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ACAO INIBITORIA DE MICOCINAS SOBRE FUNGOS ANEMOFILOS ISOLADOS
DE UTI NEONATAL

RESUMO

Os fungos sao capazes de colonizar diferentes substratos e habitats, sendo o
ar atmosférico o meio de dispersdo mais utilizado e mais bem sucedido dentre estes
organismos. Os fungos anemodfilos, com sua capacidade de se estabelecer e
contaminar o ar, diminuem a qualidade de vida dos organismos que ali circulam. As
infeccdes hospitalares fungicas invasivas tém surgido progressivamente como uma
fonte relevante nos quesitos morbidade e mortalidade em pacientes, principalmente
agueles imunossuprimidos. O amplo espectro de atividade antimicrobiana e grande
estabilidade levaram o uso de Wickerhamomyces anomalus como um agente de
biocontrole, uma vez que poderia ser classificado como um microrganismo de baixo
risco. Além disso, ja € comprovada a acdo antimicrobiana de micocinas produzidas a
partir desta levedura em microrganismos eucariotos e procariotos. Partindo disso, 0
objetivo do presente estudo foi avaliar a inibicdo de fungos anemdfilos isolados em
UTI Neonatal por micocinas produzidas por W. anomalus. O sobrenadante da cultura
de W. anomalus contendo micocinas mostrou atividade de B-glucanases de 4,2 U/mg.
Para o monitoramento fungico e o teste de inibicdo em meio sélido, foi utilizada a
técnica de sedimentacdo passiva em placas de Petri expostas na UTI Neonatal, por
15 minutos, a 1 m do chao e distantes das paredes. O teste foi constituido por uma
placa controle contendo Agar Sabouraud Dextrose, e outra composta pelo meio de
cultura e sobrenadante de micocinas de W. anomalus. Em seguida, apos a incubacéao,
foi observado o crescimento e/ou inibicdo dos fungos coletados. Observou-se nas
placas controle o crescimento de 15 géneros: Aureobasidium spp., Curvularia spp.,
Emmonsia spp., Geotrichun spp., Fusarium spp., Rhizopus spp., Rhodotorula spp.,
Scedosporium spp., Chrysosporium spp., Trichoderma spp., Alternaria spp.,
Aspergillus spp., Acremonium spp., Penicillium spp. e Cladosporium spp, sendo o
Cladosporium spp. o mais incidente no periodo analisado, 40% (86 UFC), enquanto
nas placas teste ndo houve o crescimento de microrganismos. Sendo assim, podemos
notar o potencial das micocinas de W. anomalus no desenvolvimento de novas
substancias antimicrobianas.

Palavras-chaves: Wickerhamomyces anomalus; micocinas; fungos anemdfilos; UTI
neonatal.
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INHIBITORY ACTION OF MYCOCINS ON AIRBORNE FUNGI ISOLATED FROM
NEONATAL ICU

ABSTRACT

Fungi can colonize different substrates and habitats. Atmospheric air is the most
used and most successful dispersion environment for these organisms. Airborne fungi,
with the ability to establish themselves and contaminate the air, reduce the life quality
of the organisms that circulate there. Invasive fungal nosocomial infections have
progressively emerged as a relevant source of morbidity and mortality in patients,
especially the immunosuppressed patients. The broad spectrum of antimicrobial
activity and the great stability led to the use of Wickerhamomyces anomalus as a
biocontrol agent, since it could be classified as a low-risk microorganism. In addition,
the antimicrobial action of mycocins produced from this yeast in eukaryotic and
prokaryotic microorganisms is already proven. Based on this, the aim of the present
study was to evaluate the inhibition of airborne fungi isolated in a Neonatal ICU by
mycocins produced by W. anomalus. The mycocin containing W. anomalus culture
supernatant showed B-glucanase activity of 4.2 U/mg. For fungal monitoring and
inhibition test in solid environment, the passive sedimentation technique was used in
Petri dishes exposed in the Neonatal ICU, for 15 minutes at 1 m high from the floor
and away from the walls. The test consisted of a control plate containing Sabouraud
Dextrose Agar, and another composed of culture medium and W. anomalus mycocin
supernatant. Then, after incubation, the growth and/or inhibition of the collected fungi
was observed. The growth of 15 genera was observed on the control plates:
Aureobasidium spp., Curvularia spp., Emmonsia spp., Geotrichun spp., Fusarium spp.,
Rhizopus spp., Rhodotorula spp., Scedosporium spp., Chrysosporium spp.,
Trichoderma spp., Alternaria spp., Aspergillus spp., Acremonium spp., Penicillium spp.
and Cladosporium spp. Cladosporium spp. was the most incident in the analyzed
period, 40% (86 UFC). Meanwhile, on the test plates there was no growth of
microorganisms. As a result, we can see the potential of W. anomalus mycocins in the
development of new antimicrobial substances.

Keywords: Wickerhamomyces anomalus; mycocins; airborne fungi; neonatal ICU.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fungos anemofilos e o Ambiente hospitalar

Os fungos sdo um dos grupos de organismos mais abundantes, amplamente
distribuidos e difundidos na Terra (NAGEEN et al., 2021). Sdo capazes de colonizar
de forma singular diferentes substratos e habitats, como plantas, animais, solo, agua
e ar. Esses microrganismos podem ser transportados pela agua, por insetos, humanos
e animais, tendo a capacidade de se dispersar através do ar atmosférico, como os
chamados anemdfilos, suportando grandes variacdes de temperatura, umidade, pH e
concentracdes de oxigénio (CERNA et al., 2016; GONCALVES et al., 2018).

Os fungos anemodfilos sdo considerados uma fragcdo dos bioaerossois, dos
guais podem fazer parte os grdos de polen, as bactérias, os virus e os esporos de
fungos, além de seus fragmentos. Nesse contexto, o uso de bioindicadores para
monitoramento ambiental € uma ferramenta valiosa. Eles podem detectar mudancas
no ambiente devido a presenca de poluentes especificos que, por sua vez, afetam a
biodiversidade e espécies particulares de bactérias, fungos ou liguens suspensos no
ar (PARMAR; RAWTANI; AGRAWAL, 2016). Também sao sensiveis a desordens
ambientais, pois apresentam sinais caracteristicos externos de acordo com a
concentracdo do poluente. Estes fungos, como fracdo de bioaerosséis, também
podem ser considerados bioindicadores de poluicdo do ar, doencas de plantas e
reacdes alérgicas que se expressam por diferentes formas clinicas. Eles apresentam
uma ampla faixa de concentracdo em areas urbanas de acordo com a interacao entre
fatores biolégicos e ambientais (PESCOTT et al., 2015; SILVA et al., 2020).

Contudo, os fungos anemdéfilos podem ser considerados poluentes biol6gicos
com capacidade de se estabelecer e contaminar o ar interno de ambientes, diminuindo
a qualidade de vida dos organismos que ali circulam (DO NASCIMENTO et al., 2019).

Alguns destes fungos produzem micotoxinas e, quando em contato com o
organismo humano, sdo capazes de desencadear processos alérgicos, irritacdo em
mucosas e pele, infec¢des fangicas e promover a exposicéo de individuos sensiveis
aos seus propagulos e aos seus metabdlitos toxigénicos (LOBATO; VARGAS;
SILVEIRA, 2009; MEZZARI et al., 2003).

A patogenia das infec¢fes fangicas respiratérias se da através da inalacao de
corpos de propagulos (conidios e/ou esporos) fangicos inalados durante a

respiracdo. Seu tamanho tem relacdo direta com o local de deposicdo no trato
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respiratorio. Os conidios maiores que 10 um atingem até a nasofaringe e sao
associados a sintomas oculares e nasais. J4 os conidios menores que 10 pm,
principalmente os menores que 6 um, podem alcancar o trato respiratorio inferior,
como por exemplo os conidios de Aspergillus spp (2-3 um), que conseguem penetrar
até os alvéolos pulmonares (ADHIKARI et al., 2004).

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), segundo o Ministério
da Saude (MS) Portaria n° 2616/98, sao aquelas adquiridas ap6s a admissdo do
paciente, que se manifestam durante a internacdo, apos a alta, ou ainda quando
relacionadas a internacdo ou a procedimentos hospitalares (BRASIL, 1998),
representando uma grande preocupacédo de saude no mundo. As flngicas invasivas
surgiram progressivamente como uma fonte relevante nos quesitos morbidade e
mortalidade, o que tem ampliado o tempo de permanéncia dos pacientes em hospitais,
provocando o crescimento dos custos para os estabelecimentos de saude. Isso
ocorre, na maioria das vezes, pela dificuldade de se realizar um diagndéstico precoce
€ seguro, 0 que garantiria uma terapia rapida e eficaz (MENEGUETI et al., 2015;
PEMAN; ZARAGOZA, 2013). Um exemplo séo as aspergiloses, adquiridas por meio
de transmisséo aérea (FLEISCHER et al., 2006; TONG et al., 2017).

Atuando de maneira oportunista, ha inimeros relatos acerca de pacientes
hospitalizados acometidos por micoses causadas por fungos filamentosos
aerotransportados presentes no ambiente. Porém, no Brasil, poucos estudos
caracterizam as microbiotas deles nas UTIs. Conhecer a prevaléncia dos fungos com
potencial patogénico, presentes na atmosfera destas unidades hospitalares, permite
a promocao de estratégias de prevencao de infec¢cdes nosocomiais. (CORDEIRO et
al., 2021; GONCALVES et al., 2018; LOBATO; VARGAS; SILVEIRA, 2009). Infeccoes
hospitalares causadas por fungos anemdfilos tém sido relatadas com frequéncia,
tornando cada vez mais importante o conhecimento da qualidade do ar (DO
NASCIMENTO et al., 2019; GONCALVES et al., 2018; SMITH et al., 2018).

As Unidades de Terapia Intensiva (UTIl) sdo setores onde os indices de
infeccdo hospitalar sdo mais elevados e isso é resultado da interagdo entre
microrganismos, 0 meio ambiente e a deficiéncia dos fatores de defesa dos pacientes.
O risco aumentado de infeccdo em pacientes criticos de UTI pode ser explicado pela
presenca de modificagdes no sistema imune destes pacientes (CALUMBY et al., 2019;
TROF et al, 2007). Outros fatores importantes a se considerar sdo o0

comprometimento de barreiras anatdbmicas por procedimentos invasivos € 0 uso
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prolongado de antibioticos, que permitem a eliminagcdo da microbiota bacteriana
competidora (KAMIMURA; CALDEIRA; AVILA, 2013).

Os fungos sao subestimados como causadores de doencas em humanos.
Procedimentos cirdrgicos complexos, perda de integridade de barreiras naturais,
inUmeros procedimentos invasivos e terapia antimicrobiana prolongada séo fatores
gue contribuem para o0 preocupante aumento dessas infecc¢des, principalmente
aquelas em Unidades de Terapia Intensiva (BROWN et al., 2012; PEMAN;
ZARAGOZA, 2013).

Silenciosamente, os fungos se disseminaram e aumentaram seu poder
agressivo, concorrendo com infeccbes graves e, em alguns casos, mostrando-se
resistentes aos antifingicos convencionais (OHNISHI et al., 2022; PAULA et al.,
2021). Pesquisas costumam focar em doencas especificas, como a AIDS
e a malaria, entretanto, existem poucos dados que demonstram o real
impacto da infeccdo fungica, o que tem sido reconhecido como uma barreira a
tomada de decisbes em saude publica pelas autoridades globais, uma vez
gue costumam ser subdiagnosticadas (BONGOMIN et al., 2017; RICHARDSON,
2018).

A dificuldade em se obter dados epidemiologicos a respeito de infeccdes
causadas por fungos anemofilos em ambientes hospitalares encontra-se,
principalmente, em dois fatores: nas dificuldades no diagnéstico e no periodo
prolongado de incubac&o destes microrganismos. Frequentes admissdes e altas
dificultam a determinacéo da exposi¢éo de ter ocorrido no ambiente hospitalar ou
na comunidade (ALANGADEN, 2011; BROWN et al., 2012).

1.2 Fatores que influenciam na concentracao e diversidade de fungos no ar

Estudos anteriores mostraram que fatores ambientais como
temperatura, umidade, velocidade do vento, pressdo atmosférica, substratos
organicos disponiveis, condi¢cbes climaticas e variacdo sazonal podem afetar a
diversidade de fungos transportados pelo ar em diferentes ambientes (ADHIKARI et
al., 2004; TANG; KUEHN; SIMCIK, 2015)

Os fungos séao transportados pelo ar durante quase o ano todo, mas o
ritmo sazonal na ocorréncia de esporos transportados pelo ar e seu espectro
dependem do tipo de clima (BRENIER-PINCHART et al., 2009; KASPRZYK, 2008).
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Nageen et al. (2021) descreveram que, dos fatores por eles avaliados em
ambientes externos, o vento teve a maior influéncia na comunidade fungica,
melhorando a liberacao e dispersédo de esporos fungicos, favorecendo a remocéo de
esporos de corpos frutiferos e seu transporte e suspensao no ar (NAGEEN et al.,
2021; TANG; KUEHN; SIMCIK, 2015).

Estes fatores externos podem ser responsaveis pela concentracdo de fungos
filamentosos em ambientes internos e em unidades hospitalares. Temperaturas acima
de 25°C, alta pluviosidade, baixa velocidade do vento e alta concentragéo de fungos
no ambiente externo favorecem o aumento de conidios e/ou esporos no ambiente
interno, enquanto que chuvas e ventos muito fortes estéo relacionados a menores
concentragdes de fungos no ambiente interno (BRENIER-PINCHART et al., 2009).

O método construtivo utilizado nos ambientes internos como madeira, celulose,
papel de parede, materiais organicos de isolamento, téxteis, colas e tintas podem
conter nutrientes como carboidratos e proteinas que servem muito bem ao
crescimento de fungos. Concreto, metais, fibras de vidro, plasticos e outros produtos
sintéticos, embora ndo sejam facilmente utilizados por fungos, podem conter restos
organicos que servem como fonte de nutrientes (BAUGHMAN; ARENS, 1996). Em
geral, os valores de temperatura e umidade para o crescimento de fungos em
ambientes internos podem variar dependendo da espécie considerada, visto que
geralmente apresentam valores de temperatura 6timos para o crescimento de fungos,
variando de 10 a 35°C (DO NASCIMENTO et al., 2019).

1.3 Cladosporium spp.

Dentre os fungos anemodfilos contaminantes, destacam-se os do género
Cladosporium spp., conhecidos como fungos negros ou escuros. O género
Cladosporium spp. € composto por fungos contaminantes e oportunistas demaceos,
considerados sapréfitas por serem encontrados no solo e em materiais em
decomposicdo, como restos vegetais. Eles possuem crescimento lento, necessitando
de um ambiente com baixas temperaturas e alta umidade para crescerem de forma
vigorosa. Sao fungos caracterizados por produzirem colénias com textura aveludada
e plana, que possuem tonalidades que variam do verde oliva ao marrom enegrecido
(RAUT et al., 2021; ZIMOWSKA et al., 2021).

Sao0 microrganismos cosmopolitas amplamente encontrados na natureza

isolados, principalmente em regibes de clima temperado. Além do Aspergillus e
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Penicillium, o Cladosporium é considerado um dos géneros mais comuns encontrados
em ambientes fechados, com algumas espécies predominando em condicfes
ambientais. (BENSCH et al., 2018; ROSADO et al., 2019). O género Cladosporium
envolve fungos com ampla distribuicdo mundial e suas espécies estao entre as mais
abundantes em ar externo e interno. Conidios de espécies deste género sao
comumente isolados do ar. Embora a maior prevaléncia de Cladosporium seja
verificada no ar atmosférico, seu isolamento em ambientes de ar interno também foi
notado em materiais comuns como tintas, madeira, tecidos e outros compostos
organicos. (DO NASCIMENTO et al.,, 2019; ZOPPAS; VALENCIA-BARRERA;
FERNANDEZ-GONZALES, 2011).

O Cladosporium spp., tem como propriedade digerir proteinas da epiderme,
causando lesdes de pele que podem abrir caminhos para que esse fungo se
dissemine. Isso leva ao comprometimento parcial ou total de alguns oOrgaos
(MENEZES; PEREZ; LIMA, 2017), visto que héa relatos em casos de meningite,
infeccdes subcutaneas e intra-bronquicas (BANERJEE et al., 2002; BATRA et al.,
2019). Além disso, Batra et al. (2019) relataram um caso de abscesso cerebral por

uma espécie deste género.

1.4 Leveduras killer e o Sistema killer

Inicialmente descrito por Bevan e Makower (1963), leveduras killer sdo aquelas
capazes de promover atividade letal sobre leveduras susceptiveis. O fenoétipo killer foi
descoberto a partir das linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Foram diferenciados
os trés fendtipos: killer, sensivel e neutro, sendo a levedura killer capaz de produzir
toxinas que causam a morte de leveduras sensiveis, e a levedura neutra ndo produtora
de toxina, ou seja, nao afetada pela toxina. (SCHMITT; BREINIG, 2002).

O fendmeno killer de leveduras é proveniente da acao fulminante de micocinas,
proteinas ou glicoproteinas tbéxicas de baixo peso molecular, consideradas
metabolitos secundarios secretados por cepas, as quais sdo imunes a sua propria
toxina, capazes de inibir outras leveduras sem a necessidade de contato direto célula-
célula (CAPPELLI et al., 2014; CECARINI et al., 2019; FUENTEFRIA et al., 2006).

A competicdo por espaco, nutrientes e outros recursos no ambiente € um
mecanismo comum através do qual diferentes espécies de microrganismos podem

interagir ou competir por sobrevivéncia (GIOVATI et al., 2021). No habitat natural,
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podem ser encontradas em porcentagens que excedem varias vezes aqueles
encontrados em linhagens de laboratorio, indicando a existéncia de uma vantagem
competitiva para as cepas que utilizam estes compostos letais como estratégia para
eliminar concorrentes na busca por nutrientes (BELDA et al., 2017; ROBLEDO-LEAL;
VILLARREAL-TREVINO; GONZALEZ, 2012). Entretanto, seu papel ainda ndo esta
elucidado por completo (FREDLUND et al., 2002).

Estas micocinas possuem uma grande biodiversidade quanto as suas
caracteristicas bioguimicas, genéticas e de modo de acdo (MAGLIANI et al., 1997). A
expressdo das micocinas pode sofrer alteracbes a depender de varidveis como:
temperatura, pH, composi¢cdo quimica do meio e concentragéo celular. Normalmente,
a atividade 6tima das micocinas ocorre em pH 4,5 a 25 °C, entretanto esses valores
tendem a se diferenciar para atender condi¢ces especificas de cada género, espécie
ou linhagens de leveduras produtoras de micocinas (BUZZINI; TURCHETTI,
VAUGHAN-MARTINI, 2007; FUENTEFRIA et al., 2006; MAGLIANI et al., 1997).

O mecanismo de ac¢do, que ainda precisa ser esclarecido para varias das
leveduras Killers, é variavel e inclui danos na parede celular ou membrana, bem como
a interrupgéo do ciclo celular (GIOVATI et al., 2021).

Como antimicrobianos naturais, as leveduras killers tém sido exploradas para
possiveis aplicacdes na producéo e conservacao de alimentos e no controle biolégico

de patdégenos de plantas, animais e humanos (MANNAZZU et al., 2019).

1.5 Wickerhamomyces anomalus e micocinas

Nas ultimas duas décadas, houve renomeacédo das leveduras, incluindo as
cepas do tipo killer, em novos géneros e espécies. Com base no aprimoramento no
sequenciamento de DNA e na analise filogenética de sequéncias de genes, espécies
do género Hansenula foram reatribuidos ao género Pichia e depois ao género
Wickerhamomyces (CAPPELLI; FAVIA; RICCI, 2021; GIOVATI et al., 2021).

Wickerhamomyces anomalus, é uma levedura pertencente ao filo Ascomycota,
classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae.
Algumas cepas desta levedura possuem acao antimicrobiana, pois sdo capazes de
produzir micocinas caracterizadas por um amplo espectro de atividade,
compreendendo patdgenos relevantes de plantas, animais e humanos (CAPPELLI et
al.,, 2014; CUNHA et al., 2020; FREDLUND et al., 2002; GIOVATI et al., 2021,
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KURTZMAN, 2011; KURTZMAN; ROBNETT; BASEHOAR-POWERS, 2008;
VALZANO et al., 2016; WALKER, 2011; WALKER; MCLEOD; HODGSON, 1995).

Wickerhamomyces anomalus foi a primeira levedura produtora de micocinas
(também denominada de levedura Kkiller) descoberta a ser capaz de inibir o
crescimento, tanto de organismos eucariotos, quanto de procariotos patogénicos
(POLONELLI et al., 1986, 2011).

Embora Wickerhamomyces anomalus ja tenha sido relatada como causadora
de infecgcbes nosocomiais, ela acomete principalmente imunossuprimidos e é
considerada uma levedura de baixa viruléncia, uma vez que foram notificados raros
casos no mundo (DANIEL et al.,, 2011). Testes de seguranga mostraram
Wickerhamomyces anomalus pouco prejudicial a células de mamiferos, sugerindo ndo
serem sensiveis a atividade assassina da levedura (CAPPELLI et al., 2019). Segundo
a European Food Safety Authority (EFSA) (2007), a Wickerhamomyces anomalus é
definida como um microrganismo seguro para individuos saudaveis, recebendo o
status de Qualified Presumption of Safety (QPS) e classificado em nivel 1 em
biosseguranca (KURTZMAN, 2011; SUNDH; MELIN, 2011).

Wickerhamomyces anomalus é caracterizada por ndo possuir exigéncias
nutricionais complexas e resistir a ambientes hostis por longos periodos, sendo
altamente competitiva. Além disso, pode ser encontrada em habitats amplamente
diversificados, como em plantas, ambientes marinhos, cascas de frutas, sendo
também descrito seu isolamento em intestinos de insetos (HUA et al., 2015; WALKER,
2011).

Atribui-se esta caracteristica ao fato de que a levedura é adaptavel a condicdes
extremas de estresse ambiental, possibilitando o seu desenvolvimento em diferentes
fontes com carbono, nitrogénio e fésforo, em variagdes de pH, baixa atividade de dgua
e oxigénio e alta pressao osmotica (WALKER, 2011).

A capacidade de inibir microrganismos prejudiciais em uma variedade de
habitats, amplo espectro de atividade antimicrobiana e grande estabilidade levaram o
uso de Wickerhamomyces anomalus como um agente de biocontrole, uma vez que
poderia ser classificado como um microrganismo de baixo risco, raramente rastreado
em amostras humanas. Além disso, ja € comprovada in vitro a atividade de
Wickerhamomyces anomalus contra dermatofitos e leveduras patogénicas (GIOVATI
et al.,, 2018). Com isso, a Wickerhamomyces anomalus possui aplicabilidade em
processos da industria alimenticia e biocontrole nas éareas agricola e clinica
(MAGLIANI et al., 1997; PASSOTH et al., 2006; WALKER, 2011).
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O potencial antimicrobiano de leveduras foi descoberto por Hayduck (1909),
enquanto a descoberta das micocinas ocorreu em 1963, por Bevan e Makover. Apés
a descoberta das micocinas produzidas por Saccharomyces cerevisiae, outras
leveduras passaram a ser estudadas e identificadas com o mesmo potencial, como
também vé-se nos géneros: Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Pichia, Williopsis, Zygosacchoromyces, Hansenula, Kloeckera,
Metschnikowia, Rhodothorula, Schwanniomyces, Torulopsis, Ustilago e Zigowilliopsis
(SCHMITT; BREINIG, 2002).

Alguns mecanismos sdo apresentados para justificar a acdo das micocinas
sobre outros microrganismos, sendo eles: alteracdo da permeabilidade da membrana,
inibicdo da replicacdo do DNA e a inibicdo da sintese de parede por B-1,3-glucano
sintetase e hidrolise (-1,3-glucano. Porém muitos mecanismos permanecem
desconhecidos e ainda necessitam de mais estudos (STEWART, 2017). A levedura
em questao, Wickerhamomyces anomalus, é capaz de produzir diferentes grupos de
micocinas com massas moleculares distintas. Ensaios de atividade antimicrobiana
confirmam a capacidade desta levedura killer de agir nas glucanas da parede celular
(CECARINI et al., 2019). O mecanismo de acao ainda nédo plenamente elucidado
descreve atividade sobre a parede celular de leveduras, degradando B-glucanos
através da acao de B-1,3-glucanase (GIOVATI et al., 2018).

O glucano é um importante polimero presente em bactérias e, em abundancia,
em células fungicas. As micocinas do tipo glucanases atuam na hidrélise de 3-1,3-
glucano ou [-1,6-glucano, cujo fendmeno provoca a perda dos componentes
citoplasmaticos e, consequentemente, a morte celular. Como as células de mamiferos
nao possuem este constituinte na membrana, o mecanismo killer torna-se seletivo
para microrganismos. Deste modo, considera-se que este tipo de micocinas sao
minimamente toxicas e de baixa probabilidade de inducdo a resisténcia (1ZGU;
KEPEKCI; 1ZGU, 2011; 1ZGU; ALTINBAY; TURELI, 2007; MIURA et al., 2003;
MUCCILLI et al., 2013; PARIS et al., 2016; POLONELLI et al., 1983).

Até o momento, o fendmeno Killer ja foi descrito por quase cem espécies de
mais de vinte géneros. Outros estudos demonstraram a ac¢do das micocinas
produzidas por diferentes espécies leveduriformes diante de varias cepas de bactérias
dentre elas: Salmonella typhimurium in vitro (FRANCA et al., 2015), Escherichia coli
em camundongos (CHEN et al., 2015), Staphylococcus aureus (CALAZANS et al.,
2021), Acinetobacter baumannii (JUNGES et al., 2020), Enterococcus faecalis,

Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas alcaligenes (BAJAJ;
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RAINA; SINGH, 2013), Listeria monocytogenes (CEUGNIEZ et al., 2015) e de
leveduras Candida albicans (CEUGNIEZ et al., 2015; PARIS et al., 2016; WEILER,;
SCHMITT, 2003) Candida glabrata, Candida krusei (WEILER; SCHMITT, 2003).

Tendo em vista o crescimento de patdgenos resistentes, faz-se necessario o
estudo para descoberta e desenvolvimento de alternativas antimicrobianas. Isso
ocorre a partir de substancias minimamente agressivas, de baixa toxicidade ao
organismo humano e que apresentem niveis ideais de seguranca (PARIS et al., 2016;
YU et al., 2021).

Os antibidticos disponiveis atualmente podem ter efeitos criticos como
fotossensibilidade, ototoxicidade, condrotoxicidade, retinopatia e neuropatias no
organismo do paciente. Ainda, algumas evidéncias mostram que a exposicao continua
aos antibidticos ocasionam efeitos negativos na homeostase intestinal e na barreira
epitelial da pele (YU et al., 2021). Visto que a citotoxicidade das células de mamiferos
a agentes antimicrobianos € uma das limitacdes para a sua aplicacdo (SONG et al.,
2017), é importante avaliar a potencial toxicidade das micocinas. As micocinas sdo
classificadas como tendo nula ou quase nula toxicidade em células humanas. Paris et
al. (2016) avaliaram a toxicidade das micocinas produzidas por W. anomalus em
eritrocitos humanos, concluindo que as micocinas nao foram toxicas para as células
testadas, apresentando hemolise de apenas 5,2%, constatando também que o0s
efeitos téxicos das micocinas foram minimos quando comparados aos efeitos da
Anfotericina B. Esses resultados foram corroborados por Junges et al. (2020), os quais
evidenciaram a baixa toxicidade em teste de hemolise em ensaio com Artemia Salina,
constatando mais uma vez que as micocinas produzidas por W. anomalus ndo séo
toxicas, visto que ndo apresentaram toxicidade nos microcrustaceos. Assim, as
micocinas sdo consideradas substéncias naturais de baixa toxicidade em células
humanas, sendo fortes candidatas ao desenvolvimento de novos antimicrobianos com
grande potencial de aplicacao e interesse para a industria farmacéutica (JUNGES et
al., 2020; NASCIMENTO et al., 2020; PARIS et al., 2016).

Considerando o risco potencial da exposicdo de pacientes em cuidados
intensivos a fungos oportunistas presentes no ambiente, faz-se necessario o
monitoramento periddico para conhecimento da micobiota anemdfila em UTls
Neonatais. Além disso, tendo em vista a resisténcia microbiana em produtos ja
existentes, este trabalho busca analisar a agdo de micocinas como alternativa para

reducédo/controle de fungos anemofilos dos ambientes.
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2. OBJETIVOS

Avaliar a inibicdo de fungos anemofilos coletados nas 4 estagfes do ano em
uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal por micocinas produzidas por

Wickerhamomyces anomalus.

2.1 Objetivos especificos

¢ |solar fungos anemdfilos na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital
Universitario do Oeste do parana através de monitoramento;

e Obter as micocinas presentes no sobrenadante da cultura de
Wickerhamomyces anomalus WA40;

e Dosar a quantidade de B-glucanases no sobrenadante de Wickerhamomyces
anomalus WA40;

¢ Verificar inibicdo de fungos anemofilos em meio sélido contendo micocinas de
Wickerhamomyces anomalus.

e Testar cepas do género Cladosporium spp. frente ao sobrenadante contendo
as micocinas de Wickerhamomyces anomalus WA40 pelo método de

macrodiluicdo em meio liquido.



23

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Monitoramento dos fungos anemoéfilos

3.1.1 Local e periodo da amostragem

Foi realizado um estudo transversal no periodo de setembro de 2021 a agosto
de 2022 na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) Neonatal do Hospital Universitario do
Oeste do Parana (HUOP). O Hospital em questédo possui 10 leitos na UTI Neonatal e
esta localizado no municipio de Cascavel, Parana, ofertando a populacdo da regiao
servicos de alta complexidade nas areas de gestacdo de alto risco, traumatologia,
cirurgia vascular e neurologia. Ele é vinculado a Universidade Estadual do Oeste do
Parand - UNIOESTE para fins de ensino, pesquisa e extensdo, sendo o0s

atendimentos feitos, em sua totalidade, pelo Sistema Unico de Saude - SUS.

3.1.2 Coleta, isolamento e identificagdo

A metodologia empregada para coleta baseou-se na técnica de sedimentacéo
passiva, a partir da exposicdo de placas de Petri (90mm) contendo meio Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) para deposicao de esporos, conidios e outras estruturas
fungicas presentes no ar atmosférico. As placas foram expostas semanalmente
durante 15 minutos no periodo da manh&, a uma altura de 1 metro do chéo e distantes
das paredes, simulando o posicionamento das incubadoras e bercos presentes na
unidade. Em seguida, foram incubadas por 10 dias a 25°C. As col6nias presentes
foram repicadas em tubos contendo ASD para seu isolamento e incubadas por até 10
dias. Para identificacdo dos fungos, foram observados os aspectos macroscopicos
das colbnias, além do aspecto microscépico a partir da estimulacao da esporulacéo

pela técnica de microcultivo entre lamina e laminula coradas por Lactofenol.

3.2Teste para Inibicdo de Fungos Anemofilos

3.2.1 Wickerhamomyces anomalus

A levedura utilizada foi molecularmente identificada como Wickerhamomyces
anomalus WA40 e sua respectiva sequéncia esta depositada no GenBank (KT580792
disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KT580792), sendo anteriormente
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coletada as margens do Lago de Itaipu, localizado no estado do Parana, Brasil e tendo
passado por testes de triagem para verificacao de producéo de micocinas. Atualmente
faz parte da micoteca do laboratorio de micologia do Laboratério de Andlises Clinicas,
Ensino, Pesquisa e Extensdo (LACEPE), sendo armazenada de trés formas: em
geladeira, em temperatura ambiente e congelada. Previamente a producdo das
micocinas, as cepas foram devidamente reativadas por inoculagdo em meio Agar
Sabouraud modificado (agar 2%, peptona 1%, glicose 2%, acido citrico 1,92% e
fosfato de potassio dibasico 3,48%) pH 4,7 + 2°C e incubadas a 32°C durante 48

horas.

3.2.2 Producéao de micocinas de Wickerhamomyces anomalus

A producédo de micocinas de Wickerhamomyces anomalus WAA4O0 foi realizada
de acordo com Paris et al. (2016), na qual as cepas da levedura, previamente
reativadas em agar Sabouraud modificado, foram inoculadas em frascos de Roux com
200 mL de caldo Sabouraud modificado (1% de peptona, 2% de glicose, 1,92% de
acido citrico, 3,48% de fosfato de potassio dibasico, pH 4,7) e incubados a 25°C por
5 dias. Apds este periodo, o caldo foi centrifugado a 6000 rpm/10 min, obtendo o
sobrenadante que, na sequéncia, foi esterilizado por membrana filtrante 0,22 pm e
armazenado a 4°C.

3.2.3 Determinagao da atividade de B-glucanases

A determinagdo de B-glucanases presentes no filtrado do sobrenadante de
cultura de W. anomalus WA40 contendo as micocinas foi realizada de acordo com
Miller (1959) com algumas adaptacoes, utilizando laminarina 1% (obtida a partir da
Laminaria digitata) em tampéao acetato 50 mM, pH 5,0 e curva padréo de glicose. A
reacao foi preparada utilizando 62,5 pL da amostra de sobrenadante de cultura de W.
anomalus WA40 e 125 pL de laminarina. Incubou-se a solugéo a 37°C por 10 minutos.
Apés este periodo, 100 pL da solucédo foram adicionados a 100 pL de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) a fim de parar a reacdo. Para o branco foi utilizada a mesma
solucédo do teste sem a laminarina. Em seguida, as solu¢cdes foram incubadas em
agua fervente por 5 minutos com consequente adicdo de 500 pL de agua. A leitura foi
realizada a 550 nm pelo espectrofotometro. Uma unidade da atividade enzimatica foi

definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol de glicose
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por minuto de reacdo, sendo definida como U/min/mL, conforme as condi¢cdes
descritas.

A quantificacdo de proteinas foi realizada a partir do método baseado na
absorcéo do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250, proposto por Bradford (1976).
Para a preparacdo da reacdo, misturou-se 1 mL do Reagente Bradford com 100 uL
do sobrenadante contendo micocinas de W. anomalus. Deixou-se a mistura em
temperatura ambiente por 5 minutos e, em seguida, leu-se em espectrofotbmetro a
595 nm. A concentragdo total de proteinas foi expressa em mg/mL. A atividade
especifica de B-glucanases foi calculada dividindo a concentracdo da atividade
enzimatica pela concentracdo das proteinas e os valores foram reportados em U/mg.

O ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.4 Teste de inibicdo em meio sdlido

Paralelo ao monitoramento realizado pela técnica de sedimentacéo passiva, foi
também observada a inibicdo dos fungos anemofilos em meio solido contendo
micocinas produzidas por W. anomalus.

Foram preparados meios testes a partir de Agar Sabouraud Dextrose com
sobrenadante de micocinas de W. anomalus contendo 3,4 U/mg de B-glucanases.

Os meios foram vertidos em placas de Petri e expostos por 15 minutos a uma
altura de 1 metro do chao na UTI Neonatal do HUOP.

Na sequéncia, foram mantidos em temperatura ambiente durante 5 a 10 dias.

3.2.5 Atividade antimicrobiana pelo método de macrodilui¢éo

Para o teste de macrodiluicdo, utilizou-se o método M38-A Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para fungo filamentoso com algumas
adaptacdes. O fungo testado foi o mais incidente na UTI Neonatal no periodo estudado
— Cladosporium spp. O fungo filamentoso foi cultivado em ASD em temperatura
ambiente durante 7 dias. O in6culo foi preparado adicionando-se 10mL de solucéo
NaCl 0,9% com 1 gota de Tween 20. A solucéo resultante de conidios e fragmentos
de hifas foi transferida para um tubo de fundo cénico estéril; aguardou-se 10 minutos
para a sedimentacdo de particulas e a suspensdo homogénea superior foi ajustada
para uma densidade optica de 0,069-0,11 (transmitancia de 80-82%) a 625nm. Os

indculos de microrganismos padrao foram ajustados a concentracédo de 103 UFC/mL,
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as solucbes foram homogeneizadas em 10 mL de caldo Mueller Hinton (MH) e
distribuidas (500 pL) em tubos.

O sobrenadante contendo as micocinas foi diluido em 4gua destilada estéril e
adicionado aos tubos (500 L), resultando nas seguintes concentragcbes de [3-
glucanase: 0,13; 0,26; 0,52; 1,05; 2,1 e 4,2 U/mg. As leituras foram realizadas em 48
horas, de modo que a ultima diluicdo, na qual havia inibicdo do crescimento
microbiano, foi tomada como resultado em comparacdo com os controles positivo e
negativo. Aliquotas de 10 pyL foram extraidas dos tubos-resultado e semeadas em
placas contendo ASD para confirmar a completa inibicdo. O teste foi realizado em

duplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Monitoramento de fungos anemaofilos na UTI Neonatal

Sabe-se que a atmosfera interna dos hospitais ndo é isenta de particulas
aerobiologicas (MOLINA et al., 2002). Dessa forma, os resultados deste estudo
demonstram claramente que o ambiente hospitalar €, sem duavida, uma fonte de
microrganismos fungicos capazes de promover reacdes alérgicas e sensibilizagdo de
individuos atdpicos, bem como possiveis infeccfes fungicas das mais diversas
etiologias, corroborando os estudos de micobiota anemdfila feitos por diferentes
autores (FLEISCHER et al., 2006; GONCALVES et al., 2018; LOBATO; VARGAS;
SILVEIRA, 2009; MENEZES et al., 2004; MEZZARI et al., 2003).

Fungos potencialmente patogénicos foram isolados no ambiente e periodo
estudados. Das 52 coletas no ambiente da UTI Neonatal, 43 apresentaram
crescimento de UFCs fungicas, com 213 UFCs no total e 15 géneros identificados —
Aureobasidium spp., Curvularia spp., Emmonsia spp., Geotrichun spp., Fusarium spp.,
Rhizopus spp., Rhodotorula spp., Scedosporium spp., Chrysosporium spp.,
Trichoderma spp., Alternaria spp., Aspergillus spp., Acremonium spp., Penicillium spp.
e Cladosporium spp. Destes, 14 fungos filamentosos e 1 género de levedura —
Rhodotorula spp. O género fungico com maior incidéncia no periodo, com 40% do
total de UFCs isolados, correspondeu ao género Cladosporium spp. (86 UFC),
seguido por Penicillium spp., com 21% (44 UFC). Os géneros Geotrichum spp.,
Emmonsia spp. e Curvularia spp. apresentaram incidéncia de 0,5% em UFCs
isoladas, representadas por apenas 1 UFC cada, identificadas apenas na estacdo da
primavera (Figura 1).

A contaminacdo fungica no ar em UTI Neonatal tem sido um tema pouco
abordado em estudos no Brasil, mas é de grande importancia devido ao aparecimento
de agentes fungicos em infeccdes hospitalares (MALDONADO-VEGA et al., 2014,
RECHIA, 2010). Borba et al. (2021) verificaram a presenca de fungos no ar e
contaminantes da incubadora em uma UTI Neonatal e encontraram Aspergillus spp.,
Cladosporium spp., Candida spp. e Nigrospora spp. Com relacdo ao ambiente
hospitalar, Molina et al. (2002) e Lobato et al. (2009), ao estudarem ambientes
hospitalares e de dispersdo fangica, conseguiram perceber que eventos de

desinfeccdo, ventilagdo e transito de pessoal sdo fatores determinantes para a
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presenca de fungos anemofilos, e em seus estudos verificaram a prevaléncia do

género Cladosporium spp.

Incidéncia De Fungos Anemdfilos (%)

Cladosporium spp. ]
Penicillium spp. |
Acremonium spp.
Chrysosporium spp.
Aspergillus spp.
Alternaria spp.
Rizhopus spp.
Rhodotorula spp.
Trichoderma spp.
Fusarium spp.
Aureobasidium spp.
Scedosporium spp.
Geotrichum spp.
Emmonsia spp.
Curvularia spp.

I
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Figura 1 Incidéncia de fungos anemdfilos identificados representados em porcentagem.

O Cladosporium spp., fungo demaceo, contém melanina em suas paredes
celulares, o que Ihes confere uma coloracdo escura em seus esporos e hifas, mais
frequentemente associada a viruléncia do microrganismo (HOFFMANN et al., 2011).
Embora a maior prevaléncia de Cladosporium spp. seja verificada no ar atmosférico,
também foi verificado seu isolamento em ambientes de ar interno, e sua ocorréncia
como uma das mais prevalentes em ambientes hospitalares (GONCALVES et al.,
2018; MARTINS-DINIZ et al., 2005; ZOPPAS; VALENCIA-BARRERA; FERNANDEZ-
GONZALES, 2011). Ainda que as espécies de Cladosporium sejam raros patégenos
humanos, elas estdo envolvidas em infecgbes de pele, feohifomicoses e infec¢des
pulmonares (DO NASCIMENTO et al., 2019), algumas delas apresentando piora
significativa, o que pode representar um risco enorme para 0S pacientes
hospitalizados. Estudos adicionais também observaram a presenca de Cladosporium
spp. como um dos principais poluentes atmosféricos em ambientes hospitalares
(LOBATO; VARGAS; SILVEIRA, 2009; MALDONADO-VEGA et al., 2014).

A estacdo com maior quantidade de UFCs isoladas foi o outono (73 UFC), com
predominancia de Penicillium spp. (42% - 31 UFC). O veréo foi a estacdo com menor
namero de géneros identificados: Alternaria spp., Acremonium spp., Aspergillus spp.,

Chrysosporium spp., e Cladosporium spp., com Cladosporium spp. 0 mais incidente,
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20 UFC (65%). Na primavera, 12 géneros diferentes foram identificados, sendo a
estacdo com a maior variedade fungica, tendo Cladosporium spp como a mais
incidente, seguida de Penicillium spp., 9 UFC (18%) (Tabela 1).

Tabela 1 Incidéncia de fungos anemofilos por estacdo do ano.
Distribuicdo Incidéncia por Estacdo do Ano

Géneros Inverno Outono Primavera Verao
Identificados UFC % UFC % UFC % UFC %
Acremonium spp. 5 8 7 10 3 6 - -
Alternaria spp. 7 12 1 1 4 8 2 6
Aspergillus spp. - - 9 12 - - 5 16
Aureobasidium spp. 2 3 - - 1 2 - -
Chrysosporium spp. 10 17 2 3 2 4 - -
Cladosporium spp. 30 51 15 21 21 42 20 65
Curvularia spp. - - - - 1 2 - -
Emmonsia spp. - - - - 1 2 - -
Fusarium spp. - - 1 1 2 4 - -
Geotrichum spp. - - - - 1 2 - -
Penicillium spp. - - 31 42 9 18 4 13
Rhodotorula spp. - - 6 8 - - - -
Rizhopus spp. 5 8 1 1 - - - -
Scedosporium spp. - - - - 2 4 - -
Trichoderma spp. - - - - 3 6 - -
Total 59 100 73 100 50 100 31 100

Como consequéncia da relacdo que os processos aerobiolégicos mantém com
a atmosfera, os fatores meteoroldgicos influenciaram significativamente o
comportamento das particulas bioldgicas aéreas. (ZOPPAS; VALENCIA-BARRERA;
FERNANDEZ-GONZALES, 2011). No estudo de Silva et al. (2017), a estacdo da
primavera apresentou maior variedade e concentracdo de fungos (SILVA et al., 2017),
ao contrario do que foi descrito por Menezes et al. (2004), que relatou que a temporada
de verdo foi a que apresentou o maior numero de géneros isolados (MENEZES et al.,
2004). Essa diferenca esta relacionada aos aspectos climaticos de cada regido, bem
como a metodologia empregada para o isolamento dos microrganismos em cada
estudo (BRENIER-PINCHART et al., 2009).

Outros estudos trazem a sazonalidade como principal influéncia no nimero de
esporos e conidios de fungos em suspensdo ou 0s géneros/espécies de fungos
predominantes (GNIADEK et al., 2010; MACEDO et al., 2013; MARTINS-DINIZ et al.,
2005; PARK et al., 2013; QUADROS et al., 2009; SALES et al., 2011). Sales et al.
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(2011) isolaram o maior numero de fungos na estacéao do inverno, enquanto Boff et al.
(2013) relataram uma concentracdo fungica significativamente maior no outono em
comparagao com o verao e a primavera.

Neste estudo, foram realizados testes preliminares para avaliar a variacdo entre
turnos (manha e tarde), e foi notado que nao houve variacdo (dados ndo mostrados).
Gniadek et al. (2010) relataram que o numero de fungos nas amostras da manha
superou o0 das amostras noturnas, com contagens meédias que variaram de 50 a 2370
UFC/m3. Esses achados assemelharam-se ao achado de Macedo et al. (2013), que
também verificaram que os fungos prevaleceram no periodo da manha. Eles
atribuiram esse achado a limpeza diaria, que ocorria nesse periodo e causava maior
numero de particulas suspensas no ar. Em contraste, Martins-Diniz et al. (2005)
descrevem que o periodo propenso a maior quantidade de esporos fangicos no ar foi
a tarde, devido ao maior nimero de individuos circulando nestes horarios. Quadros et
al. (2009) descreveram resultados semelhantes, os quais indicaram que a
concentragdo fungica no ar interno das UTIs foi maior no periodo da tarde (86—62
UFC/m3 comparado a manha - 191-351 UFC/m3).

Park et al. (2013), que analisaram o ar interno de seis hospitais na Coreia,
apresentaram maior concentracdo de esporos de fungos no ar a partir das 16h com
pico as 17h. No entanto, em média, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre o verdo e o outono. Outros fatores como temperatura do ar, umidade e o nimero
de pessoas circulantes também influenciam no nivel de fungos (PARK et al., 2013).
No entanto, Qudiesat et al. (2009), Macedo et al. (2013), EI-Sharkawy e Noweir (2014),
e Souza et al. (2019) apontaram que, dentre todos os fatores, a presenca humana
contribuiu significativamente para a diversidade fungica observada no ar interno dos
hospitais. No caso particular da UTI Neonatal, a presenca das maes e do corpo clinico
contribui para esse aumento (MACEDO et al., 2013).

4.2 Inibicdo de fungos anemofilos por micocinas de Wickerhamomyces

anomalus

4.2.1 Determinagao da atividade de B-glucanases

A parede celular dos microrganismos € constituida por polissacarideos, como
0os B-glucanos. As B-glucanases podem ativar um sistema de lise celular e atuar

hidrolisando e degradando as glucanas, incluindo B-1,3;1,6-glucanos, presentes na
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parede celular de alguns microrganismos (BIEIECKI; GALAS, 1991; ROSSETO et al.,
2022). Um estudo de Tay et al. (2014) confirmou a presenga de B-glucanases em
micocinas produzidas por W. anomalus, por isso a determinacdo da sua atividade
implica em sua capacidade de destruir células de microrganismos patogénicos.

Neste estudo, a atividade especifica de B-glucanases obtida a partir da cultura
de W. anomalus WAA40 foi de 4,2 U/mg. Rosseto et al. (2022) obtiveram, com o mesmo
estudo, a quantidade de 2,47 U/mg. Ja Calazans et al. (2021), relataram 0,40 U/mg
de atividade especifica em micocinas produzidas por W. anomalus. A disparidade na
producgao de B-glucanases pode estar relacionada a cepa e otimizacao de cultivo, bem
como as condi¢cbes de cultivo, pH, temperatura, densidade do in6culo e tempo de
incubacao.

4.2.2 Atividade antimicrobiana em meio sélido

O teste do meio sélido foi realizado para avaliar a atividade antifingica das
micocinas produzidas por W. anomalus.

A placa controle e a placa teste foram submetidas a exposicdo em tempos
iguais. Na Figura 2, pode-se observar na placa controle o crescimento dos fungos ali
sedimentados (lado A); na placa teste (lado B), houve a adicdo do sobrenadante
contendo micocinas de WA40 (concentragdo de 3,4 U/mg de B-glucanases) no meio
de cultura, verificando, dessa forma, a inibicéo total de fungos anemdfilos.

A realizacdo do teste de atividade antimicrobiana em meio sélido € um método
bastante efetivo, pois oferece uma leitura visual da acdo das micocinas sobre o
microrganismo testado. Isso foi demonstrado no trabalho de Junges et al. (2020), que
verificaram a inibicdo total de cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii
isoladas de amostras biolégicas humanas, e na pesquisa de Calazans et al. (2021),
em que pode ser vista a inibicdo de cepas de Staphylococcus aureus isolados de
carnes. Ambos os resultados ocorreram devido a presenca de micocinas de W.
anomalus no meio de cultura. Neste estudo, as cepas testadas apresentaram inibicdo
no crescimento quando inoculadas no meio de cultura contendo 3,4 U/mg de B-

glucanases.
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Figura 2 Atividade antimicrobiana de micocinas em meio sélido. (A) Meio de cultura Agar Sabouraud.
(B) Meio de cultura acrescido de 3,4 U/mg de B-glucanases obtidas a partir de W. anomalus WA 40
sem crescimento fangico.

4.2.3 Atividade antimicrobiana pelo método de macrodiluicdo em caldo

O teste de macrodiluicéo foi realizado para determinar a concentragao inibitoria
minima de B-glucanases presentes no sobrenadante de W. anomalus WA40, capaz
de impedir o crescimento de cepas de Cladosporium spp. A Figura 3 demonstra a
inibicao quando usada a concentragao de 4,2 U/mg de B-glucanases. Para realizar a
leitura foi observada a turvagéo do caldo de modo que a ultima diluicdo, na qual houve

inibicdo do crescimento microbiano, foi tomada como resultado.

Pl - ””Aml!:’wﬁﬂ.m:

Concentracao de B-glucanases em U/mg

Figura 3 Leitura do teste de macrodiluigdo mostrando a turvagéo flngica nas concentragdes de [3-
glucanases nas quais ocorreram o crescimento de cepas de Cladosporium spp.
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Os resultados mostraram que as micocinas presentes no sobrenadante de
WAA40 na concentragao 4,2 U/mg de B-glucanases foram capazes de inibir em 100%
(40/40) das cepas de Cladosporium spp. testadas. Ao utilizar a concentragao 2,1
U/mg, 35% (14/40) das cepas apresentaram sensibilidade; ja na concentracédo 1,05
U/mg, apenas 5% (2/40) das cepas foram suscetiveis ao sobrenadante de W.

anomalus WA 40. Nas demais concentracdes, ndao houve inibicdo das cepas.
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o

Figura 4 Teste de susceptibilidade de Cladosporium spp. frente as micocinas de
Wickerhamomyces anomalus presentes no sobrenadante de WA40 em diferentes concentragdes de f3-
glucanases.

Menezes et al. (2022) consideraram o teste de diluicido em caldo como de baixo
custo e facil execucao. Isso se deu ao testarem a susceptibilidade de Cladosporium
sphaerospermum Penz frente ao Citral. Paris et al. (2016), que relataram que as
micocinas apresentaram atividade antimicrobiana, por meio do teste em microdiluicéo
em caldo, quando testadas sobre leveduras de Candida albicans. Neste estudo, por
meio do teste de macrodiluicdo em caldo, foi verificado que as cepas de Cladosporium
spp. foram inibidas pelas B-glucanases presentes no sobrenadante do cultivo de W.

anomalus.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram evidentemente que ambientes
hospitalares, especialmente a Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, consistem, sem
davida, em fontes de microrganismos fungicos potencialmente patogénicos durante
as 4 estacgdes do ano.

Além disso, concluimos que as micocinas produzidas por W. anomalus (WA40)
tiveram acao inibitéria em todos os fungos anemdfilos isolados da UTI Neonatal em
meio solido, e isso pode ser atrelado a agdo das B-glucanases. Assim, podemos
afirmar que essas micocinas possuem um potencial farmacoldgico antimicrobiano,
podendo futuramente ser utilizadas em formulagdes para o controle da qualidade do
ar em ambientes internos, especialmente aqueles destinados ao atendimento ao

paciente.
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