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

 
 

RESUMO 
 
O sistema killer consiste na produção de substâncias por leveduras killer capazes de 
inibir outros microrganismos. Isso ocorre no habitat natural como uma forma de 
competição entre as espécies pela garantia de nutrientes. Wickerhamomyces 
anomalus é uma levedura produtora de micocinas amplamente distribuída no 
ambiente e resistente a condições extremas de pH, temperatura e osmolaridade. 
Devido a essas características, esta levedura vem sendo utilizada em vários 
processos industriais, principalmente na indústria alimentícia como controle de 
microrganismos contaminantes. Sua ação é considerada minimamente tóxica às 
células humanas e de baixo potencial à indução de resistência aos microrganismos, 
características que tornam as micocinas de W. anomalus interessantes candidatas à 
aplicação médica. Acinetobacter baumannii é uma preocupação mundial devido à 
sua multirresistência, tendo por isso alta taxa de mortalidade e morbidade, 
principalmente em ambientes hospitalares. Este trabalho teve como objetivo verificar 
a ação 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 microdiluição em caldo, testes em meio sólido e viabilidade 
de A. baumannii. Para avaliar a toxicidade, fez-se os testes de hemólise e de 
toxicidade em Artemia salina Leach. Resultados evidenciaram a atividade 
antimicrobiana de micocinas de W. anomalus, uma vez que, mesmo altamente 
diluídas, elas foram capazes de inibir A. baumannii. Em meio sólido, foi possível 
observar a formação de zona de inibição ao testar micocinas de WA40, WA45 e 
WA92 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 
três sobrenadantes não foram citotóxicos quando testados sobre hemácias e 
Artemia salina. Sendo assim, as micocinas de W. anomalus mostraram-se efetivas 
neste estudo e podem ser utilizadas no desenvolvimento de novas substâncias 
antimicrobianas. 

 

 

 
Palavras chaves  
Wickerhamomyces anomalus; micocinas; sistema killer; Acinetobacter baumannii; 
antibiótico. 
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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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INTRODUÇÃO 

 

Bactérias multirresistentes têm altas taxas de morbidade e mortalidade no 

mundo. Dentre as bactérias multirresistentes, destaca-se Acinetobacter baumannii, 

que é responsável por causar pneumonia, septicemia, infecções urinárias e 

meningite, principalmente em pacientes imunocomprometidos. É uma bactéria 

versátil, que se adapta facilmente aos mais diversos ambientes, podendo se manter 

viável por muito tempo em superfície de equipamentos hospitalares, bancadas e 

leitos. Além destes locais, as mãos dos profissionais da saúde são fontes muito 

comuns de disseminação de infecção hospitalar.  

 Este cenário é preocupante, uma vez que, o arsenal terapêutico disponível 

para o tratamento de infecções bacterianas está cada vez mais limitado. Nos últimos 

anos, poucos medicamentos com ação antibiótica vêm sendo lançados no mercado, 

fazendo-se necessário o estudo e desenvolvimento de novos antibióticos. 

Wickerhamomyces anomalus é uma levedura amplamente distribuída no 

ambiente, encontrada principalmente em frutas, plantas, insetos, solo e água. Esta já 

vem sendo aplicada em vários processos biotecnológicos, com destaque no controle 

de microrganismos contaminantes de alimentos.  Algumas cepas de W. anomalus 

são produtoras de micocinas (também conhecidas como toxinas killer), as quais são 

glicoproteínas de baixo peso molecular com amplo espectro de ação inibitória sobre 

bactérias, leveduras, fungos filamentosos e parasitas. Essas substâncias são 

secretadas no ambiente como uma estratégia de competição entre espécies por 

espaço e nutrientes, favorecendo assim, a levedura produtora de micocinas. 

Tendo em vista a necessidade de pesquisar novas substâncias antibióticas 

que 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 é o primeiro trabalho envolvendo micocinas de W. 

anomalus sobre cepas multirresistentes de A. baumannii. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar a suscetibilidade de cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes, 

frente às micocinas presentes no sobrenadante de Wickerhamomyces anomalus. 

 

Objetivos específicos 

 

 Obter o sobrenadante de cultura de Wickerhamomyces anomalus (WA40, WA45 

e WA92) contendo micocinas;  

 Testar as cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes frente aos 

sobrenadantes contendo as micocinas de WA40, WA45 e WA92 pelo método de 

microdiluição em meio líquido; 

 Verificar a inibição de Acinetobacter baumannii em meio sólido contendo as 

micocinas de WA40, WA45 e WA92; 

 Avaliar a viabilidade de Acinetobacter baumannii após tratamento com 

sobrenadante de WA40, WA45 e WA92; 

 Conhecer o perfil de toxicidade de micocinas de Wickerhamomyces anomalus 

(WA40, WA45 e WA92), utilizando o teste de hemólise e Artemia salina Leach. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Sistema killer 

 

Estudos feitos por Bevan e Makower (1963) definiram leveduras killer (K) 

como sendo capazes de promover atividade letal sobre leveduras sensíveis. Este 

fenômeno ocorre devido à secreção de compostos antimicrobianos denominados de 

micocinas, ou toxinas killer, sendo que a levedura que os secretou é imune à sua 

própria atividade, mas pode ser sensível (S) à ação killer de outras leveduras. No 

habitat natural, os fungos utilizam estes compostos letais como estratégia para 

eliminar concorrentes na competição por nutrientes (ROBLEDO-LEAL; 

VILLARREAL-TREVINO; GONZALEZ, 2012). Por fim, existem as leveduras neutras 

(N), as quais são resistentes às micocinas e incapazes de produzi-las.  

Micocinas são metabólitos secundários, em sua maioria glicoproteínas, que 

provocam a perturbação da membrana celular de microrganismos sensíveis, 

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. Após a descoberta das 

micocinas produzidas por Saccharomyces cerevisiae, outras leveduras passaram a 

ser estudadas e identificadas com o mesmo potencial, é o exemplo dos gêneros 

Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, 

Metschnikowia, Wickerhamomyces, Ustilago, Williopsis e Zygosaccharomyces 

(SCHMITT; BREINIG, 2002;  TAY; LIM; TAN, 2014).  

Alguns mecanismos são propostos para justificar a ação das micocinas sobre 

outros microrganismos, sendo eles: inibição da replicação de DNA, alteração da 

permeabilidade de membrana, inibição da síntese de parede por β-1,3-glucano 

sintetase e hidrólise β-1,3-glucano ou β-1,6-glucano. Porém, muitos mecanismos 

permanecem desconhecidos e ainda necessitam de mais estudos (STEWART, 

2017).  

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

abundância, em células fúngicas. As micocinas do tipo glucanases (as mais 

estudadas pela literatura) atuam na hidrólise de β-1,3-glucano ou β-1,6-glucano, 

(Figura 1), cujo fenômeno provoca a perda dos componentes citoplasmáticos e, 

consequentemente, a morte celular. Como as células de mamíferos não possuem 

este constituinte na membrana, o mecanismo killer torna-se seletivo para 
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microrganismos. Deste modo, considera-se que este tipo de micocinas são 

mínimamente tóxicas e de baixa probabilidade de indução a resistência 

(POLONELLI el al., 1983; MIURA et al., 2003; IZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007b; 

IZGU; KEPEKCI; IZGU, 2011;  MUCCILLI et al., 2013). 

 

Figura 1 Mecanismo de ação killer de micocinas do tipo glucanases. Micocinas ligam-se ao glucano 
presente na parede da célula do microrganismo sensível e atinge a membrana plasmática, 
aumentando a permeabilidade da célula e a liberação de íons, levando a morte da célula (Adaptado 
de Marquina; Santos; Peinado, 2002). 

 

Wickerhamomyces anomalus 

 

Antigamente a identificação de espécie e a classificação do gênero de 

microrganismos eram realizadas de acordo com o fenótipo, ou seja, com as 

características morfológicas, assimilação de açúcares e capacidade de crescimento 

em determinados meios. Isso gerava uma série de incertezas e erros na 

classificação dos microrganismos. Assim, com o surgimento do sequenciamento do 

DNA, a determinação taxonômica passou a ser feita por comparação genética e, 

deste então, vários microrganismos vêm sendo reclassificados. É o exemplo de 

Wickerhamomyces anomalus, antigamente conhecida como Pichia anomala e 

Hansenula anomala, que posteriormente foram inseridos no gênero 
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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 patogênicos (POLONELLI et al., 1986;  

POLONELLI et al., 2011). Pesquisas comprovam que algumas cepas de 

Wickerhamomyces anomalus são capazes de produzir altos níveis de micocinas 

(CRAY et al., 2013). Trata-se de uma levedura heterotálica, que pode reproduzir-se 

das duas formas: assexuada (por brotamento) e sexuada (formando ascósporos em 

forma de chapéu). Está amplamente distribuída na natureza, podendo ser 

encontrada em frutas, plantas, cereais, vegetais, produtos ricos em açúcar, solo, 

intestino de insetos, água e no meio marinho (WALKER, 2011; SATORA et al., 

2014). 

Embora W. anomalus já tenha sido relatada como causadora de infecções 

nosocomiais, ela  acomete principalmente imunossuprimidos e é considerada uma 

levedura de baixa virulência, uma vez que raros casos foram notificados no mundo 

(DANIEL et al., 2011). W. anomalus é definido como um microrganismo seguro para 

indivíduos saudáveis, segundo a European Food Safety Authority (EFSA) (2007), 

recebendo o status de Qualified Presumption of Safety (QPS) e classificado em nível 

1 em biossegurança (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 concentração de oxigênio (porém 

não em meio anaeróbio, pois o oxigênio é necessário para a síntese de ergosterol 

da membrana fúngica) e baixa atividade de água. Além disso, pode secretar as 

enzimas: invertase, peptidase, amilase, lipase e fitase. Devido à sua versatilidade 

fisiológica, este microrganismo pode ser aplicado em vários processos industriais 

(WALKER, 2011). 

 

Aplicabilidade de Wickerhamomyces anomalus 

 

Há muitos anos as leveduras desempenham um papel chave em processos 

industriais, como por exemplo, na otimização da fermentação de massas e inibição 

de fungos contaminantes de frutas e grãos 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 não são patogênicas e não produzem 
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micotoxinas e/ou esporos alergênicos, além de se adaptarem facilmente às diversas 

condições ambientais.  Diante dessas vantagens, as leveduras com potencial killer 

vêm sendo utilizadas para o controle biológico de alimentos, como alternativa aos 

fungicidas químicos para fungos contaminantes pós-colheita (FREDLUND et al., 

2002;  OLSTORPE; PASSOTH, 2011). 

Também podem ser aplicadas nos mais diversos processos biotecnológicos 

como: rações, fermentação de produtos lácteos e na otimização da produção de 

bebidas (SCHNEIDER et al., 2012). Na produção de cervejas e vinhos, as condições 

de produção são favoráveis à contaminação 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 à 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 culinária oriental, o qual revelou ser capaz de produzir micocinas na 

presença de proteases e alta concentração de cloreto de sódio, características 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 ácido lático e fermentadoras alcóolicas. 

W. anomalus também está presente na investigação epidemiológica de 

infecções nosocomiais, pela biotipagem de microrganismos patogênicos, através da 

sensibilidade às leveduras killer. Essa ferramenta epidemiológica foi padronizada por 

Polonelli et al., (1983) ao testar a sensibilidade de microrganismos para nove cepas 

killer do gênero Pichia e Hansenula, onde, um código de três dígitos é gerado como 

resultado. Dessa forma, Polonelli possibilitou investigar a origem do microrganismo, 

em um surto hospitalar, por exemplo, ou caracterizá-lo de acordo com o fenótipo 

killer. 

Estudos mostraram a atividade inibitória de W. anomalus sobre as espécies 

de leveduras Candida tropicalis e Candida albicans, as quais possuem importância 

clínica devido à sua capacidade de provocar infecções. Desta forma, foi evidenciado 

o potencial de W. anomalus para aplicação na medicina através do desenvolvimento 

de produtos antibióticos a base de micocinas (GUO et al., 2013;  TAY; LIM; TAN, 

2014).  

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

testada via tópica sobre lesões em animais, provocadas por Malassezia furfur e 
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Malassezia pachydermatis. Este estudo in vivo fundamenta o potencial inibitório de 

micocinas, via tópica, no tratamento de microrganismos sensíveis (POLONELLI et 

al., 1986). Para o tratamento de micoses por via sistêmica, é necessário um longo 

tratamento com antifúngicos, os quais causam efeitos colaterais como problemas 

gastrointestinais e hepatotoxicidade, além de serem passíveis de interagirem com 

outros medicamentos. Portanto, o uso de micocinas no tratamento tópico dessas 

infecções poderia otimizar o tratamento destes pacientes, reduzindo a dose do 

tratamento via oral (IZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007a).  

W. anomalus está naturalmente presente na microbiota intestinal e nas 

gônadas de mosquitos Anopheles stephensi, Anopheles gambiae, Aedes aegypti e 

Aedes albopictus, tendo uma relação simbiótica com os insetos, ou seja, o inseto 

proporciona à levedura um local para a sobrevivência, enquanto ela o oferece 

nutrientes e proteção contra microrganismos patogênicos. Como já é conhecido, 

estes insetos são os vetores de várias doenças como dengue, febre amarela e 

malária. Estudos feitos por Ricci et al., (2011) abordam o interesse sobre W. 

anomalus no biocontrole de doenças transmitidas pelos mosquitos citados acima. 

Outra possível aplicação de W. anomalus é na biorremediação, visando o 

tratamento de contaminantes provenientes de resíduos industriais. Fernandez et al., 

(2012) estudou o uso de W. anomalus no tratamento de águas residuais contendo 

cromo, um metal pesado, oriundo da produção de aço, conservação da madeira, 

pigmentos e curtumes. Esta levedura é capaz de adaptar-se ao meio altamente 

poluído e metabolizar os compostos tóxicos com baixo custo, de modo atóxico e 

inovador, comparado aos métodos habituais. 

A cepa W. anomalus YF07b isolada do ambiente marinho, produziu micocina 

com efeito inibitório sobre Metschnikowia bicuspidate, uma levedura patogênica para 

invertebrados aquáticos, que gera grande perda econômica na aquicultura. Esta 

micocina tem pH ótimo de 4,5 e temperatura ótima de 40°C, possui peso molecular 

de 47,0 kDa e quanto ao seu mecanismo de ação, é classificada como β-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 são leveduras comumente envolvidas na 

deterioração do vinho. Esta micocina tem pH ótimo de 4,4, peso molecular de 3-10 

kDa e sofre inativação acima de 40°C (COMITINI et al., 2004). Outras aplicações 

incluem: produção de biofármacos, biocombustíveis com aumento do rendimento na 

produção de bioetanol (TAO; GAO; LIU, 2011; WALKER, 2011). 
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Apesar das micocinas possuírem um alto poder antibiótico, sabe-se que elas 

possuem limitações para o desenvolvimento de medicamentos sistêmicos. Isso 

ocorre devido a antigenicidade das moléculas, a necessidade de um pH ácido para a 

sua ação e também são inativadas acima de 37°C. Sendo assim, as micocinas são 

atraentes candidatas ao desenvolvimento de soluções tópicas (MAGLIANI et al., 

2004). 

 

Acinetobacter baumannii e a problemática mundial da multirresistência aos 
antibióticos 

 

O aumento da resistência de microrganismos aos antimicrobianos ocorre 

principalmente devido à aquisição de genes, os quais podem ser adquiridos via 

plasmídeo, transposons e/ou integrons. A resistência microbiana provoca uma série 

de infecções difíceis de tratar, causando aumento de morbidade e mortalidade e 

consequentemente, elevando os custos relacionados à saúde (MAGLIANI et al., 

2004). O aumento da resistência de bactérias Gram-negativas constitui uma ameaça 

mundial à saúde pública, uma vez que cada vez mais antibióticos estão tornando-se 

ineficazes a esses patógenos (CHEAH et al., 2016). 

Acinetobacter baumannii é um cocobacilo Gram-negativo, encapsulado, não 

fermentador, aeróbico e ubíquo (LAZUREANU et al., 2016). É normalmente 

encontrado em solo, água, 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 é considerado um preocupante patógeno oportunista em Unidade 

de Terapia Intensiva (UTI). Na comunidade, é capaz de causar principalmente 

pneumonia e no ambiente hospitalar, pode causar pneumonia associada 

principalmente à ventilação mecânica, septicemia, infecções de pele, endocardite, 

infecção urinária e meningite. A. baumannii possui desenvolvida resistência aos 

antibióticos, característica que vem aumentando nas últimas décadas, sugerido 

como consequência do uso irracional de antibióticos. Algumas cepas já vêm sendo 

reportadas como resistentes a colistina e tigeciclina, considerados os últimos 

antibióticos de escolha (KEMPF; ROLAIN, 2012; WARNER et al., 2016).  

Dois principais fatores contribuem para a alta disseminação de A. baumannii: 

desenvolvida resistência aos antibióticos e alta resiliência ambiental (LIN; LAN, 

2014). A capacidade de manter-se viável sobre superfícies por longo tempo e sobre 



9 

 
 

diversas condições ambientais faz com que esse microrganismo esteja 

rotineiramente envolvido em surtos nosocomiais. Os fatores de risco aos pacientes 

para a infecção por A. baumannii são: prematuridade de recém-nascidos, longo 

período de internamento, estadia em UTI, exposição a materiais invasivos e a 

equipamentos médicos (ventilação mecânica principalmente), gravidade da doença 

base e uso de antimicrobianos induzindo a resistência. A transmissão ocorre 

geralmente por gotículas de água, pele de pacientes colonizados ou infectados e 

principalmente, pelas mãos dos profissionais de saúde (DIJKSHOORN; NEMEC; 

SEIFERT, 2007;  MARAGAKIS; PERL, 2008).  

Este microrganismo é capaz de formar biofilme sobre materiais médicos e 

superfícies biológicas. A formação dessa estrutura é um mecanismo de resistência a 

diversos ataques, como aos antibióticos e ao sistema imune do hospedeiro 

(RICHMOND et al., 2016). 

Os mecanismos de resistência de A. baumannii aos antibióticos podem ser de 

vários tipos, incluindo: enzimas que inativam os antimicrobianos, difícil acesso ao 

alvo bacteriano e mutações que provocam mudança de alvo ou função celular. O 

tratamento de A. baumannii consiste principalmente dos seguintes antibióticos: 

carbapenêmicos (meropenem, imipinem), inibidores da β- lactamase (sulbactam), 

tigeciclina, aminoglicosídeos (amicacina, tobramicina) (MARAGAKIS; PERL, 2008). 

Porém, muitos focos de resistência a esses antibióticos já foram relatados, por isso, 

tem-se utilizado novamente a polimixina em casos especiais de completa resistência 

aos antibióticos atuais. Diante da realidade, cada vez mais tem-se preocupado com 

infecções por A. baumannii devido à facilidade desta bactéria adquirir genes que lhe 

conferem resistência, fazendo da situação uma ameaça à saúde mundial (KWON et 

al., 2014;  LIU et al., 2016;  QI et al., 2016). 

Desde os anos 1930 os antibióticos vêm sendo amplamente utilizados e 

milhões de vidas foram salvas. Porém, a eficácia deste recurso está comprometida. 

Os antibióticos forçam uma pressão seletiva sobre os microrganismos, induzindo sua 

adaptação para a resistência. Entretanto, a indústria farmacêutica não está suprindo 

este problema, ou seja, nos últimos anos poucos antibióticos têm sido lançados no 

mercado (HUGHES, 2011). 

Finalizando, faz-se necessário o desenvolvimento de novas substâncias 

preventivas e terapêuticas aos microrganismos multirresistentes. Dentre as 

substâncias atualmente estudadas, estão as micocinas, as quais se mostram 

efetivas contra vários microrganismos nos mais diversos ramos, inclusive aos de 
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importância clínica (TAN; TAY, 2011). Deste modo, micocinas tornaram-se atraentes 

candidatas à aplicação médica, visando o desenvolvimento promissor de novos 

antimicrobianos. 
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Resumo 1 

 2 

Objetivos: Avaliar a suscetibilidade de Acinetobacter baumannii multirresistente 3 

para as micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus e verificar a 4 

toxicidade desses compostos. Métodos: Três sobrenadantes (WA40, WA45 e 5 

WA92) de cultivo de W. anomalus, contendo micocinas, foram testados sobre A. 6 

baumannii utilizando os métodos de microdiluição em caldo, testes em meio sólido, 7 

viabilidade de A. baumannii e testes de citotoxicidade em eritrócitos humanos e em 8 

Artemia salina Leach. Resultados: W. anomalus foi capaz de produzir micocinas de 9 

elevada ação antimicrobiana, pois, mesmo em altas diluições elas inibiram A. 10 

baumannii. Em meio sólido, foi possível observar a inibição de A. baumannii, 11 

causada pela difusão de micocinas entre o ágar. O teste de viabilidade mostrou que 12 

em apenas 3 h as micocinas de WA45 inviabilizaram as células multirresistentes de 13 

A. baumannii, seguido de 4 h para WA40 e 6 h para WA92. E, por fim, os três 14 

sobrenadantes não foram citotóxicos quando testados sobre eritrócitos humanos e 15 

Artemia salina. Conclusões: Conforme as evidências deste trabalho, as micocinas 16 

de W. anomalus mostraram-se efetivas e podem ser utilizadas no desenvolvimento 17 

de novas substâncias antimicrobianas. 18 

 19 

Significado e impacto do estudo: Este artigo apresenta o potencial de micocinas 20 

de Wickerhamomyces anomalus em inibir cepas de Acinetobacter baumannii 21 

multirresistente em poucas horas e de baixa citoxicidade sobre células humanas. 22 

Poucos estudos são encontrados na literatura sobre micocinas de W. anomalus 23 

inibindo bactérias, e em nosso conhecimento, nosso estudo é o único envolvendo 24 

micocinas de W. anomalus e A. baumannii. 25 

 26 
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Palavras-chave: micocinas, toxinas killer, leveduras killer, antibiótico, 27 

Wickerhamomyces anomalus, Acinetobacter baumannii, multirresistência  28 

 29 

Introdução 30 

 31 

Há milhares de anos as leveduras desempenham um papel chave na 32 

produção de alimentos como, na fabricação do pão, vinho e cerveja (Steensels et al. 33 

2014). Estudando-as, Bevan e Makover (1963) descobriram o fenômeno killer, que 34 

consiste na produção de glicoproteínas (denominadas de micocinas ou toxinas 35 

killer), com ação inibitória sobre outros microrganismos. As leveduras são 36 

classificadas em killer (produtoras de micocinas), sensíveis (sofrem a ação inibitória) 37 

e neutras (não produzem e nem sofrem a ação killer) (Bevan e Makover, 1963). 38 

Wickerhamomyces anomalus (antigamente conhecida como Pichia anomala e 39 

Hansenula anomala) foi a primeira levedura produtora de micocinas capaz de inibir o 40 

crescimento, tanto de organismos eucariotos como procariotos (Polonelli et al. 1986;  41 

Polonelli et al. 2011). Trata-se de uma levedura heterotálica que está amplamente 42 

distribuída na natureza, podendo ser encontrada em frutas, plantas, cereais, 43 

vegetais, produtos ricos em açúcar, solo, intestino de insetos, água e no meio 44 

marinho (Walker, 2011; Satora et al. 2014). 45 

Vários mecanismos são propostos para justificar a ação de micocinas sobre 46 

outros microrganismos, sendo eles: inibição da replicação de DNA, alteração da 47 

permeabilidade de membrana, inibição da síntese de parede por β-1,3-glucano 48 

sintetase e hidrólise β-1,3-glucano ou β-1,6-glucano. Porém, muitos mecanismos 49 

permanecem desconhecidos e ainda necessitam de mais estudos (Stewart, 2017). 50 

O glucano é um importante polímero presente em bactérias e, em mais 51 

abundância, em células fúngicas. As micocinas do tipo glucanases atuam na 52 
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hidrólise de β-1,3-glucano ou β-1,6-glucano, cujo fenômeno, provoca a perda dos 53 

componentes citoplasmáticos e, consequentemente, a morte celular. Como as 54 

células de mamíferos não possuem este constituinte na membrana, este mecanismo 55 

torna-se altamente seletivo aos microrganismos. Deste modo, considera-se que as 56 

micocinas são minimamente tóxicas e de baixa probabilidade de indução a 57 

resistência (Polonelli el al. 1983; Miura et al. 2003; Izgu et al. 2007b; Izgu et al. 2011;  58 

Muccilli et al. 2013). 59 

Acinetobacter baumannii é um cocobacilo Gram-negativo, encapsulado, não 60 

fermentador, aeróbico, ubíquo e com alta resiliência ambiental (Lin e Lan, 2014; 61 

Lazureanu et al. 2016). Atualmente é considerado um preocupante patógeno 62 

oportunista em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), uma vez que pode causar 63 

pneumonia (principalmente associada à ventilação mecânica), septicemia, infecções 64 

de pele, endocardite, infecção urinária e meningite (Kempf e Rolain, 2012; Warner et 65 

al., 2016). O aumento da resistência de bactérias constitui uma ameaça mundial à 66 

saúde pública, tendo em vista que cada vez mais antibióticos estão tornando-se 67 

ineficazes a esses patógenos e, consequentemente, elevando os custos 68 

relacionados à saúde (Magliani et al. 2004; Cheah et al. 2016). 69 

Finalizando, faz-se necessário o desenvolvimento de novas substâncias para 70 

o controle dos microrganismos multirresistentes. Dentre as substâncias atualmente 71 

estudadas, estão as micocinas, as quais se mostram efetivas contra vários 72 

microrganismos nos mais diversos ramos, inclusive aos de importância clínica. Deste 73 

modo, micocinas tornaram-se atraentes candidatas à aplicação médica, visando o 74 

desenvolvimento promissor de novos antimicrobianos (Tan e Tay, 2011). 75 

O objetivo deste trabalho constituiu em avaliar a suscetibilidade de cepas de 76 

Acinetobacter baumannii multirresistentes, frente às micocinas presentes no 77 

sobrenadante de Wickerhamomyces anomalus, bem como verificar a citotoxicidade 78 
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destes compostos. 79 

 80 

Material e métodos 81 

 82 

Wickerhamomyces anomalus 83 

 84 

Três cepas de Wickerhamomyces anomalus, WA40 WA45 e WA92 foram 85 

isoladas do solo e classificadas como leveduras produtoras de micocinas. O número 86 

de acesso para as sequências de nucleotídeos no GenBank de W. anomalus WA40, 87 

WA45 e WA92 são KT580792, KT580794 e KT580796 respectivamente, e estão 88 

disponíveis no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 89 

   90 

Produção de micocinas de Wickerhamomyces anomalus 91 

 92 

Foram inoculadas as três leveduras produtoras de micocinas em 200 mL de 93 

caldo Sabouraud modificado (1% de peptona, 2% de glicose, 1.92% de ácido cítrico, 94 

3.48% de fosfato de potássio dibásico, pH 4.7) e incubado 25 °C por 5 dias em 95 

frasco inclinado a 180°. Após este período, o caldo foi centrifugado a 4500 g  96 

durante 10 min, obtendo o sobrenadante esterilizado por membrana filtrante 0.22 97 

µm, e armazenado a 4°C por no máximo 15 dias.  98 

 99 

Cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii 100 

 101 

Foram isoladas cepas de Acinetobacter baumannii (n=50) de amostras 102 

biológicas humanas de dois laboratórios clínicos de Cascavel-PR. As cepas foram 103 

recuperadas em Tryptic Soy Broth (TSB) e então transferidas (500 µL) para tubo de 104 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST


22 

 
 

eppendorf com glicerina (300 µL) e armazenadas aproximadamente a -10°C. 105 

Previamente aos testes, as cepas foram cultivadas em ágar nutriente 36 °C por 24 h. 106 

 107 

Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluição  108 

 109 

Para os testes de microdiluição foi utilizado o método M27-A3 - Clinical and 110 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com algumas adaptações.  Utilizaram-111 

se microplacas contendo 96 poços de fundo chato, dispostas em colunas 112 

(enumeradas de 1 a 12) e linhas (com letras de A a H). Foram testadas cinquenta 113 

cepas clínicas de A. baumannnii multirresistentes e A. baumannnii ATCC 19606, as 114 

quais foram previamente ajustadas à concentração 103 UFC mL-1, por contagem em 115 

câmara de Neubauer, homogeneizadas em 5 mL de caldo Mueller Hinton (MH) e 116 

distribuídas (100 µL) nas colunas, onde cada coluna corresponde a uma cepa teste 117 

de A. baumannii multirresistente. Os sobrenadantes foram diluídos em água 118 

destilada estéril e adicionados aos poços da linha B a F (100 µL), resultando nas 119 

seguintes diluições (caldo MH + bactéria: sobrenadante) (puro, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16). 120 

Nas linhas A e G, foram realizados os controles de esterilidade (contendo somente 121 

caldo estéril) e de crescimento (contendo caldo MH e A. baumannii), 122 

respectivamente. Após o término do procedimento, a placa foi lacrada e incubada a 123 

36 °C por 48 h. A última diluição onde não houve turvação foi agitada manualmente 124 

e aliquotada a 10 µL com alça calibrada e semeada em ágar nutriente. A ausência 125 

de turvação no poço e ausência de crescimento em placa foi interpretado como 126 

inibição da cepa testada. O teste foi realizado em triplicata.  127 
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Atividade antimicrobiana em meio sólido 128 

 129 

Teste de inibição em superfície 130 

 131 

Foram preparados dois meios de ágar Mueller Hinton (MH), um controle e 132 

outro teste. O controle foi constituído de ágar MH e o teste de ágar MH e 133 

sobrenadante contendo micocinas de WA45, WA40 ou WA92. Ambos os meios, 134 

controle e teste, foram vertidos em placas divididas de Petri. Com alça calibrada de 135 

1 µL, foi semeada a cepa 16 (Tabela 1), no controle e no teste, posteriormente 136 

incubou-se a 37 °C por 24 h. O teste foi realizado em triplicata. A cepa 16 foi 137 

utilizada, pois apresentou baixa sensibilidade às micocinas de W. anomalus WA40, 138 

WA45 e WA92. 139 

 140 

Verificação de zona de inibição 141 

 142 

Em placa de Petri, fez-se pré-forragem com ágar-ágar e após solidificar, foi 143 

adicionado ágar nutriente. A cepa 16 de A. baumannii multirresistente foi semeada 144 

em salina 0.9% com turvação compatível a escala 0.5 de Mac Farland e com o 145 

auxílio de um swab, a cepa foi semeada em placa pelo método de superfície. 146 

Orifícios de aproximadamente 6 mm de diâmetro foram feitos sobre o ágar nutriente 147 

e então adicionaram-se 15 µL de sobrenadante. A placa foi incubada a 36ºC por 48 148 

h e qualquer zona clara em torno dos orifícios foi tomado como resultado positivo. 149 
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Teste de viabilidade 150 

 151 

Realizou-se o teste de viabilidade da cepa clínica 16 e da ATCC 19606 de A. 152 

baumannii frente às micocinas de WA40, WA45 e WA92. A. baumannii (103 UFC mL-153 

1) foi inoculado em 20 mL de caldo MH homogeneizado a 20 mL de sobrenadante. 154 

Com o auxílio de uma alça calibrada, alíquotas de 10 µL foram retiradas a cada 1 h, 155 

durante o período de 12 h e inoculadas por estrias quantitativas e incubadas 36 °C 156 

por 24 h. Utilizando a mesma metodologia, fez-se o controle de crescimento com a 157 

cepa 16, porém sem a interferência de micocinas. Após este período, as unidades 158 

formadoras de colônias foram multiplicadas pela diluição. O teste foi realizado em 159 

triplicata. 160 

 161 

Teste de hemólise 162 

 163 

 O teste de citotoxicidade em eritrócitos foi realizado conforme Paris et al. 164 

(2016). Coletou-se sangue de um indivíduo saudável em tubo contendo EDTA 165 

(Ethylenediamine tetraacetic acid), o qual foi centrifugado a 2000 g por 10 min, e a 166 

massa celular foi lavada três vezes com PBS (Phosphate-buffered saline) de pH 7.4. 167 

Posteriormente, fez-se uma suspensão 4% de eritrócitos em PBS, a qual foi testada 168 

sob diferentes concentrações de sobrenadante de WA40, WA45 e WA92 (puro, 1:2, 169 

1:4, 1:8 e 1:16) e incubado a 37 °C por 1 h. Após esse período, os tubos foram 170 

centrifugados a 2000 g por 10 min e o sobrenadante foi utilizado para determinar a 171 

absorção em espectrofotômetro a 450 nm de comprimento de onda. 172 

 O mesmo procedimento foi feito para a Polimixina B 0.16 mg mL-1 (testada em 173 

concentração puro, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16), controle de eritrócitos íntegros (eritrócitos 174 

4% e PBS) e controle de hemólise (eritrócito 4% e ácido acético 4%). 175 
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 Para calcular a porcentagem de hemólise, utilizou-se a equação abaixo: 176 

 177 

                        (  
                                                 

                                                          
)        

                                      

Sendo:  178 

A: Absorbância 179 

 180 

Teste de toxicidade em Artemia salina Leach 181 

  182 

Artemia salina Leach é um microcrustáceo marinho muito utilizado em testes 183 

de toxicidade de compostos ativos de extratos de plantas (Arcanjo et al. 2012). Os 184 

três sobrenadantes foram testados quanto à sua toxicidade, segundo a metodologia 185 

descrita por Meyer et al. (1942), com algumas adaptações. Ovos de Artemia salina 186 

foram incubados em água do mar estéril 28 ± 2 °C por 48 h sob contínua aeração e 187 

iluminação. Após eclosão, 10 náuplios (larvas) foram transferidos para tubos 188 

contendo 1000, 100 e 10 ppm de sobrenadante em quantidade suficiente para (qsp) 189 

5 mL de água do mar. O controle de toxicidade máxima consistiu NaOH 1 mol L -1 e 190 

o controle atóxico continha somente água do mar. Os tubos foram incubados a 28 ± 191 

2 °C por 24 h e o teste foi realizado em triplicata. Posteriormente, fez-se a contagem 192 

de vivos e mortos com o auxílio de microscópio óptico, sendo os organismos que 193 

possuíam motilidade classificados como vivos e os imóveis e sedimentados como 194 

mortos. 195 
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Resultados  196 

 197 

As cepas de Acinetobacter baumannii multirresistentes (n=50) foram isoladas 198 

principalmente do trato respiratório (46%), urina e secreção purulenta (16%), sangue 199 

(12%) e materiais invasivos (10%), conforme ilustrado na Figura 1.  200 

As micocinas de Wickerhamomyces anomalus WA40, WA45 e WA92 201 

apresentaram atividade inibitória sobre as cinquenta cepas de A. baumannii 202 

multirresistentes, mesmo em concentrações diluídas. As micocinas de WA45 203 

obtiveram resultados inibitórios superiores às demais, seguida de WA40 e WA92. 204 

Em contato com o sobrenadante puro, 100% das cepas de A. baumannii (n= 50) 205 

foram sensíveis às micocinas das três cepas de leveduras killer e, ao diluí-las na 206 

proporção 1:2, observou-se que 98% das cepas multirresistentes foram inibidas 207 

pelas micocinas de WA40 e WA45 e 90% pelas micocinas de WA92. Em diluições 208 

mais altas, 1:4 e 1:8, as micocinas de WA45 continuaram a apresentar maior 209 

inibição, 96% e 48%, respectivamente (Figura 2). A tabela 1 apresenta a 210 

suscetibilidade de cada cepa de A. baumannii para os três sobrenadantes e também 211 

da cepa ATCC 19606, a qual permaneceu viável até a diluição 1:2 para os 212 

sobrenadantes de WA40, WA45 e WA92. O teste de microdiluição de 50 cepas 213 

clínicas de A. baumannii possibilitou a comparação do potencial killer de três 214 

sobrenadantes de leveduras da mesma espécie. 215 

O teste de viabilidade celular foi realizado com o objetivo de revelar o tempo, 216 

em horas, que as micocinas são capazes de inviabilizar as células bacterianas de A. 217 

baumannii multirresistente. Conforme mostrado na Figura 3a-d, em apenas 3 h as 218 

células bacterianas (103 células mL-1) foram inibidas pelas micocinas de WA45, 219 

seguida de 4 h por micocinas de WA40 e 6 h sobre ação de micocinas de WA92. 220 

Observando o controle de crescimento, é possível verificar o elevado 221 
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desenvolvimento da bactéria, quando esta não é influenciada por micocinas. 222 

O teste de inibição em superfície de meio sólido utilizando as três leveduras 223 

produtoras de micocinas, também comprova a inibição de cepa multirresistente de A. 224 

baumannii (Figura 4a-c).  Outro teste realizado em meio sólido, é a verificação de 225 

zona de inibição. Neste, foi possível verificar a difusão e inibição das micocinas de 226 

cada sobrenadante em ágar, formando um halo em torno do orifício onde foram 227 

colocadas. Na Figura 5a-c, observa-se a maior inibição de A. baumannnii 228 

multirresistente por micocinas sobre o meio de WA45, seguida de WA40 e WA92.  229 

Realizou-se também o teste de hemólise, a fim de conhecer a citotoxicidade 230 

dos três sobrenadantes contendo micocinas. A Figura 6 evidencia a baixa ação 231 

hemolítica de micocinas. Este resultado se assemelha aos níveis de hemólise 232 

causada pela polimixina B, terapia de escolha no tratamento de infecções por A. 233 

baumannii. Desta forma, foi possível relacionar a hemólise de um antibiótico que já é 234 

comercializado e de substâncias que ainda estão sendo estudadas. 235 

E, por fim, fez-se o teste de toxicidade em Artemia salina. Conforme Tabela 2, 236 

as micocinas de W. anomalus WA40, WA45 e WA92, não são tóxicas, uma vez que, 237 

não houve toxicidade nos microcrustáceos testados até a concentração 1000 ppm, 238 

valores padronizados para o teste em plantas. 239 

 240 

Discussão 241 

 242 

Infecções causadas por Acinetobacter baumannii são consideradas um 243 

desafio para a medicina, uma vez que esta bactéria tem se tornado cada vez mais 244 

resistente aos antimicrobianos. A carência por novos antibióticos obriga a medicina a 245 

voltar ao uso de antigas drogas, por exemplo, polimixina B, utilizada em testes 246 

comparativos neste trabalho (Falagas et al. 2015). 247 
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A elevada prevalência de infecções do trato respiratório causada por A. 248 

baumannii é justificada pelo uso de ventilação mecânica, a qual propicia a ruptura de 249 

pele e mucosa, facilitando a entrada do microrganismo (Wong et al. 2017). Isso 250 

justifica a elevada porcentagem de amostras do trato respiratório infectadas por A. 251 

baumannii no presente estudo. Dados semelhantes foram encontrados na pesquisa 252 

de Vahdani et al. (2011), onde o trato respiratório foi o sítio predominante (39%) no 253 

isolamento de A. baumannii, seguido de urina (22%), líquor (17.5%), ferida (9.5%), 254 

sangue (5%), catéter (4.5%) e outros (2.5%). 255 

Diante do aumento da resistência de microrganismos e a falta de novas 256 

drogas disponíveis no mercado, as micocinas vêm ganhando destaque diante dos 257 

pesquisadores devido a sua capacidade antibiótica (Muccilli e Restuccia 2015).  258 

Entretanto, a presença destes compostos muitas vezes é despercebida, pois, para 259 

observar a sua ação, são necessárias condições experimentais adequadas, como 260 

também, a seleção de uma cepa sensível para teste (Marquina et al. 2002). Para a 261 

produção de micocinas é necessário o controle do pH, temperatura, composição 262 

química e concentração celular que variam para cada levedura  killer. Com isso, a 263 

produção ótima da maioria das micocinas normalmente ocorre em pH 4.5 a 25 °C 264 

(Magliani et al. 1997). 265 

Conforme resultados apresentados neste estudo, micocinas de 266 

Wickerhamomyces anomalus possuem alto potencial killer sobre A. baumannii 267 

multirresistente. Utilizando as mesmas cepas killer, Paris et al. (2016) mostrou a 268 

elevada atividade antimicrobiana destas micocinas sobre cepas de Candida albicans 269 

isoladas do sangue. Neste mesmo estudo, as micocinas obtidas da parede celular 270 

de W. anomalus WA45 também obtiveram atividade superior às demais. Comitini et 271 

al. (2004) também testou diferentes concentrações de micocina  de W. anomalus 272 

(Pikt), a qual foi capaz de inibir cepas de Dekkeral brettanomyces, levedura 273 
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comumente envolvida na deterioração do vinho.  274 

Hatoum et al. (2012) isolou W. anomalus LMA-827 do leite e, através do 275 

método microscopia eletrônica de transmissão, observou que o sobrenadante de 276 

cultura dessa levedura pôde inibir Listeria monocytogenes LMA-1045, bactéria 277 

patogênica capaz de causar meningite em humanos.  278 

Em ensaio feito com cepas de enterobactérias crescidas em grãos de trigo e 279 

sobre eles, inoculado W. anomalus, teve-se que após 60 dias de armazenamento do 280 

cereal, a levedura inibiu significativamente todas as espécies de enterobactérias 281 

(Olstorpe et al. 2011). 282 

Leveduras isoladas do mosto de uva e vinho foram testadas quanto à sua 283 

suscetibilidade a leveduras killer. Leveduras killer, W. anomalus CBS 1982 e W. 284 

anomalus NCYC 434, testadas em pH 4.5, apresentaram 54% e 80% de leveduras 285 

sensíveis a elas (Yap et al. 2000). 286 

Em nosso estudo observamos a rápida ação inibitória de micocinas de W. 287 

anomalus, pois, em poucas horas foram capazes de inibir células de A. baumannii 288 

multirresistente. Klassen e Menhardt (2005) verificaram a viabilidade de S. cerevisiae 289 

LS20 em meio contendo micocina de Pichia acaciae em concentração cinco vezes 290 

maior de sua concentração inibitória. Após 22 h de exposição da levedura à 291 

micocina, houve inibição da viabilidade celular, tempo este bastante acima do 292 

apresentado por A. baumannii frente às micocinas não purificadas do presente 293 

estudo.  294 

Outro estudo feito por Paris et al. (2016) utilizando o método fluorescente 295 

(diacetato de fluoresceína e brometo de etídio), observou a viabilidade de Candida 296 

albicans (106 UFC mL-1) frente às micocinas de W. Anomalus WA40, WA45 e WA92 297 

(400 µg mL-1), as quais tornaram-se inviáveis após 12 h de contato. Micocinas de 298 
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Kluyveromyces lactis (50 U mL-1) foram capazes de inibir Saccharomyces cerevisiae 299 

(1 x 106 UFC mL-1) em apenas 4 h (Takita e Castilho-Valavicius 1993). 300 

Além da inibição de bactéria, já é sabido que micocinas produzidas por W. 301 

anomalus  possuem atividade killer sobre outros tipos de organismos, como fungos 302 

dermatófitos, leveduras, parasitas e vírus (Izgu  et al. 2007a; Conti et al. 2008;  Paris 303 

et al. 2016;  Valzano et al. 2016). 304 

O teste de difusão de micocinas em ágar realizado neste trabalho, também é 305 

utilizado por vários outros autores na literatura (Wang et al. 2012). Em metodologia 306 

semelhante, Wang et al. (2012) observaram zonas de inibição ao testar Williopsis 307 

saturnus WC91-2 sobre Metschnikowia bicuspidate, Sacharomyces sp., Candida 308 

albicans, Candida tropicalis, Cryptococcus aureus, Yarrowia lipolytica e 309 

Lodderomyces elongisporus. Resultado compatível foi encontrado por Guo et al. 310 

(2013), ao colocar micocina de W. anomalus YF07b em orifício feito em meio sólido 311 

onde, por método de superfície, foi inoculado M. bicuspidate, uma levedura 312 

patogênica para invertebrados aquáticos, responsável por gerar perda econômica na 313 

aquicultura.  314 

Estudo de Ahmed Sheikh (2010) obteve resultados atrativos ao testar culturas 315 

de fungos isolados de solo que misturadas com saliva humana, agiram sobre 316 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina, também através do método de zona 317 

de inibição.  318 

Estudo feito por Comitini e Ciani (2011) comparou o tamanho do halo formado 319 

por micocina de Kluyveromyces wickerhamii DBVPG 6077 (Kwkt) sobre 320 

Brettanomyces bruxellensis DBVPG 6706 antes e após purificação, obtendo um 321 

aumento de 50% pós-purificação.  322 

Os resultados desse trabalho evidenciaram a baixa toxicidade de micocinas 323 

mostradas pelos testes de citoxicidade em Artemia salina Leach e teste de hemólise 324 
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em eritrócitos humanos. Seddik et al. (2016), mostrou atividade inibitória de Candida 325 

albicans P51L1 isolada de fezes de crianças sobre cepas de Escherichia coli ATCC 326 

25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. E como teste de toxicidade, verificou-327 

se que as cepas não eram hemolíticas.  328 

Ceugniez et al. (2015) ao estudar leveduras isoladas de queijo, relatou que 329 

Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus foram capazes de inibir o 330 

crescimento de microrganismos patogênicos, por exemplo, Candida albicans e 331 

Listeria monocytogenes. E, no mesmo estudo, em teste de hemólise em meio sólido 332 

suplementado com sangue de cavalo, constatou-se que as mesmas não foram 333 

hemolíticas. Paris et al. (2016) testou as micocinas extraídas da parede de W. 334 

anomalus sobre eritrócitos humanos e obteve resultados semelhantes ao presente 335 

estudo, ou seja, baixa citotoxicidade. Também, mostrou que as micocinas eram 336 

menos tóxicas quando comparadas com o antifúngico Anfotericina B. 337 

Neste estudo utilizou-se o modelo de toxicidade em artemias pelas vantagens 338 

que ele apresenta: facilidade de manuseio, rapidez, baixo custo e pelo potencial de 339 

substituir o uso de animais em ensaios toxicológicos (Rajabi et al. 2015). Porém, não 340 

foram encontradas outras publicações envolvendo teste de toxicidade de micocinas 341 

em artemias. 342 

Concluindo, Acinetobacter baumannii multirresistente foi sensível às 343 

micocinas de Wickerhamomyces anomalus em meio líquido e sólido. Onde, as 344 

micocinas de WA45 se destacaram em relação às demais, com completa inibição 345 

em apenas 3 h de contato. Também, as micocinas não foram consideradas tóxicas 346 

quando comparadas com Polimixina B. Sendo assim, micocinas de W. anomalus 347 

WA40, WA45 e WA92 são atraentes candidatas ao desenvolvimento de novos 348 

antibióticos capazes de combater os microrganismos multirresistentes. 349 

 350 
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Tabela 1 Suscetibilidade de Acinetobacter baumannii multirresistente às cepas killer 543 
de Wickerhamomyces anomalus WA40, WA45 e WA92 544 
 545 

 
Diluições dos 

Sobrenadantes  
Diluições dos 

Sobrenadantes 

Cepa 
A.baumannii 

WA40 WA45 WA92 
Cepa 

A.baumannii 
WA40 WA45 WA92 

1 1:2 1:4 1:2 26 1:4 1:4 1:2 

2 1:2 1:8 1:2 27 1:16 1:2 1:8 

3 1:2 1:8 1:2 28 1:4 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 1:4 1:4 1:4 

6 1:4 1:8 1:2 31 1:8 1:4 1:4 

7 1:4 1:4 1:2 32 1:4 1:8 1:4 

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 1:4 1:4 

* Cepa número 16: utilizada em testes em meio sólido e em teste de viabilidade. 546 
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 apresentou o seguinte perfil: WA40 (1:2), 547 
WA45 (1:2) e WA92 (1:2).  548 
  549 
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Tabela 2 Teste de toxicidade dos sobrenadantes de WA40, WA45 e WA92 em 550 
Artemia salina Leach 551 

 552 

Concentração de 
sobrenadante  

Náuplios vivos Náuplios mortos 

WA40 WA45 WA92 WA40 WA45 WA92 

10 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

10 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

10 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

100 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

100 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

100 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

1000 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

1000 mL L-1 10 10 10 0 0 0 

1000 mL L-1 10 10 10 0 0 0 
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Figura 1 Distribuição das cepas (n=50) de Acinetobacter baumannii multirresistentes 553 
conforme os materiais onde foram isoladas. 554 
 555 
Figura 2 Suscetibilidade de cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii 556 
(n=50) às micocinas de sobrenadante de cultura de Wickerhamomyces anomalus 557 
WA40, WA45 e WA92. 558 
 559 
Figura 3a-d. Teste de viabilidade de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e cepa 560 
multirresistente (cepa 16) em contato com sobrenadante de WA40 (a), WA45 (b), 561 
WA92 (c) e polimixina B (d) usada como controle positivo. 562 
 563 
Figura 4a-c. Atividade antimicrobiana de sobrenadante de WA40 (a), WA45 (b) e 564 
WA92 (c) sobre Acinetobacter baumannii em meio sólido. Controles positivos (lado 565 
direito da placa), e os testes (esquerda).  566 
 567 
Figura 5a-c. Zona de inibição: atividade killer de Wickerhamomyces anomalus 568 
WA40 (a) WA45 (b) e WA92 (c) em meio sólido sobre cepa de Acinetobacter 569 
baumannii multirresistente. 570 
 571 
Figura 6 Ação hemolítica dos sobrenadantes de WA40, WA45 e WA92 e de 572 
Polimixina B sobre eritrócitos humanos. 573 
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Figura 1  576 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

Trato
respiratório

Urina Secreção
purulenta

Sangue Materiais
invasivos

P
o

rc
e

n
ta

g
e

m
 d

e
 c

e
p

a
s
 (

%
) 

Amostras infectadas com Acinetobacter baumannii multirresistente 



40 

 
 

 577 
Figura 2 578 
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Figura 3a-d 579 
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 581 
Figura 4a-c. 582 
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Figura 5a-c. 585 
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Figura 6 588 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 589 

 590 

Este estudo evidencia o potencial antibiótico de micocinas de 591 

Wickerhamomyces anomalus, que em testes em meio líquido e sólido, mostrou 592 

combater Acinetobacter baumannii multirresistente. Além disso, contatou-se que sua 593 

ação é rápida e de baixa toxicidade.  594 

Com este projeto, almejamos futuramente o desenvolvimento de um 595 

medicamento antibiótico via tópica a base de micocinas de W. anomalus, cepas 596 

WA40, WA45 e WA92. 597 


