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INIBIÇÃO DE Klebsiella pneumoniae CARBAPENEMASE POR MICOCINAS 

PRODUZIDAS POR Wickerhamomyces anomalus 

 
 

RESUMO 
 
O sistema killer consiste na secreção de micocinas por leveduras killer. Estas 
substâncias demonstram potencial de afetar micro-organismos que são sensíveis. 
Wickerhamomyces anomalus é uma levedura produtora de micocinas alvo de estudos 
em diferentes áreas, incluindo meio ambiente, indústria e ciências médicas. Klebsiella 
pneumoniae carbapenemase está em destaque devido ao seu perfil de resistência 
aos antimicrobianos. Devido à essa problemática de bactérias multirresistentes, novas 
alternativas de tratamentos vêm sendo estudadas. Dentre elas, encontram-se as 
micocinas, estas já demonstraram efetividade na inibição de diversos fungos e 
bactérias. Este trabalho tem como objetivo verificar a inibição de Klebsiella 
pneumoniae carbapenemase por micocinas produzidas por Wickerhamomyces 
anomalus. Realizou-se determinação de β-glucanases, ensaios de microdiluição em 
meio liquido e sólido e teste de hemólise. O sobrenadante de Wickerhamomyces 
anomalus mostrou atividade de β-glucanases de 2,36 U/mg. Resultados evidenciaram 
atividade antimicrobiana em 100% das cepas de Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase até a concentração de 0,12 U/mg, sendo que na concentração de 
0,06 U/mg 36,7% das cepas foram inibidas e na concentração de 0,03 e 0,02 U/mg 
3,3% das cepas foram susceptíveis às micocinas. Além disso, o teste de hemólise 
mostrou baixa citotoxicidade das micocinas, sendo encontrado 5,4% de hemólise na 
concentração de 1,18 U/mg, concentração superior às concentrações capazes de 
inibir 100% das cepas de Klebsiella pneumoniae carbapenemase. Sendo assim, 
podemos notar o potencial das micocinas de Wickerhamomyces anomalus no 
desenvolvimento de novas substâncias antimicrobianas. 
 
 

Palavras chaves: 
Atividade antimicrobiana; toxina killer; resistência bacteriana.  
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INHIBITION OF Klebsiella pneumoniae CARBAPENEMASE BY PRODUCED 
MYCOCIN BY Wickerhamomyces anomalus 

 
  

ABSTRACT 
 
 
The killer system consists of killer yeast secretion of mycocins. These substances have 
the potential to affect other sensitive microorganisms. Wickerhamomyces anomalus is 
a yeast that produces mycocins target of studies in different areas, including the 
environment, industry and medical sciences. Klebsiella pneumoniae carbapenemase 
is highlighted by antimicrobial resistance profile. Due to this problem of multiresistant 
bacteria, new treatments alternatives have been studied. Among them are the 
mycocins, these have already demonstrated effectiveness in the inhibition of diverse 
fungi and bacteria. This work aims to verify the inhibition of Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase by mycocins produced by Wickerhamomyces anomalus. Β-
glucanases were determined, microdilution assays in liquid and solid medium and 
haemolysis test. Wickerhamomyces anomalus supernatant showed β-glucanase 
activity of 2.36 U/mg. Results showed antimicrobial activity in 100% of strains of 
Klebsiella pneumoniae carbapenemase up to the concentration of 0.12 U/mg. At the 
concentration of 0.06 U/mg, 36.7% of the strains were inhibited and at a concentration 
of 0.03 and 0.02 U/mg 3.3% of the strains were susceptible to mycocins. In addition, 
the hemolysis test showed low cytotoxicity of the mycocins, with a concentration of 
1.18 U/mg 5.4% concentration higher than the concentrations capable of inhibiting 
100% of the Klebsiella pneumoniae carbapenemase strains.Thus, we can note the 
potential of Wickerhamomyces anomalus mycocins in the development of new 
antimicrobial substances. 
 
 
Keywords: 
Antimicrobian activity; killer toxin; Bacterial resistance. 
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INTRODUÇÃO 

 

  O fenótipo killer foi descoberto em Saccharomyces cerevisiae no ano de 1963 

por Bevan e Makower. Desde então, outras leveduras são estudadas com o mesmo 

potencial. Este, se refere a capacidade de algumas leveduras secretarem uma 

substância conhecida como micocina ou toxinas killer que tem potencial de afetar 

outras leveduras ou micro-organismos sensíveis. 

Wickerhamomyces anomalus (W. anomalus) é uma levedura amplamente 

distribuída no ambiente, com vasto potencial biotecnológico e altamente competitivo 

em muitos habitats, pois é adaptável a diversas condições de crescimento, como por 

exemplo condições extremas de pH, temperatura e osmolaridade. Em relação a sua 

aplicabilidade, melhora o sabor, a textura, o rendimento e a segurança dos produtos 

agrícolas por competição com fungos indesejáveis e por esse motivo é estudada por 

diversos pesquisadores de diferentes áreas, incluindo meio ambiente, indústria e 

ciências médicas.  

Uma característica da levedura de W. anomalus é sua atividade antimicrobiana 

contra uma variedade de espécies de fungos e bactérias, por mecanismos de 

biossíntese de compostos voláteis ou mediada por micocinas. Devido a ação das 

micocinas em glucanos, um importante polímero na membrana da célula fúngicas e 

bacterianas e não está presente em células mamíferas, o mecanismo torna-se 

seletivo.  

As bactérias conhecidas como Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) 

estão em destaque na atualidade. Estas são bactérias gram-negativas da família das 

Enterobacteriaceae e são capazes de produzir a enzima carbapenemase, que confere 

resistência aos antimicrobianos, tais como carbapenêmicos e β-lactâmicos. A KPC foi 

descoberta em 1996 nos Estados Unidos, sendo relatada em 2001 e a primeira cepa 

foi relatada no Brasil em 2006, e vêm se tornando uma preocupação emergente 

quanto à saúde pública mundial, pois disseminou-se rapidamente por outras regiões 

com altas taxas de mortalidade entre pacientes com infecções causadas por esses 

organismos. Vale lembrar que apesar de maior ocorrência em Klebsiella pneumoniae, 

a carbapenemase pode ser identificada em outras bactérias. 

Devido a constante preocupação em relação a resistência bacteriana 

desenvolvida sobre a atuação antibiótica, ressalta-se o pioneirismo deste trabalho que 

visa a inibição da KPC através da utilização de micocinas produzidas de W. anomalus. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar a inibição de cepas de Klebsiella pneumoniae carbapenemase por micocinas 

de Wickerhamomyces anomalus. 

 

Objetivos específicos 

 

• Obter o sobrenadante de cultura de Wickerhamomyces anomalus WA92;  

• Dosar a quantidade de β-glucanase no sobrenadante de Wickerhamomyces 

anomalus WA92;  

• Verificar a formação de zona de inibição e também inibição em meio sólido da 

cepa Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705. 

• Testar as cepas de Klebsiella pneumoniae carbapenemase frente ao 

sobrenadante contendo as micocinas de Wickerhamomyces anomalus WA92 pelo 

método de microdiluição em meio líquido. 

• Avaliar a atividade hemolítica das micocinas de Wickerhamomyces anomalus 

WA92.  
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Leveduras killer e Wickerhamomyces anomalus 

 

  As leveduras killer secretam micocinas, também conhecidas como toxinas 

killer, que são letais para outras cepas de leveduras. São imunes à sua própria toxina, 

mas permanecem susceptíveis às toxinas de outras leveduras. São caracterizadas 

por serem de natureza proteica ou glicoproteica, de baixo peso molecular e 

demonstram potencial de afetar outros microrganismos sensíveis (SCHMITT; 

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

O fenômeno killer de leveduras deriva da atividade letal de micocinas 

secretadas por cepas, as quais são imunes a sua própria toxina, expressando 

receptores específicos na parede celular (CAPPELLI et al., 2014). Estas podem ser 

aplicadas para o controle biológico, fermentação e indústrias farmacêuticas (SUN et 

al., 2012). 

Este comportamento foi observado pela primeira vez por Bevan e Makower, em 

1963, em linhagens de Saccharomyces cerevisiae, isoladas de contaminante de 

cervejaria. Neste estudo, foi demonstrado que células sensíveis em meio de cultura 

juntamente com células killer morriam em sua grande parte, enquanto as células 

neutras não tinham nenhuma ação. Esse fenômeno ocorre devido à secreção de 

substâncias denominadas micocinas ou toxinas killer. Com isto, classificou-se a 

ocorrência de três fenótipos distintos de leveduras: killer, sensível e neutro (BEVAN; 

MAKOWER, 1963). 

Outras leveduras passaram a ser estudadas e identificadas com o mesmo 

potencial, como leveduras dos gêneros Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, 

Hanseniaspora, Kluyveromyces, Metschnikowia, Wickerhamomyces, Ustilago, 

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

O reino Fungi inclui uma variedade de espécies de leveduras 

biotecnologicamente importantes, sendo um dos representantes o W. anomalus, 

anteriormente conhecido como Pichia anomala e Hansenula anômala (SCHNEIDER 

et al., 2012; TAY; LIM; TAN, 2014). W. anomalus é uma levedura heterotálica que se 

reproduz assexualmente por brotação e sexualmente pela formação de ascósporos 

em forma de chapéu (SATORA et al., 2014). Além disso, foi a primeira levedura 

descoberta a ser capaz de inibir o crescimento de organismos eucariotos e procariotos 

patogênicos (POLONELLI et al., 1986; POLONELLI et al., 2011).  
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Em 1995, houve relato de infecção oportunista, levando alguns pesquisadores 

a considerar W. anomalus um patógeno emergente. Contudo, na primeira década do 

século XX, menos de dez relatos publicados tratavam de infecções causadas por esta 

levedura, sendo considerada de baixa virulência (HAZEN, 1995; PASSOTH; 

OLSTORPE; SCHNURER, 2011). W. anomalus é segura para indivíduos saudáveis, 

segundo a European Food Safety Authority (EFSA), recebendo o status de Qualified 

Presumption of Safety (QPS) como micro-organismo de nível de biossegurança 1, 

demonstrando benefícios em relação às perspectivas públicas de biotecnologia 

alimentar e aceitabilidade de novos micro-organismos em alimentos (SUNDH; MELIN, 

2011; WALKER, 2011; MUCCILLI et al., 2013).  

Uma característica importante das leveduras de W. anomalus é sua alta 

atividade antimicrobiana, possuindo atividade contra uma variedade de micro-

organismos incluindo outras leveduras, fungos e bactérias. Essa atividade pode ser 

relacionada à biossíntese de compostos voláteis, como acetato de etila, acetato de 

isoamila e propionato de etila ou pode ser mediada por micocinas (WALKER, 2011).   

O mecanismo de ação das micocinas é frequentemente atribuído à hidrólise de 

β-1,3-glucano ou β-1,6-glucano, e como este é o principal polímero de células fúngicas 

e também é encontrado em bactérias, gera danos na parede celular, vazamento dos 

componentes citoplasmáticos e consequentemente morte celular (Figura 1). O 

glucano é um importante polímero na membrana das células de fungos e bactérias, e 

não está presente em células mamíferas, tornando o mecanismo seletivo (IZGU; 

ALTINBAY; TURELI, 2007; IZGU; KEPEKCI; IZGU, 2011; SCHNEIDER et al., 2012; 

MUCCILLI et al., 2013). 
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Figura 1 Estrutura da parede celular de três diferentes classes de microrganismos patogênicos (DAÍ; YING-YING; HAMBLIN, 
2009).  

 

Pesquisas anteriores mostraram inibição de Botrytis cinerea atribuída à 

hidrólise de β-1,3-glucano (FRIEL et al., 2007); inibição de Penicillium e Aspergillus 

relacionada à biossíntese de compostos voláteis (PETERSSON; SCHNURER, 1995; 

FREDLUND et al., 2004); Candida albicans (PARIS et al., 2016); e inibição de 

Enterobacteriaceae, sendo o mecanismo de inibição bacteriana ainda desconhecido 

(OLSTORPE et al., 2010; PASSOTH; OLSTORPE; SCHNURER, 2011). A atividade 

antimicrobiana é uma característica das cepas de W. anomalus relevante para a 

melhoria dos processos da indústria (SCHNEIDER et al., 2012). 

W. anomalus possui vasto potencial biotecnológico e é altamente competitivo 

em muitos habitats, já tendo sido isolada de diferentes fontes, incluindo pele de frutas, 

plantas com flores, produtos lácteos e assados, óleo contaminado, alimentos 

salgados, águas residuais, ambientes marinhos, tecidos humanos e até intestino de 

insetos como moscas, besouros e mosquitos (WALKER, 2011; HUA et al., 2015). 

Esta característica deve-se ao fato de que a levedura é tolerante as condições 

extremas de estresse ambiental, conseguindo desenvolver-se em diversas fontes 

contendo carbono, nitrogênio e fósforo, pH baixo e alto, baixa atividade da água, alta 

pressão osmótica e baixas concentrações de oxigênio. Bem como é adaptada a uma 

vasta gama de condições de crescimento, em termos de temperatura (variando de 3 

até 37°C), valor de pH (2-12) e osmolaridade (WALKER, 2011; OLSTORPE; 

PASSOTH, 2011; SATORA et al., 2014).   
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W. anomalus têm a capacidade de utilizar com rapidez os nutrientes disponíveis 

e de sustentar uma série de condições extremas, se tornando ferramentas 

biotecnológicas úteis, em particular na indústria alimentar. É utilizada como 

conservante natural, em fermentações, sendo o biocontrole a aplicação mais estudada 

da espécie (MUCCILLI et al., 2013). Alguns estudos descrevem que cepas de W. 

anomalus foram capazes de atuar como agentes de biocontrole, apresentando perfil 

competitivo para inibir uma ampla variedade de outros micro-organismos 

(SCHNURER; JONSSON, 2011; OLSTORPE; PASSOTH, 2011; JIJAKLI, 2011; 

PASSOTH; OLSTORPE; SCHNURER, 2011).  

Em relação a aplicabilidade de W. anomalus, sabe-se que esta é conhecida por 

melhorar o sabor, a textura, o rendimento e a segurança dos produtos agrícolas por 

competição com fungos indesejáveis. Portanto, vem sendo alvo de pesquisadores de 

diferentes áreas, incluindo meio ambiente, indústria e ciências médicas (OLSTORPE; 

PASSOTH, 2011; JIJAKLI, 2011; SCHNEIDER et al., 2012).  

 Entre as aplicações, encontram-se: biocontrole de fungos deteriorantes e/ou 

micotoxigênicos em alimentos, como em: grãos de cereais contaminados com 

aflatoxina produzida por Aspergillus flavus (CODA et al., 2011; HUA et al., 2015), 

frutas (LIMA et al., 2013) e processos de biopreservação e fermentação de produtos 

láteos (SCHNEIDER et al., 2012). Além disso, o fato da maioria das leveduras não 

serem patogênicas e se adaptarem facilmente às condições ambientais faz com que 

estas sejam utilizadas para controle biológico de alimentos e alternativa aos fungicidas 

para fungos pós-colheita (OLSTORPE; PASSOTH, 2011). 

W. anomalus é utilizado para a biopreservação do grão de cereais inoculados 

(OLSTORPE; PASSOTH, 2011); otimização da produção de bebidas, entre elas: 

cerveja (LAITILA et al., 2011); e vinho (SWANGKEAW et al., 2011; SATORA et al., 

2014; SCHWENTKE et al., 2014); e na melhoria na produção de bioetanol (PASSOTH 

et al., 2009). Ruyters et al. (2015) e Zha et al. (2013) também sugeriram que W. 

anomalus pode ser um interessante candidato para a fermentação de xilose em 

hidrolisados lignocelulósicos na produção de etanol. Outras aplicações com potencial 

biotecnológico incluem a biorremediação ambiental, biofármacos e biocombustíveis 

(POLONELLI et al., 2011; WALKER, 2011; FERNÁNDEZ, et al., 2012). Quando 

comparada com a levedura Saccharomyces cerevisiae, o metabolismo aeróbico de 

W. anomalus não é reprimido em altas concentrações de açúcar (SCHWENTKE et al., 

2014). 
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 No campo da medicina, a levedura de W. anomalus foi utilizada no 

desenvolvimento de novos antimicóticos para o tratamento de infecções fúngicas 

humanas e animais e na biotopografia de leveduras patogênicas e fungos. O 

mecanismo de inibição bacteriana ainda é desconhecido, mas é provável que W. 

anomalus desempenhe papel principal, como já demonstrado em diferentes bactérias 

e fungos (CAPPELLI et al., 2014).  

Estudos também indicam que as leveduras produtoras de micocinas habitam o 

intestino de alguns vetores, como Anopheles gambiae, Aedes aegypti e Aedes 

albopictus e também Anopheles stephensi, vetor da malária, sendo possível utilizar 

levedura como ferramenta para controle simbiótico da doença, podendo ser um meio 

alternativo para lutar contra doenças infecciosas, de forma a reduzir ou eliminar o vetor 

(RICCI et al., 2011; CAPPELLI et al., 2014; VALZANO et al., 2016).  

As micocinas também podem ser utilizadas como marcador epidemiológico de 

leveduras através do método conhecido como sistema Killer, preconizado por Polonelli 

et al. 1983. O método baseia-se na sensibilidade de cepas de Candida albicans frente 

às micocinas produzidas por 9 espécies pertencentes aos gêneros Pichia e Hansenula 

(POLONELLI et al., 1983). 

Polonelli et al. (2014) usaram um anticorpo monoclonal em camundongos 

imitando a atividade killer de W. anomalus e identificaram a possibilidade de 

desenvolver vacinas utilizando o mesmo mecanismo de ação das micocinas, com 

ação sobre a parede de β- 1,3-glucano. Relatos também mostram que as leveduras 

têm capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos patogênicos no sistema 

gastrointestinal (HATOUM; LABRIE; FLISS, 2013). 

Um estudo realizado com uma cepa de toxina killer de W. anomalus, isolada do 

vetor da malária, mostrou que o pH não é um fator limitante, pois é ativo na faixa de 

4,5 até 8,0 (CAPELLI et al., 2014). Além disso, as micocinas mostram baixa 

probabilidade de indução a resistência e não são consideradas hemolíticas, 

mostrando assim seu potencial para desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos (POLONELLI et al., 1983; IZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007; IZGU; 

KEPEKCI; IZGU, 2011;  MUCCILLI et al., 2013; BAJAJ; RAINA; SINGH, 2013; 

SEDDIK et al., 2016; PARIS et al., 2016). 

 
Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

 

Nas últimas décadas têm-se observado a proliferação de bactérias patogênicas 

multirresistentes. As bactérias produtoras da enzima carbapenemase, estão em 
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destaque, sendo chamadas de KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), isto 

porque foram encontradas inicialmente nessa bactéria. Embora mais frequente na 

Klebsiella pneumoniae, a KPC pode ser identificada em outras bactérias, como: 

Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Salmonella spp., Escherichia coli e 

Pseudomonas spp. (COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012; ALMEIDA et al., 2012).  

São bactérias gram-negativas e capazes de produzir carbapenemase, uma 

enzima que confere resistência aos antimicrobianos carbapenêmicos: meropenen, 

ertapenen, imipenen. Também inativam os agentes β-lactâmicos, como 

cefalosporinas, penicilinas e o aztreonam (KITCHEL et al., 2009; SPANU et al., 2012; 

MUNOZ-PRICE et al., 2013). Outros mecanismos de resistência são: alteração na 

permeabilidade da membrana celular, impedindo a entrada do antibiótico na célula; 

mutação genética, alterando o alvo do antibiótico; capacidade de degradar ou inativar 

o antibiótico e bombeamento do antibiótico para fora da mesma, pelo mecanismo de 

efluxo (COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012; ALMEIDA et al., 2012) (Figura 2). 

 
Figura 2 Mecanismos de resistência bacteriana (LEVY; MARSHALL, 2004). 

 

A KPC foi descoberta em 1996, sendo seu primeiro relato em 2001, no estado 

da Carolina do Norte, nos Estados Unidos. Já no Brasil, as primeiras cepas foram 

encontradas em 2006 em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) 

em um hospital de Pernambuco. Após descoberta, a KPC rapidamente disseminou-

se por outras regiões, no entanto, sua epidemiologia e características clínicas variam. 

Recentemente, tornou-se uma preocupação emergente para a saúde pública mundial, 
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havendo uma alta mortalidade entre pacientes com infecções causadas por esses 

organismos (YIGIT et al., 2001; MONTEIRO et al., 2009; TSAKRIS et al., 2009; CAI 

et al., 2012; MUNOZ-PRICE et al., 2013; TAVARES et al., 2015). 

Segundo Kitchel et al. (2009) os relatórios indicaram que essas bactérias já são 

amplamente distribuídas, sendo que os isolados de Enterobacteriaceae que 

produzem KPC já foram identificados em outros locais do Estados Unidos e também 

relatados em outros países, como Brasil, China, Colômbia, França, Grécia, Israel, 

Noruega, Escócia e Suécia. 

Os fatores responsáveis pela disseminação de bactérias produtoras de 

carbapenemase são vários e de díficil controle. Entre eles, o principal é o alto consumo 

de antibióticos carbapenêmicos. Outros fatores incluem:  disseminação descontrolada 

no ambiente hospitalar e comunidade e outros fatores ainda desconhecidos 

(HRABÁK; CHUDACKOVA; PAPAGIANNITSIS, 2014). 

A KPC é da família Enterobacteriaceae, considerada um importante patógeno 

comunitário e hospitalar, podendo causar grande variedade de infecções, desde 

urinárias, gastroenterites e pneumonias até meningite e septicemia. Essas infecções 

estão associadas a uma mortalidade significativa por motivos como: doenças 

subjacentes, atrasos na iniciação de terapia eficaz e falta de eficácia de 

antimicrobianos (HRABÁK; CHUDACKIVA; PAPAGIANNITSIS, 2014).  

As carbapenemases mais prevalentes em Enterobacteriaceae são codificadas 

por genes dos grupos blaKPC, blaIMP, blaVIM, blaNDM e blaOXA (NORDMANN; GIRLICH; 

POIREL, 2012). Estes genes, como o blaKPC, são plasmídeos transmissíveis entre 

Enterobacteriaceae, e por estarem localizados em um plasmídeo móvel, podem ser 

facilmente transferidos entre bactérias da mesma espécie ou entre espécies 

diferentes. Assim, a KPC apresenta um alto potencial de disseminação e grande 

capacidade de transferir seu material genético, e consequentemente, os genes de 

resistência (MARSCHALL et al., 2009; DEL PELOSO; BARROS; SANTOS, 2010; 

COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012; ALMEIDA et al., 2012).   

Tavares et al. (2015) realizaram um estudo com amostras clínicas de 11 

estados brasileiros e do Distrito Federal e observaram a presença de KPC em outras 

nove espécies. Além de K. pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 

cloacae, Escherichia coli, Pantoea agglomerans, Providencia stuartii, Citrobacter 

freundii, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii e Serratia marcescens também já 

foram observadas no Brasil em amostras de Pseudomonas aeruginosa (JACOME et 

al., 2012) e Pseudomonas putida (ALMEIDA et al., 2012). 
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Outro fator importante é que os plasmídeos que contêm o gene blaKPC, 

normalmente transportam genes que também codificam resistência aos 

aminoglicosídeos, sulfas e fluorquinolonas (SHENG et al., 2012). Portanto, o 

tratamento de pacientes com essas infecções torna-se complicado e sem alternativas 

(TUMBARELLO et al., 2012). 

Atualmente, os principais desafios são o reconhecimento precoce e preciso de 

pacientes portadores de cepas com enzimas carbapenemase. É de extrema 

importância o reconhecimento imediato destes isolados e o apropriado controle de 

infecção deve ser implementado para prevenir a propagação (SPANU et al., 2012; 

TAVARES et al., 2015). Testes fenotípicos, como teste de Hodge, podem detectar a 

resistência mediada pela KPC, mas não confirmam definitivamente a natureza do 

gene da carbapenemase. O padrão ouro para identificar genes blaKP é a Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), porém essa abordagem tem um alto custo e requer 

considerável conhecimento técnico (SPANU et al., 2012).   

Sendo assim, a técnica descrita por Hodge et al. é um dos métodos mais 

utilizados (HODGE; CIAK; TRAMONT, 1978). Apesar dos problemas com a 

interpretação do mesmo e os resultados falso-negativos para alguns isolados, o CLSI 

propôs este teste para confirmação de produtores de carbapenemase (CLSI, 2010; 

HRABÁK; CHUDACKIVA; PAPAGIANNITSIS, 2014).  Estudo realizado em 2012 

também mostrou que o teste é uma ferramenta fenotípica e epidemiológica útil para 

identificar isolados de KPC (CURY et al., 2012). 

Em relação ao tratamento, os carbapenêmicos são considerados a primeira 

opção terapêutica para o tratamento de infecções graves associadas às bactérias 

Gram-negativas multirresistentes. A produção de carbapenemases adquiridas torna a 

escolha do tratamento antibiótico dessas infecções limitada (MONTEIRO et al., 2009; 

CAI et al., 2012; HRABÁK; CHUDACKIVA; PAPAGIANNITSIS, 2014). Além disso, 

apenas algumas drogas estão em desenvolvimento contra a KPC (MUNOZ-PRICE et 

al., 2013).   

A terapia para infecções por enterobactérias multirresistentes se baseia na 

utilização de polimixina B ou polimixina E (Colistina) em associação com um ou mais 

dos antimicrobianos da classe dos aminoglicosídeos (gentamicina ou amicacina), 

carbapenêmicos (meropenem ou doripenem) e/ou tigeciclina (ANVISA, 2013). Uma 

grande preocupação é o surgimento de KPC resistente aos antimicrobianos citados 

acima. Estas provavelmente resultam do uso intenso e crescente de drogas, incluindo 

o uso em áreas onde a KPC se espalhou (MUNOZ-PRICE et al., 2013).   
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Novas alternativas vêm sendo estudadas e são urgentemente necessárias. 

Estas, ao contrário dos antimicrobianos convencionais, podem ser direcionadas para 

bactérias específicas de modo a evitar a seleção de bactérias resistentes. São 

exemplos dessas terapias: utilização de fagos com capacidade lítica contra bactérias 

específicas; uso de bacteriocinas, que são pequenos peptídeos sintetizados por 

bactérias e possuem capacidade de inibir o crescimento de espécies estritamente 

relacionadas, através da inserção na membrana plasmática das bactérias alvo 

formando poros e causando lise; e uso de bactérias predatórias, como por exemplo, 

Bdellovibrio sp. e organismos relacionados, que predam obrigatoriamente bactérias 

Gram-negativas para buscar energia e nutrientes, através da utilização de um arsenal 

enzimático (ALLEN et al., 2014). 

Neste contexto, as micocinas produzidas de W. anomalus também podem ser 

uma alternativa efetiva contra micro-organismos patogênicos e resistentes. O objetivo 

deste estudo foi avaliar a inibição de cepas de Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

por micocinas de Wickerhamomyces anomalus. 
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Resumo: 

 

Introdução: Devido à problemática de bactérias multirresistentes, novas alternativas de 
tratamentos vêm sendo estudadas. Dentre elas, as micocinas de Wickerhamomyces 
anomalus mostram um grande potencial por possuírem alta atividade antimicrobiana contra 
uma variedade de micro-organismos, utilizarem com rapidez os nutrientes disponíveis e 
sustentar uma série de condições extremas. Objetivo: Verificar a inibição de Klebsiella 
pneumoniae carbapenemase por micocinas produzidas por Wickerhamomyces anomalus. 
Metodologia: Realizou-se a confirmação da produção de carbapenemase nas cepas 
estudadas e produção de caldo contendo micocinas de Wickerhamomyces anomalus com 
posterior determinação de β-glucanases. Para avaliar a inibição das cepas foram realizados 
ensaios de microdiluição em meio liquido e testes em meio sólido. A toxicidade foi avaliada 
através de teste de hemólise e teste em Artemia salina Leach. Resultados: O sobrenadante 
de Wickerhamomyces anomalus mostrou atividade de β-glucanases de 2,36 U/mg, sendo 
evidenciado atividade antimicrobiana em 100% das cepas de Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase até a concentração de 0,12 U/mg. Além disso, o teste de hemólise e teste 
em Artemia salina Leach mostraram baixa toxicidade. Conclusão: Sugere-se que as 
micocinas de Wickerhamomyces anomalus podem ser uma alternativa no desenvolvimento 
de novas substâncias antimicrobianas. 
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INTRODUÇÃO  

 

As bactérias conhecidas como Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) são 

bactérias gram-negativas e capazes de produzir carbapenemase, uma enzima que confere 

resistência aos antimicrobianos carbapenêmicos: meropenen, ertapenen, imipenen e inativa 

os agentes β-lactâmicos, como cefalosporinas, penicilinas e o aztreonam, aumentando as 

taxas de mortalidade, que podem chegar até 75%, já que existem poucas alternativas eficazes 

para o tratamento das mesmas [1-5].  

Embora mais frequente na Klebsiella pneumoniae, a KPC pode ser identificada em 

outras bactérias, como: Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Salmonella spp., 

Escherichia coli e Pseudomonas spp. [6, 7]. São bactérias com alto potencial de disseminação 

e grande capacidade de transferir seu material genético, e consequentemente, os genes de 

resistência [7-10]. Os fatores responsáveis pela disseminação são vários e de díficil controle, 

sendo o principal deles o alto consumo de antibióticos carbapenêmicos. Outros fatores 

incluem a  disseminação descontrolada no ambiente hospitalar e comunitário, além de outros 

fatores desconhecidos [11].  

A disseminação mundial de KPC é uma ameaça para o tratamento com os 

antimicrobianos disponíveis atualmente [12]. Nenhum protocolo até o momento foi 

estabelecido e nenhum antibiótico atualmente disponível parece ser efetivo no tratamento de 

infecções com todos os tipos de carbapenemases [13]. Muitas vezes, somente polimixinas 

(colistina e polimixina B), tigeciclina, fosfomicina e alguns aminoglicosídeos possuem 

atividade in vitro [12, 14]. 

Segundo Munoz-price et al. [3] apesar da limitação do tratamento da KPC, apenas 

algumas drogas estão em desenvolvimento e são urgentemente necessárias. Segundo o 

Centers for Disease Control and Prevention (CDC), as ações fundamentais para enfrentar a 

KPC são: prevenção de infecções e de disseminação da resistência, monitoramento da 

resistência, prescrição apropriada de antimicrobianos e desenvolvimento de novos fármacos 

[15].  

As micocinas, também conhecidas como toxinas killer, são substâncias secretadas por 

leveduras e caracterizadas por serem de natureza proteica ou glicoproteica, de baixo peso 

molecular e com potencial de afetar outros microrganismos sensíveis [16,17]. Este fenômeno 

foi observado pela primeira vez por Bevan e Makower, em 1963, em linhagens de 

Saccharomyces cerevisiae [18]. Outras leveduras passaram a ser estudas, entre elas o 

Wickerhamomyces anomalus, (W. anomalus) anteriormente conhecido como Pichia anomala 

e Hansenula anômala [17,19]. 

W. anomalus é considerado seguro para indivíduos saudáveis, segundo a European 

Food Safety Authority (EFSA), recebendo o status de Qualified Presumption of Safety (QPS) 

como micro-organismo de nível de biossegurança 1 [20-22]. É uma ferramenta biotecnológica 
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útil por possuir alta atividade antimicrobiana, capacidade de utilizar com rapidez os nutrientes 

disponíveis além de sustentar uma série de condições extremas [22].  

W. anomalus foi a primeira levedura descoberta a ser capaz de inibir o crescimento de 

organismos eucariotos e procariotos patogênicos [23,24]. Segundo Capelli et al. [25] apesar 

do mecanismo de inibição bacteriana ser desconhecido é provável que W. anomalus 

desempenhe papel principal.  

O mecanismo de ação das micocinas é frequentemente atribuído à hidrólise de β-1,3-

glucano ou β-1,6-glucano e consequentemente morte celular. O glucano é um importante 

polímero na membrana das células de fungos e bactérias, e não está presente em células 

mamíferas, tornando o mecanismo seletivo [19, 22, 27, 28]. Além disso, as micocinas mostram 

baixa probabilidade de indução a resistência e não são consideradas hemolíticas, mostrando 

grande potencial para desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos [27-31].  

Devido a constante preocupação em relação a resistência bacteriana desenvolvida 

sobre a atuação antibiótica, ressalta-se o pioneirismo deste trabalho que tem como objetivo a 

inibição da KPC através da utilização de micocinas produzidas de W. anomalus. 

 

MÉTODOS 

 

Cepas de Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

 

Foram utilizadas trinta cepas de bactérias produtoras de carbanemase, incluindo a 

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705. Destas, vinte e sete cepas tratavam de Klebsiella 

pneumoniae, duas cepas de Enterobacter cloacae e uma cepa de Serratia marcescens, todas 

produtoras da enzima carbapenemase e isoladas de amostras biológicas humanas da rotina 

do Hospital Universitário do Oeste do Paraná, localizado em Cascavel - PR. As amostras 

estão armazenadas no Laboratório de Micologia do Laboratório de Análises Clínicas, Ensino, 

Pesquisa e Extensão (LACEPE). As cepas foram recuperadas em Tryptic Soy Broth (TSB) e 

então transferidas (500 µL) para eppendorfs com glicerina (300 µL) e armazenadas a -20°C. 

Previamente aos testes, as cepas foram cultivadas em Ágar Nutriente.  

 

Confirmação da presença de carbapenemase 

 

 Foi realizada a caracterização fenotípica das cepas por Teste de Hodge, conforme a 

Clinical and Laboratory Standards Institute [32]. As amostras foram cultivadas em Ágar 

Sangue no dia anterior ao teste. Uma suspensão da cepa padrão Escherichia coli ATCC 

compatível à concentração 108 foi preparada, diluída 1:10 e então inoculada em ágar Mueller 

Hinton formando um tapete uniforme. Os discos de ertapenem, meropenem e imipenem foram 

aplicados a uma distância de 20mm borda a borda e então foi feita inoculação das cepas com 

uma alça de 10µL em forma de linha partindo-se do disco em direção a borda da placa. Este 
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procedimento foi realizado com as cepas testes, um controle positivo (Klebsiella pneumoniae 

ATCC BAA 1705) e um controle negativo (Escherichia coli ATCC 25922). Foi considerado 

como resultado positivo qualquer deformação no halo de inibição. 

 

Wickerhamomyces anomalus 

 

A levedura utilizada foi molecularmente identificada como Wickerhamomyces 

anomalus WA92 e sua respectiva sequência está depositada no GenBank (número de acesso: 

KT580796 - Disponível em: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), sendo anteriormente coletada às 

margens do Lago de Itaipu, localizado no estado do Paraná, Brasil e passou por testes de 

triagem para verificação de produção de micocina. Atualmente faz parte da micoteca do 

laboratório de micologia do LACEPE, armazenada de três formas: em geladeira, em 

temperatura ambiente e congeladas. Previamente à produção das micocinas, a cepa de WA92 

foi reativada por inoculação em meio Ágar Sabouraud modificado (ágar 2%, peptona 1%, 

glicose 2%, ácido cítrico 1,92% e fosfato de potássio dibásico 3,48%) pH 4,7 ± 2 e incubada 

a 37°C/ 48 horas. 

 

Produção de micocinas de Wickerhamomyces anomalus 

 

A levedura produtora de micocinas W. anomalus WA92 foi inoculada em frascos de 

roux com 200 mL de caldo Sabouraud modificado (1% de peptona, 2% de glicose, 1,92% de 

ácido cítrico, 3,48% de fosfato de potássio dibásico, pH 4,7) e incubado 25 °C por 5 dias. Após 

este período, o caldo foi centrifugado a 6000 rpm/10 min, obtendo o sobrenadante que foi 

esterilizado por membrana filtrante 0,22 µm e armazenado a 4 °C. 

 

Determinação da atividade de β-glucanases  

 

A determinação de β-glucanases presentes no filtrado de WA92 foi realizada de acordo 

com Miller [33] com algumas adaptações, usando laminarina 1% (obtida de Laminaria digitata) 

em tampão acetato 50 mM, pH 5,0 e curva padrão de glicose. A reação foi preparada 

utilizando 62,5 µL da amostra de sobrenadante WA92 e 125 µL de laminarina. Incubou-se a 

solução a 37°C por 10 minutos. Após este período, 100 µL da solução foram adicionados a 

100 µL de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) para parar a reação. Para o branco foi usada a 

mesma solução do teste, sem a laminarina. Em seguida, as soluções foram incubadas em 

água fervente por 5 minutos com consequente adição de 500 µL de água. A leitura do produto 

da reação, o açúcar reduzido, foi lido a 550 nm em espectrofotômetro. O teste foi realizado 

em triplicata.  

Uma unidade da atividade enzimática foi definida como sendo a quantidade de enzima 

necessária para liberar 1μmol de glicose por minuto de reação, sendo definida como 
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U/min/mL, conforme as condições descritas. 

 A quantificação de proteínas foi realizada a partir do método baseado na absorção do 

reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 proposto por Bradford [34]. Para a preparação da 

reação, misturou-se 1 mL do Reagente Bradford com 100 μL do extrato enzimático. Deixou-

se a mistura em temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, leu-se em 

espectrofotômetro a 595 nm. Além disso, foi realizado curva padrão a cada determinação da 

concentração de proteínas totais pelo método de Bradford, utilizando curva padrão de soro 

albumina bovino (BSA), sendo a equação da reta utilizada para o cálculo da concentração 

total de proteínas em mg/mL. 

A atividade específica de β-glucanases foi calculada dividindo a concentração de 

atividade enzimática pela concentração de proteínas.  

 

Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluição  

 

Para os testes de microdiluição foi utilizado o método M7-A6 - National Committee for 

Clinical Laboratory Standards [35] com algumas adaptações. Utilizou-se microplacas 

contendo 96 poços e foram testadas as trinta cepas de Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase, incluindo a cepa ATCC BAA 1705. As bactérias foram previamente ajustadas 

à concentração 103 UFC/mL, homogeneizadas em 5 mL de caldo Mueller Hinton (MH) e 

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

Klebsiella pneumoniae carbapenemase e cada linha uma concentração de sobrenadante das 

micocinas diluído em água estéril, que foram determinadas a partir da atividade de β-

glucanases, sendo elas: 0,02; 0,03; 0,06; 0,12; 0,24 U/mg. Foram realizados controle de 

esterilidade (contendo caldo Sabouraud modificado estéril e caldo MH) e controle de 

crescimento (contendo caldo Sabouraud modificado estéril e Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase). Após o término do procedimento, as placas foram lacradas e incubadas a 

36 °C por 24 horas. O teste foi realizado em triplicata e a leitura foi visual, observando a 

turvação, sendo que a última diluição onde houve inibição do crescimento bacteriano foi 

tomada como resultado. Para confirmação da inibição, alíquotas de 10 µL foram retiradas dos 

poços-resultado e semeadas em ágar nutriente.  

 

Atividade antimicrobiana em meio sólido  

 

Foram preparados dois meios de ágar Mueller Hinton (MH), um controle e outro teste. 

O controle foi constituído de ágar MH e caldo Sabouraud modificado (1% de peptona, 2% de 

glicose, 1,92% de ácido cítrico, 3,48% de fosfato de potássio dibásico, pH 4,7) estéril e sem 

micocinas na proporção de 1:3. O teste foi constituído de ágar MH e sobrenadante contendo 

micocinas de WA92. Ambos os meios foram vertidos em placas Petri divididas. Com alça 

calibrada de 10 µL, foi semeada a cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705 no 
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controle e no teste, e incubado a 37 °C por 24 h. O teste foi realizado em triplicata.  

 

Verificação de zona de inibição 

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

ágar nutriente. A cepa ATCC BAA 1705 de Klebsiella pneumoniae foi semeada em salina 

0.9% com turvação compatível a escala 108 de Mac Farland e com o auxílio de um swab foi 

semeada em placa pelo método de superfície. Orifícios de aproximadamente 6 mm de 

diâmetro foram feitos sobre o ágar nutriente e então foram adicionados 10 µL de 

sobrenadante. O mesmo procedimento foi realizado para o controle negativo (caldo 

Sabouraud modificado sem micocinas) e controle positivo (Polimixina B na concentração de 

2,5 mg). As placas foram incubadas a 36ºC por 48 h e qualquer zona clara em torno dos 

orifícios foi tomado como resultado positivo.  

Teste de hemólise 

A citotoxicidade em eritrócitos foi realizado conforme Paris et al. [31] Primeiramente, 

foi coletado sangue de um indivíduo saudável em tubo contendo EDTA (Ethylenediamine 

tetraacetic acid). O sangue foi centrifugado a 1500 rpm por 10 min e a massa celular foi lavada 

três vezes com PBS (Phosphate-buffered saline) pH 7,4. Uma suspensão de eritrócitos 4% 

foi feita em PBS, a qual foi testada sob diferentes concentrações do sobrenadante com β-

glucanases (0,07; 0,15; 0,30; 0,59, 1,18 e 2,36 U/mg) e incubado a 37 °C por 1 h. O volume 

final do teste foi de 1 mL. Após esse período, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por 

10 min e o sobrenadante foi utilizado para determinar a absorção em espectrofotômetro a 450 

nm. Além disso, foram realizados controle de eritrócitos íntegros (eritrócitos 4% e PBS) e 

controle de hemólise (eritrócito 4% e ácido acético 4%). O mesmo procedimento foi feito para 

Polimixina B, a qual foi utilizada 25.000 Ul (posologia diária indicada por kg para cada 

paciente), sendo que a concentração testada representa 2,5 mg.  

Para calcular a porcentagem de hemólise, utilizou-se a equação abaixo: 

% Eritrócitos íntegros

=  (1 −
A sobrenadante − A controle de eritrócitos íntegros

A controle de hemólise − A controle de eritrócitos íntegros
) ×  100  

Sendo: 
A: Absorbância 

% hemólise = 100 − % eritrócitos íntegros 
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Teste de toxicidade em Artemia salina Leach 

 

O teste foi realizado conforme Meyer et al. [36] com algumas adaptações. Ovos de 

Artemia salina foram incubados em água do mar estéril 28 ± 2 °C por 48 h sob contínua 

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

contendo 1000, 100 e 10 ppm de sobrenadante de WA92 em quantidade suficiente para 5 mL 

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

atóxico continha somente água do mar.  Os tubos foram incubados a 28 ± 2 °C por 24 h e o 

teste foi realizado em triplicata. A contagem foi realizada com o auxílio de microscópio óptico 

e foi levado em consideração a motilidade das larvas, sendo classificadas como vivos e 

mortos. O mesmo procedimento foi realizado com polimixina B.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As bactérias produtoras de enzimas carbapenemases (KPC) se tornaram um grande 

problema de saúde pública no Brasil e no mundo, pois apresentam uma resistência aos 

antibióticos carbapenêmicos, o que dificulta o tratamento e aumenta a taxa de mortalidade 

dos pacientes acometidos, já que existem poucas alternativas eficazes para o tratamento das 

mesmas [37]. Acometem geralmente pacientes internados em áreas de alto risco, tais como 

unidades de terapia intensiva, porém áreas de menor risco, como cirúrgicas/clínicas e asilos 

também podem ser afetadas [38]. 

  As cepas de KPC utilizadas neste trabalho representavam em sua maioria cepas de 

Klebsiella pneumoniae, sendo apenas duas cepas de Enterobacter cloacae e uma cepa de 

Serratia marcescens. Na literatura, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli são as bactérias 

mais relatadas envolvidas na produção de enzima carbapenemase [39]. Outras espécies 

como Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes, Citrobacter 

freundii, Providencia stuartii e Morganella morganii também são reportadas, porém com 

menos frequência [6, 40, 41].   

 

Confirmação da presença de carbapenemase 

 

Foi realizado teste de Hodge para confirmação da produção de carbapenemase, onde 

todas as cepas se mostraram positivas, conforme a Figura 1. O teste foi realizado de acordo 

com a Clinical and Laboratory Standards Institute [32].  
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Figura 1: Confirmação da presença de carbapenemase por Teste de Hodge: a- Controle 

negativo (Escherichia coli ATCC 25922); b- Controle positivo (Klebsiella pneumoniae ATCC 

BAA 1705); c- Cepas teste (O teste de Hodge se mostra positivo quando há distorção no halo 

de inibição da cepa, conforme seta indicada na figura, o que confirma que a cepa é produtora 

de carbapenemase) 

Testes fenotípicos, como o realizado neste trabalho, são utilizados pela maioria dos 

hospitais e laboratórios em todo o mundo por serem métodos de baixo custo e de simples 

realização [40]. Além disso, em regiões onde prevalecem isolados de Klebsiella pneumoniae, 

como é o caso deste trabalho, a determinação pelo teste Hodge tem sido proposta como 

método suficientemente sensível [42]. 

 
Atividade antimicrobiana em meio sólido e verificação de zona de inibição 

 

Neste estudo, todas as cepas passaram por teste prévio para verificação da viabilidade 

deste trabalho. Isto foi feito testando o crescimento da bactéria no pH 4,7 o qual representa o 

pH do sobrenadante (dados não mostrados). Além disso, foi realizado um teste de atividade 

antimicrobiana em meio sólido (Figura 2), no qual é possível verificar a inibição da KPC 

quando em contato com micocinas de WA92 no lado A da imagem, sendo o controle (lado B) 

constituído de ágar Mueller Hinton e o caldo estéril sem micocinas, sendo assim, podemos 

descartar possíveis interferências dos componentes do caldo de produção das micocinas.  

a 

a 
a 

b c 

c 
c 

c 

c 
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Figura 2: Atividade antimicrobiana de micocinas em meio sólido. Lado A (teste) constituído 
de sobrenadante de Wickerhamomyces anomalus WA92 dissolvido em ágar Mueller Hinton e 
cepa de Klebsiella pneumoniae carbapenemase inoculado pelo método de superfície. Lado B 
(controle) constituído de caldo sem micocinas e cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 
1705 foi inoculada pelo método de superfície.  

O fenômeno killer contra bactérias foi descoberto em 1986 por Polonelli e Morace e 

até então acreditava-se que a ação das micocinas se restringia apenas sob leveduras [43]. 

Olstorpe et al. [44] também relataram inibição de Enterobacteriaceae em grãos de cereais. 

Em 2013, foi demonstrado que as leveduras Debaryomyces hansenii, Pichia fermentans, 

Candida tropicalis e W. anomalus, induzem ruptura de células bacterianas, e 

consequentemente, lise bacteriana [45].  

Neste estudo, a zona de inibição formada evidencia a difusão de micocinas de WA92 

sobre o meio e mais uma vez mostra a inibição da bactéria KPC, conforme a Figura 3. Neste 

teste, mostramos também que o caldo sem micocinas não é capaz de inibir a bactéria (B) e 

como controle positivo, vemos um halo formado pela polimixina B na concentração de 2,5 mg 

(C). 

 

 

Figura 3: A: Zona de inibição: atividade killer de Wickerhamomyces anomalus WA92 em meio 
sólido sobre cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705. B: Controle negativo: caldo 
Sabouraud modificado sem micocinas. C: controle positivo: Polimixina B na concentração de 
2,5 mg.    

GUO et al. [46], mostraram inibição de Metschnikowia por micocinas de W. anomalus, 

após testar as mesmas em orifício em meio sólido, obtendo zona de inibição. Tay et al. [17] 

também mostraram os efeitos inibitórios de W. anomalus contra Candida mesorugosa em 

A B 

A B C 
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ensaio de difusão em poços.  Wang et al. [47] obtiveram zonas de inibição sobre vários micro-

organismos, entre eles Metschnikowia bicuspidata, Saccharomyces sp., Candida albicans, 

Candida tropicalis, Cryptococcus aureus, Yarrowia lipolytica e Lodderomyces elongisporus.   

 
Determinação de proteínas e atividade de β-glucanases 

 

As micocinas agem em células sensíveis por diversos mecanismos: inibição da 

replicação do DNA [16]; alterações de permeabilidade da membrana [48] e o ciclo celular na 

fase G1. Porém, como já relatado, acredita-se que o principal mecanismo de ação das 

micocinas esteja atribuído à hidrólise de glucano, gerando danos na parede celular, 

vazamento dos componentes citoplasmáticos e consequentemente morte celular [19, 22, 26, 

27]. Tay et al. [17] isolaram e identificaram micocinas de W. anomalus como β-1,3 glucanase 

por espectrometria de massas e sua atividade foi confirmada. 

As β-glucanases são enzimas multifuncionais que hidrolisam e degradam as glucanas 

[49,50], incluindo o β-1,3;1,6-glucano, constituintes da parede celular de alguns patógenos e 

liberando glucose como produto [51, 52]. Atuam em substratos constituídos de sequências 

lineares de unidades de glucose unidas através de ligações glicosídicas do tipo β-1,3 

contendo uma extremidade terminal não redutora, sendo permitido um grau moderado de 

substituições [53]. A diferença nos padrões das micocinas de W. anomalus pode ser atribuído 

à especificidade das glucanases que têm preferência seletiva por diferentes tipos de ligações 

glicosídicas e receptores de glucana de micro-organismos [17]. 

A laminarina, isolada da alga Laminaria digitata e utilizada neste estudo para a 

determinação da atividade de β-glucanases, possui apenas 10% de grau de ramificação e tem 

sido muito utilizada como substrato para a determinação da atividade de β-1,3 glucanases 

[51].   

Marco & Felix [54] monitoraram a produção de β-glucanases extracelular durante o 

crescimento do isolado de Trichoderma harzianum e a enzima foi considerada uma β-1,3-

glucanase, uma vez que hidrolisou a laminarina e obteve atividade de 0,3 U/mL em 72 horas 

de crescimento. Estudo realizado com micocinas de Williopsis saturnus mostraram que as 

mesmas foram capazes de matar, mas não hidrolizaram a laminarina, podendo relacionar o 

potencial de inibição a outro mecanismo [47].  Lima et al. [55] obteve atividade de 1,3-

glucanase para W. anomalus e Meyerozyma guilliermondii de 0,071 e 0,047 U/mg, 

respectivamente.  

Neste estudo foram obtidos atividade enzimática de 0,139 U/min/mL e concentração 

de proteínas de 0,059 U/mg, sendo a atividade específica de β-glucanases de 2,36 U/mg, 

resultado superior ao encontrado na literatura. Isto pode estar relacionado as condições de 

cultivo do caldo ou ainda à maior produção da cepa de levedura.  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501311001157?via%3Dihub#!
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Para os testes de microdiluição e hemólise, foi considerado que a atividade de β-

glucanases encontrada (2,36 U/mg) estava relacionada a cada mL de caldo com micocina. 

Desta forma, calculamos as concentrações de acordo com o volume utilizado em cada teste.  

  

Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluição  

 

Os testes de microdiluição baseados na concentração de β-glucanases (micocinas) 

presentes no sobrenadante de WA92 apresentaram atividade inibitória sobre as trinta cepas 

de KPC. Nas concentrações de 0,24 e 0,12 U/mg 100% (30/30) das cepas foram sensíveis, 

na concentração de 0,06 U/mg 36,7% (11/30) das cepas foram inibidas e na concentração de 

0,03 e 0,02 U/mg 3,3% (1/30) das cepas foram susceptíveis às micocinas (Figura 4).  

 

Figura 4: Susceptibilidade de cepas de Klebsiella pneumoniae carbapenemase frente às 
micocinas obtidas do sobrenadante de Wickerhamomyces anomalus WA92. 

 
Enterobacteriaceae já foram inibidas por micocinas de W. anomalus, porém o 

mecanismo ainda não foi descoberto [44, 56]. Capelli et al. [25] relatam que mesmo o 

mecanismo de inibição bacteriana sendo desconhecido, é provável que as micocinas 

desempenhem papel principal, como já demonstrado em diferentes bactérias e fungos. Outros 

micro-organismos já foram inibidos por micocinas produzidas de W. anomalus, entre eles: 

Botrytis cinerea [57]; Penicillium e Aspergillus [58, 59] e Candida albicans [31].  

 

Teste de hemólise 

           Os resultados deste trabalho evidenciaram a baixa toxicidade das micocinas 

produzidas de W. anomalus no teste de hemólise realizado em eritrócitos humanos. Conforme 
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a Figura 5, as micocinas de WA92 apresentaram apenas 5,4% de hemólise na concentração 

de 1,18 U/mg de β-glucanases, sendo esta concentração superior às que mostraram inibição 

de 100% das cepas de KPC (Figura 5). A porcentagem de hemólise de polimixina B foi de 

31%, sendo que essa foi realizada com 2,5 mg, que corresponde a 25000 UI. Visto que esta 

é a dosagem utilizada por kg de paciente, a porcentagem de hemólise mostrou valores 

consideravelmente mais altos que os encontrados para as micocinas.   

 

 

Outras micocinas já foram estudadas em testes de toxicidade e relatadas na literatura 

como não sendo hemolíticas. Entre elas, micocinas de Candida albicans com atividade 

inibitória das cepas de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 

[30]. Leveduras de Kluyveromyces lactis e K. marxianus capazes de inibir micro-organismos 

patogênicos também foram testadas, porém em meio sólido e com sangue de cavalo, 

mostrando não serem hemolíticas [60] 

Estudo realizado por Paris et al. [31] testou micocinas de W. anomalus, mostrando 

atividade inibitória sobre cepas de Candida albicans e obtiveram resultados semelhantes ao 

deste trabalho em relação a baixa citotoxicidade. Além disso, Rangel et al. [51] consideram 

baixa toxicidade substâncias que causam hemólise de até 40%.  

 

Teste de toxicidade em Artemia salina Leach 

  

Artemia salina Leach é um microcrustáceo marinho utilizado em testes de toxicidade 

envolvendo extratos de plantas [62]. O teste em artemias foi realizado neste estudo por ser 
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Figura 5: Ação hemolítica das micocinas obtidas de WA92 sobre eritrócitos humanos. 
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de fácil manuseio, rápido, ter baixo custo e um grande potencial de substituir o uso de animais 

em ensaios toxicológicos [63].  

 As micocinas mostraram não causar toxicidade nos microcrustáceos testados até a 

concentração 1000 ppm, valores padronizados para o teste em plantas. Como comparação 

foi realizado o teste com polimixina B que mostrou toxicidade letal em todos os 

microcrustáceos na concentração de 1000 ppm. Desta forma, ressalta-se a baixa toxicidade 

das micocinas. Contudo, não foi encontrado na literatura estudos envolvendo micocinas neste 

tipo de teste.  

Concluímos que as cepas de KPC se mostraram sensíveis às micocinas de 

Wickerhamomyces anomalus WA92 mesmo em concentrações baixas de β-glucanase. Os 

resultados deste estudo mostraram até o momento que as micocinas de W. anomalus WA92 

são capazes de inibir cepas de KPC com baixa toxicidade e se mostram candidatas à 

aplicação em produtos antibióticos.  
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Resumo:  

Após descritas na literatura, as micocinas têm demonstrado atividades distintas e de grande 

amplitude contra diversos microrganismos.  São definidas como proteínas ou glicoproteínas 

extracelulares com ação no rompimento da membrana celular por diversos mecanismos, sendo 

o principal mecanismo de ação a inibição da síntese de β-glucano na parede celular de cepas 

sensíveis. Estudos já relatados mostram potencial inibitório das micocinas sobre fungos, 

bactérias, parasitas e vírus, além de serem estudadas como marcadores epidemiológicos e no 

desenvolvimento de vacinas. Visto a problemática da resistência criada por vários 

microrganismos aos agentes comumente utilizados na pratica clínica, a descoberta de novas 

substâncias com esta finidade torna-se essencial. Apesar de necessitarem de novas pesquisas 

que possam esclarecer dúvidas e comprovar seus mecanismos, vários estudos já apontam que 

as micocinas atuam de uma forma específica e com possibilidades mínimas de toxicidade, além 

de não apresentarem nenhuma resistência, mostrando seu alto potencial para aplicação na 

saúde.  

Palavras chave: micocinas, sistema killer, antimicrobianos, leveduras killer. 

 

Descoberta das micocinas e suas aplicações gerais  

 

Recentemente têm-se observado a capacidade de algumas leveduras em liberar 

compostos com propriedades antimicrobianas, conhecidos como micocinas, toxinas killer ou 

zimocinas. Estas são proteínas ou glicoproteínas extracelulares que atuam no rompimento da 

membrana celular e podem exercer seus efeitos em microrganismos distintos e do mesmo 

gênero ou espécie (Hatoum et al. 2012; Tay et al. 2014; Wemhoff et al. 2014). 

As micocinas mais estudadas na literatura são classificadas como β-glucanases, que são 

enzimas multifuncionais que hidrolisam e degradam as glucanas (Pitson et al., 1993; Kumar & 

Deobagkar, 1996), incluindo o β-1,3;1,6-glucano, constituinte da parede celular de fungos 

liberando glucose como produto (Iorio et al., 2008). Tay et al. (2014) isolaram e identificaram 
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micocinas de Wickerhamomyces anomalus como β-1,3 glucanase. Marco e Felix (2007) 

monitoraram a produção de β-glucanases extracelular durante o crescimento do isolado de 

Trichoderma harzianum e a enzima foi considerada uma β-1,3-glucanase.  

O fenômeno killer de leveduras deriva da atividade letal de micocinas secretadas por 

cepas, as quais são imunes a sua própria toxina, expressando receptores específicos na parede 

celular (Cappelli et al., 2014). 

Este comportamento foi observado primeiramente por Bevan e Makower (1963) em 

linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Após descoberto, passou a ser estudado e identificado 

em outras leveduras, como Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, 

Kluyveromyces, Metschnikowia, Wickerhamomyces, Ustilago, Williopsis e 

Zygosaccharomyces (Schmitt and Breinig, 2002; Tay et al., 2014). 

A produção de micocinas pode ser considerada uma estratégia de sobrevivência no 

ambiente por competição de nutrientes, representando uma vantagem importante para a espécie 

produtora (Cappelli et al., 2014). Seu principal poder de ação é relacionado contra leveduras, 

que possuem receptores para esta toxina, porém, também possuem efeito contra outros 

microrganismos, como as bactérias (Cappelli et al., 2014; Muccilli and Restuccia, 2015) Os 

principais mecanismos de ação para inibição de através de micocinas são: inibição da síntese 

de β-glucano ou hidrólise de β-glucano na parede celular de cepas sensíveis  (Muccilli et al., 

2013); interrupção de divisão celular, bloqueando a síntese do DNA (deoxyribonucleic acid) 

(Marquina et al., 2002; Klassen and Meinhardt, 2005); clivagem do RNAt (Klassen et al., 

2008); bloqueio de absorção de cálcio (Brown et al., 2011) e vazamento de íons causado pela 

formação de canais no citoplasma (Schmitt and Breinig, 2006; Santos et al., 2007). Já o 

mecanismo de inibição bacteriano ainda é desconhecido (Olstorpe et al., 2010; Passoth et al., 

2011). 

As leveduras produtoras de micocinas já são utilizadas na indústria alimentícia em 

várias aplicações, como: biopreservação e fermentação (Schneider et al., 2012); otimização de 

bebidas, como cerveja e vinho (Laitila et al., 2011; Swangkeaw et al., 2011; Satora et al., 2014; 
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Schwentke et al., 2014); agentes de biocontrole (Hua et al., 2015) e fungicidas pós-colheita,  

isto porque a maioria das leveduras não são consideradas patogênicas e se adaptam facilmente 

às condições ambientais (Olstorpe and Passoth, 2011). Outras aplicações já estudadas incluem 

a biorremediação ambiental, biofármacos e biocombustíveis, consolidando seu potencial para 

aplicação em saúde (Polonelli et al., 2011; Walker, 2011; Fernández et al., 2012; Sun et al., 

2012; Mehlomakulu et al., 2014). 

 

Inibição de microrganismos e aplicação em saúde  

 

 Devido à grande problemática da resistência criada pelos microrganismos aos agentes 

utilizados na prática clínica, a busca por antimicrobianos alternativos tornou-se urgentemente 

necessária. Em meio às novas moléculas pesquisadas, as micocinas são consideradas fontes 

naturais de propriedades antimicrobianas contra agentes patogênicos, como parasitas 

protozoários transmitidos por artrópodes, entre eles Leishmania spp. (Savoia et al., 2002; Bajaj 

et al., 2012; Cappelli et al., 2014; Muccilli and Restuccia, 2015). 

 Acreditava-se que a ação das micocinas se restringia apenas sob leveduras (Bilinski 

et al., 1985) contudo estudos também relatam a inibição bacteriana. Polonelli e Morace (1986) 

relataram pela primeira vez o fenômeno killer contra bactérias. Em um estudo mais recente, foi 

demonstrado que as leveduras Debaryomyces hansenii, Pichia fermentans, Candida tropicalis 

e Wickerhamomyces anomalus, induziram vazamento em células bacterianas, e 

consequentemente, lise bacteriana (Hatoum et al., 2013). Outro estudo, realizado com Pichia 

pastoris, demonstrou a inibição do crescimento de Salmonella typhimurium in vitro e a redução 

da adesão bacteriana às células HCT-116 de câncer colorretal humano (França et al., 2015). 

Chen et al. (2015) isolaram cepas de Kluyveromyces marxianus produtoras de micocinas 

e demonstraram que os extratos brutos foram eficazes na prevenção da doença de Escherichia 

coli em camundongos. Leveduras de Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus, 



 
 

43 

 
 
isoladas de queijo, foram capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogênicos, como 

por exemplo, Candida albicans e Listeria monocytogenes (Ceugniez et al. 2015). 

A micocina RY55 produzida por Pichia kudriavzevii já mostrou exercer atividade 

inibitória sobre várias bactérias patogênicas de importância clínica e saúde humana, tais como: 

Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa e Pseudomonas alcaligenes (Bajaj et al. 2012). Estudo realizado em 2016 mostrou 

a atividade inibitória de Candida albicans isolada de crianças sobre cepas de Escherichia coli 

ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Seddik et al., 2016). 

As micocinas produzida pela levedura Wickerhamomyces anomalus também já mostrou 

inibição de vários microrganismos, sendo eles: Botrytis cinerea (Friel et al., 2007); Penicillium, 

Aspergillus (Petersson and Schnurer 1995; Fredlund et al. 2004); Candida albicans (Paris et 

al., 2016); e Enterobacteriaceae (Olstorpe et al., 2010; Passoth et al., 2011). Mesmo sendo o 

mecanismo de inibição bacteriana desconhecido, é provável que a micocina desempenhe papel 

principal, como já demonstrado em diferentes microrganismos (Cappelli et al., 2014).  

Além disso, a inibição por micocinas obtidas de Wickerhamomyces anomalus foi 

demonstrada em Candida albicans tanto in vitro como in vivo, em função das toxinas liberadas 

que hidrolisam os β-1,3-glucanos, componentes essenciais da parede celular de células fúngicas 

(Sawant et al., 1988; Polonelli et al., 1990; Buzzini and Martini 2001). A atividade de 

Zygosaccharomyces bailii contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei 

e Sporothrix schenckii também já foi relatada (Weiler and Schmitt 2003). Paris et al. (2016) 

recentemente também verificaram ação inibitória frente a diversas cepas patogênicas de 

Candida albicans e baixa atividade citotóxica quando em contato com eritrócitos obtidos de 

um indivíduo saudável. Desta maneira, as micocinas também se apresentam como uma 

alternativa para o desenvolvimento de novos fármacos com aplicação em dermatofitoses 

crônicas e severas. 

Atualmente existe um grande aumento de agentes tópicos no tratamento de 

dermatofitoses, principalmente pelos efeitos adversos notavelmente menores. As micocinas já 
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mostraram atividade inibitória via tópica sobre lesões em animais, provocadas por Malassezia 

furfur e Malassezia pachydermatls, fundamentando seu potencial inibitório de micocinas, via 

tópica, no tratamento de microrganismos sensíveis (Polonelli et al., 1990). Nestes casos, as 

micocinas podem otimizar o tratamento e reduzir os efeitos indesejáveis por serem seletivas 

(Izgü et al., 2007). 

A Tabela 1 descreve resumidamente os principais estudos já relatados envolvendo 

micocinas com atividade antimicrobiana e aplicações na saúde, conforme foi mostrado no 

decorrer do texto.  

Leveduras killer envolvidas 

na inibição 

Microrganismos inibidos e/ou 

atividade relatada 

Pesquisadores 

Malassezia furfur e Malassezia 

pachydermatis 

Citrobacter freundii e 

Pseudallescheria boydii 

Polonelli e Morace (1986) 

Debaryomyces hansenii, Pichia 

fermentans, Candida tropicalis 

e Wickerhamomyces anomalus 

Vazamento e lise celular em 

células de Listeria 

monocytogenes 

Hatoum et al., 2013 

Pichia pastoris Inibição do crescimento de 

Salmonella typhimurium in vitro 

e a redução da adesão bacteriana 

às células HCT-116 de câncer 

colorretal humano 

França et al., 2015 

 

Kluyveromyces lactis e 

Kluyveromyces marxianus 

Candida albicans, Listeria 

monocytogenes e atuou na 

prevenção da doença de 

Escherichia coli em 

camundongos. 

Ceugniez et al., 2015;  

Chen et al., 2015 

Pichia kudriavzevii (micocina 

RY55) 

Escherichia coli, Enterococcus 

faecalis, Klebsiella sp., 

Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa e 

Pseudomonas alcaligenes 

Bajaj et al., 2012 
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Candida albicans 

 

Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus 

Seddik et al., 2016 

Wickerhamomyces anomalus Botrytis cinerea, Penicillium, 

Aspergillus, Candida albicans e 

Enterobacteriaceae 

Friel et al., 2007; Petersson and 

Schnurer 1995; Fredlund et al., 

2004; Paris et al., 2016; 

Olstorpe et al., 2010; Passoth et 

al., 2011 

Zygosaccharomyces bailii Candida albicans, Candida 

glabrata, Candida krusei 

e Sporothrix schenckii 

Weiler and Schmitt, 2003 

Tabela 1: Leveduras Killer com atividade antimicrobiana 

 

Outros estudos indicam que leveduras produtoras de micocina habitam o intestino de 

Anopheles stephensi, vetor da malária, mostrando a possibilidade de usar esta levedura como 

ferramenta para controle simbiótico da doença. Leveduras killer também foram encontradas em 

outras espécies de vetores, como Anopheles gambiae, Aedes aegypti e Aedes albopictus, 

mostrando que, apesar de necessitar de outras investigações, as micocinas podem ser um meio 

alternativo para lutar contra doenças infecciosas, reduzindo ou eliminando o vetor (Ricci et al., 

2011; Cappelli et al., 2014; Valzano et al., 2016).  

Polonelli et al. (2014) mostrou a possibilidade de desenvolver vacinas utilizando o 

mesmo mecanismo de ação das micocinas, com ação sobre a parede de β- 1,3-glucano. Para 

isso, foi utilizado um anticorpo monoclonal em camundongos imitando a atividade killer 

produzida por Wickerhamomyces anomalus. Magliani et al. (2004) já haviam relatado que 

novos estudos poderiam produzir vacinas inovadoras como estratégias para prevenir e tratar 

infecções imitando um processo natural, ajudando assim com o crescente problema do 

surgimento de resistência antimicrobiana e a propagação de algumas infecções. 

Segundo Hatoum et al. (2013) as leveduras com capacidade de produzir micocinas 

também inibem o crescimento de microrganismos patogênicos no sistema gastrointestinal. 
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As micocinas também podem ser utilizadas como marcador epidemiológico de 

leveduras através do método conhecido como sistema Killer, preconizado em 1983. O método 

baseia-se na sensibilidade de cepas de Candida albicans frente às micocinas produzidas por 9 

espécies pertencentes aos gêneros Pichia e Hansenula. Já em 1995, um estudo mostrou que 

esse método pode estabelecer a origem, controlar e acompanhar algumas infecções fúngicas. 

Através disso, a origem e disseminação em populações diversas poderiam ser verificadas, 

assegurando o conhecimento preciso das leveduras presentes nas infecções fúngicas (Polonelli 

et al., 1983; Candido et al., 1995). 

Estudo realizado com uma cepa da levedura de Wickerhamomyces anomalus, isoladas 

do vetor da malária, mostrou ser ativo em uma grande faixa de pH, que varia de 4,5 até 8,0 

mostrando que o pH não é um fator limitante (Cappelli et al., 2014). Sendo assim, a levedura é 

tolerante as condições extremas de estresse ambiental, conseguindo adaptar-se a uma ampla 

gama de condições, como: pH baixo e alto, baixa atividade da água, alta pressão osmótica, 

baixas concentrações de oxigênio e variáveis temperaturas (Olstorpe and Passoth, 2011; 

Walker, 2011; Satora et al., 2014).  

Ressalta-se que as micocinas não se mostram hemoliticas em testes realizados, além de 

indicarem baixa probabilidade de indução a resistência (Polonelli et al., 1983; Izgü et al., 2007; 

Izgu et al., 2011; Muccili et al., 2012; Paris et al., 2016; Seddik et al., 2016). Sendo assim, as 

micocinas podem ser um grande potencial no desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos (Bajaj et al., 2012). 

 

Conclusão 

Várias pesquisas vêm mostrando a capacidade das micocinas, que surpreendem 

pesquisadores ao inibirem os mais diversos tipos de microrganismos e se mostrarem 

minimamente tóxicas. Além deste potencial, são estudadas no desenvolvimento de vacinas e 

utilizadas como marcadores epidemiológicos. Novos estudos podem esclarecer seu modo de 

ação, reduzir suas limitações e confirmar que estas não são nocivas. Ademais, podem aumentar 
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a gama de microrganismos inibidos por estas toxinas, tornando-as ainda mais interessantes para 

aplicação em saúde. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo evidencia o potencial antibiótico de micocinas de 

Wickerhamomyces anomalus WA92, que em testes em meio líquido e sólido, mostrou 

combater a Klebsiella pneumoniae carbapenemase mesma em baixas concentrações 

de β-glucanases. Além disso, em testes realizados verificou-se baixa toxicidade das 

mesmas.  

Com este projeto, almejamos futuramente o desenvolvimento de um 

medicamento a base de micocinas de W. anomalus.  
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