inibitéria de Candida
albicans P51L1 isolada de fezes de criangas sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. E como teste de toxicidade, verificou-
se que as cepas ndo eram hemoliticas.

Ceugniez et al. (2015) ao estudar leveduras isoladas de queijo, relatou que
Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus foram capazes de inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos, por exemplo, Candida albicans e
Listeria monocytogenes. E, no mesmo estudo, em teste de hemolise em meio soélido
suplementado com sangue de cavalo, constatou-se que as mesmas nado foram
hemoliticas. Paris et al. (2016) testou as micocinas extraidas da parede de W.
anomalus sobre eritrocitos humanos e obteve resultados semelhantes ao presente
estudo, ou seja, baixa citotoxicidade. Também, mostrou que as micocinas eram
menos toxicas quando comparadas com o antifiingico Anfotericina B.

Neste estudo utilizou-se o0 modelo de toxicidade em artemias pelas vantagens
gue ele apresenta: facilidade de manuseio, rapidez, baixo custo e pelo potencial de
substituir o uso de animais em ensaios toxicolégicos (Rajabi et al. 2015). Porém, ndo
foram encontradas outras publicacbes envolvendo teste de toxicidade de micocinas
em artemias.

Concluindo, Acinetobacter baumannii multirresistente foi sensivel as
micocinas de Wickerhamomyces anomalus em meio liquido e sélido. Onde, as
micocinas de WA45 se destacaram em relacdo as demais, com completa inibicao
em apenas 3 h de contato. Também, as micocinas ndo foram consideradas toxicas
guando comparadas com Polimixina B. Sendo assim, micocinas de W. anomalus
WA40, WA45 e WA92 sado atraentes candidatas ao desenvolvimento de novos

antibidticos capazes de combater os microrganismos multirresistentes.
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543 Tabela 1 Suscetibilidade de Acinetobacter baumannii multirresistente as cepas killer
544  de Wickerhamomyces anomalus WA40, WA45 e WA92

545
Diluicdes dos Diluigcdes dos
Sobrenadantes Sobrenadantes

Cepa Cepa

A_baurﬁannii WA40 WA45 WAQ2 A_baurﬁann“ WA40 WA45 WAQ2
1 1:2 1:4 1:2 26 14 14 1.2
2 1:2 1:8 1:2 27 1:16 1:2 1:8
3 1:2 1:8 1:2 28 14 1.8 1.2
4 1:2 1:8 1:2 29 1:2 1:4 1:2
5 1:2 1:4 1:2 30 14 14 14
6 1:4 1:8 1:2 31 1:8 1:4 1:4
7 1:4 1:4 1:2 32 14 1.8 14
8 1:4 1:8 1:2 33 1:2 1:4 1:2
9 1:2 1:4 1:2 34 1:2 1:16 1:2
10 1:2 1:4 Puro 35 1:4 1:8 1:8
11 1:4 1:8 1:2 36 1:4 1.8 1:4
12 1:4 1:4 1:2 37 Puro 1:4 Puro
13 1:4 1:16 1:2 38 1:2 1:4 1:2
14 1:4 1:8 1:2 39 1:2 1:4 1:2
15 1:4 1:8 1:4 40 1.8 1.8 1.8
16* 1:2 1:2 1:2 41 1:2 1:8 1:2
17 1:4 1:4 1:2 42 1.2 1:4 Puro
18 1:2 1:4 1:2 43 1:8 1:4 1:8
19 1:2 1:4 1:2 44 1:4 1:4 1:2
20 1:4 1:8 1:4 45 1:4 1:8 1:2
21 1:4 1:4 1:4 46 1:4 1:8 1:2
22 1:4 1:8 1:4 47 1:4 1:8 1:2
23 1:4 1:4 1:2 48 1:4 1:8 Puro
24 1:2 1:8 1:2 49 1:8 1:4 1:2
25 1:2 1:8 Puro 50 1:4 14 14

546 * Cepa numero 16: utilizada em testes em meio solido e em teste de viabilidade.
547  Acinetobacter baumannii ATCC 19606 apresentou o seguinte perfil: WA40 (1:2),
548  WA45 (1:2) e WA92 (1:2).

549



550
551

552

Concentracéo de

Nauplios vivos

Nauplios mortos

sobrenadante WA40 WA45 WA92 WA40 WA45 WAQ2
10mL L? 10 10 10 0 0 0
10 mL L? 10 10 10 0 0 0
10mL L? 10 10 10 0 0 0
100 mL L 10 10 10 0 0 0
100 mL L? 10 10 10 0 0 0
100 mL L 10 10 10 0 0 0
1000 mL L* 10 10 10 0 0 0
1000 mL L*? 10 10 10 0 0 0
1000 mL L* 10 10 10 0 0 0
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Tabela 2 Teste de toxicidade dos sobrenadantes de WA40, WA45 e WA92 em
Artemia salina Leach
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Figura 1 Distribuicdo das cepas (n=50) de Acinetobacter baumannii multirresistentes
conforme os materiais onde foram isoladas.

Figura 2 Suscetibilidade de cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii
(n=50) as micocinas de sobrenadante de cultura de Wickerhamomyces anomalus
WA40, WA45 e WA92.

Figura 3a-d. Teste de viabilidade de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e cepa
multirresistente (cepa 16) em contato com sobrenadante de WA40 (a), WA45 (b),
WAO92 (c) e polimixina B (d) usada como controle positivo.

Figura 4a-c. Atividade antimicrobiana de sobrenadante de WA40 (a), WA45 (b) e
WAO92 (c) sobre Acinetobacter baumannii em meio soélido. Controles positivos (lado
direito da placa), e os testes (esquerda).

Figura 5a-c. Zona de inibicdo: atividade killer de Wickerhamomyces anomalus
WA40 (a) WA45 (b) e WA92 (c) em meio solido sobre cepa de Acinetobacter
baumannii multirresistente.

Figura 6 Acdo hemolitica dos sobrenadantes de WA40, WA45 e WA92 e de
Polimixina B sobre eritrécitos humanos.
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Figura 5a-c.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo evidencia o potencial antibiético de micocinas de
Wickerhamomyces anomalus, que em testes em meio liquido e solido, mostrou
combater Acinetobacter baumannii multirresistente. Além disso, contatou-se que sua
acao é rapida e de baixa toxicidade.

Com este projeto, almejamos futuramente o desenvolvimento de um
medicamento antibidtico via topica a base de micocinas de W. anomalus, cepas
WA40, WA45 e WA92.



