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RESUMO 

 

Uma das formas de se realizar estudos epidemiológicos de dispersão de patógenos 

é pela discriminação intra-específica (biotipagem) desses microrganismos em 

subgrupos (biotipos). Métodos fenotípicos que permitem a discriminação de 

linhagens clínicas são almejados principalmente pela facilidade de execução e por 

terem menor custo, quando comparados com os métodos moleculares. O sistema 

killer, baseado em padrões de sensibilidade à toxina, pode representar uma 

ferramenta simples, barata, sensível e reprodutível para biotipagem de 

microrganismos de importância clínica. Neste estudo, foi pesquisada a presença 

deste fenótipo em 595 isolados de alimentos e de fontes ambientais, de onde foram 

selecionadas 32 cepas para testes de identificação molecular, caracterização 

genética do fenótipo killer, caracterização morfológica do mecanismo de ação da 

toxina e aplicação em painéis de biotipagem. A linhagem KYQU89 (CBS10423), 

proveniente de queijo, foi detectada como uma espécie nova, com seqüência idêntica 

a dois isolados killer oriundos de insetos. As três linhagens demonstraram ser 

relacionadas ao clado Ovoides no gênero Trichosporon, sendo caracterizadas por 

sequenciamento da região D1/D2 do rDNA , da região interespaçadora ITS e perfil 

bioquímico. A espécie nova foi denominada Trichosporon insectorum. Vinte 

linhagens killer foram selecionadas para compor um painel de biotipagem sobre cem 

isolados clínicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A 

partir dos padrões de sensibilidade à toxina, foi gerado um dendrograma 
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demonstrando a total discriminação das linhagens. A ação letal da toxina sobre as 

células destas duas espécies de Cryptococcus foi observada por microscopia 

eletrônica de varredura e óptica, evidenciando que não houve a formação de poros 

na parede celular, mas sim uma provável interferência no ciclo celular da célula. Da 

mesma forma, um painel de 11 linhagens killer selecionadas foi utilizado para a 

biotipagem de cepas multi-resistentes de Staphylococcus epidermidis, provenientes 

de dois hospitais em Porto Alegre, RS, também sendo capaz de discriminá-las 

totalmente. 
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ABSTRACT 

  

One of the forms of performing epidemiological studies of dispersion of pathogenic 

microorganisms is by means of intra-specific discrimination (biotyping) of these 

microorganisms in sub-groups (biotype). Phenotypic methods that allow the 

clinical discrimination of strains are needed, especially because they are easy 

to perform and have low cost, when compared to molecular methods. The killer 

system, based on patterns of sensitivity towards the toxin, can represent a 

simple, cheap, sensible and reproductive tool for biotyping of microorganisms 

of clinical importance. In our study, the presence of this phenotype was 

evaluated in 595 isolates from natural environments and food and 32 killer 

strains were selected for molecular identification, genetic characterization of 

killer phenotype, morphologic characterization of the mechanism of action, and 

application in biotyping panels. The strain KYQU89 (CBS10423), isolated from 

cheese, was found to be a new species, with D1/D2 sequence identical to two 

killer isolates from insects. The three strains were shown to be related to the 

Ovoides clade of the genus Trichosporon, and were characterized 

bysequencing of the D1/D2 region of the LSU rDNA and physiological profiles 

the new species was called Trichosporon insectorum. Twenty killer strains were 

selected to compose a panel of biotyping against one hundred clinical and 

environmental isolates of Cryptococcus neformans and Cryptococcus gattii. Based 
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on the killer sensitivity patterns, a dendrogram demonstrating the total 

discrimination of the strains was done. The lethal action of the toxin on the cells 

of Cryptococcus was observed by means of optical and scanning electron 

microscopy, showing that there was no formation of pores on the cell surface of 

the sensitive cells in contact with the toxins, but a probable interference in the 

cell cycle. In the same way, a panel of 11 selected killer strains was used for 

the biotyping of multi-resistant Staphylococcus epidermidis strains, provenient 

from two hospitals in Porto Alegre, RS, being also capable of discriminating all 

the strains. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

Leveduras são organismos pertencentes ao reino Fungi, possuindo 

características típicas dos fungos como presença de parede celular rígida, núcleo 

organizado com membrana nuclear (célula eucariótica), aclorofilados, nutrição 

heterotrófica através de absorção dos nutrientes, reprodução sexuada através de 

células especializadas denominadas esporos, e ausência de motilidade, entre outras. 

Se diferenciam dos demais fungos por possuírem um talo predominantemente 

unicelular, realizarem a reprodução assexuada por brotamento ou fissão e não 

formarem corpos de frutificação (KURTZMAN & FELL, 1998). Os microrganismos 

considerados como leveduras são encontrados nos filos Ascomycota e 

Basidiomycota e entre os fungos mitospóricos, anteriormente denominados 

Deuteromycetes (sem reprodução sexuada conhecida), constituindo um grupamento 

artificial (HAWKSWORTH et al., 1995). Geralmente são encontrados em folhas, 

frutos, grãos de cereais e outros substratos contendo açúcares, mas também podem 

ser isolados do ar, do solo, de águas de lagos, rios e mares; da pele e do intestino de 

animais, incluindo associações com insetos (KURTZMAN & FELL, 1998).  

  

Leveduras killer 

Leveduras micocinogênicas, ou leveduras killer, secretam toxinas 

denominadas de toxinas killer ou micocinas que são letais a outras espécies de 

leveduras e também para outros microrganismos, como fungos filamentosos, 

bactérias cocóides gram-positivas, Mycobacterium tuberculosis e Pneumocystis 
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jiroveci (GOLUBEV, 2006). Este comportamento foi observado pela primeira vez há 

40 anos em linhagens de Saccharomyces cerevisiae por BEVAN & MAKOWER 

(1963), sendo atualmente relatado em mais de 100 espécies de vinte gêneros 

distintos, inclusive em várias cepas de mesma espécie, tais como em Cryptococcus 

laurentii, Pichia membranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa e S. cerevisiae 

(MAGLIANI et al., 1997; GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006).  

As toxinas killer ou micocinas, são proteínas ou glicoproteínas de baixa massa 

molecular, que atuam sobre as células sensíveis de outros microrganismos sem o 

contato direto célula-célula, mas já sabidamente com um mecanismo específico de 

ação, incluindo receptores da parede e membrana celular das leveduras sensíveis. 

Apesar destas toxinas poderem inibir outros microrganismos além das leveduras, 

não há ainda uma correta compreensão dos mecanismos farmacodinâmicos de 

interação com procariotos ou outros eucariotos (GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006). 

Com exceção de Zygosaccharomyces bailii, as leveduras micocinogênicas são 

imunes a ação de sua própria toxina, mas podem ser suscetíveis a toxinas 

produzidas por outras espécies (SCHMITT & BREINIG, 2002; 2006). Como 

mencionado anteriormente, o fenótipo killer foi observado pela primeira vez em S. 

cerevisiae por BEVAN & MAKOWER (1963) que propuseram que determinadas 

linhagens de S. cerevisiae podiam ser classificadas em um dos três fenótipos: killer, 

sensível e neutro (que nem secretam toxinas killer e nem são sensíveis à sua ação). 

Quando células killer e sensíveis cresciam eram inoculadas simultaneamente em 

uma mesma cultura, uma grande proporção das células sensíveis morria (MAGLIANI 

et al., 1997; GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006). 
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No habitat natural, esta toxina pode conferir uma grande vantagem na 

competição com leveduras sensíveis por facilitar o acesso a nutrientes disponíveis no 

substrato (FREDLUND et al., 2002), embora o seu papel em ambientes naturais não 

esteja bem elucidado. Sabe-se ao certo que é um mecanismo de competição, 

podendo causar a exclusão de indivíduos ou populações sensíveis. O papel 

ecológico do fenótipo killer tem sido extensivamente estudado em comunidades de 

leveduras associadas a plantas e alimentos, os mais importantes habitats para as 

leveduras micocinogênicas (GANTER & STARMER, 1992; MAGLIANI et al. 1997; 

GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006). Leveduras killer podem ser isoladas de várias 

fontes, entretanto ocorrem mais frequentemente em habitats com alta densidade 

populacional, onde há necessidade de um mais intenso processo de competição 

ecológica. Nestes nichos, as leveduras killer possuem um maior espectro de 

atividade contra microrganismos de outros habitats, indicando claramente que o 

fenótipo killer possui uma importante função em defender o nicho ecológico ocupado 

contra microrganismos “invasores” que requerem os mesmos nutrientes e, portanto, 

podem ocupar o mesmo nicho. Em outras palavras, a atividade killer ou 

micocinogênica possui uma função na manutenção da composição da comunidade 

através da exclusão de microrganismos competidores (GANTER & STARMER, 1992; 

GOLUBEV et al., 2002, FREDLUND et al., 2002; GOLUBEV, 2006). 

A expressão da atividade killer é influenciada por várias variáveis, como pH do 

meio, temperatura de incubação ou tratamento, composição e propriedades físico-

químicas do meio e concentração de células sensíveis. Entretanto, a mais importante 

condição é o pH do meio de cultura. A atividade killer é expressa sob condições 
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ácidas, usualmente pH 3 a 6, mas, como regra, as toxinas killer possuem maior 

atividade em pH 4,5 (CRISEO et al.,  1999; FUENTEFRIA et al., 2006; BUZZINI et 

al., 2007). Além disso, a adição de glicerol no meio de cultura (5-15%) produz um 

aumento das zonas de inibição nas linhagens produtoras testadas, assim como nas 

leveduras killer halotolerantes, nas quais a adição de NaCl de 4 a 12% fornece uma 

condição ótima de atividade (LLORENTE et al., 1997). Por causa de sua natureza 

protéica, as toxinas killer são inativadas em altas temperaturas e apresentam um 

decréscimo de atividade em função do tempo, característica semelhante ao 

encontrado com as bacteriocinas, toxinas procarióticas com características 

moleculares e aplicação final semelhante (MAGLIANI et al., 2004; GOLUBEV, 2006). 

Também da mesma forma que as bacteriocinas, as toxinas killer são mais estáveis 

em meios sólidos do que em meios líquidos, e a agitação pode causar sua inativação 

em função da alteração das estruturas secundárias protéicas ligadas à porção 

glicosídica. A concentração das células sensíveis no meio de cultura pode influenciar 

a sensibilidade do bioensaio; por exemplo, quando a camada de células espalhadas 

no meio de cultura é muito densa, o halo inibitório é menor do que esperado ou pode 

até se tornar indetectável (KURTZMAN & FELL, 1998; GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 

2006).  

As toxinas killer podem ser classificadas em três grupos: a) protéicas ou 

glicoprotéicas de massa molecular acima de 5 kDa, mais comuns, onde a K1 é a 

mais estudada; b) microcinas e c) glicolipídeos.  

As microcinas, glicoproteínas com massa molecular de aproximadamente 1 

kDa, termoestáveis e resistentes a proteases, produzidas principalmente por 
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leveduras basidiomicéticas, receberam essa denominação devido por analogia à 

baixa massa molecular das bacteriocinas (GOLUBEV & SHABALIN, 1994; 

PUCHKOV et al., 2001; PUCHKOV et al., 2001). Essas toxinas glicolipídicas não 

possuem a porção protéica ligada ao radical glicosídico, mas sim com uma porção 

lipídica, sendo consideradas como agentes emulsificantes com poder antimicrobiano, 

descritos em Cryptococcus humicola (PUCHKOV et al., 2002), Pseudozyma 

flocculosa (CHENG et al., 2003), P. fusiformata (GOLUBEV et al., 2001) e 

Sympodiomycopsis paphiopedili (GOLUBEV et al., 2004). Assim como ocorre com as 

toxinas killer glicoprotéicas, a sua atividade antifúngica ocorre sob condições ácidas; 

mas sua especificidade de ação é completamente distinta. O padrão de atividade 

killer desse tipo de toxina não é taxonomicamente específico, e por esta razão, não 

se aplica, por exemplo, para perfil de biotipagem (GOLUBEV et al., 2004; GOLUBEV, 

2006).  

    Quanto ao modo de ação das leveduras killer em geral, o mecanismo nas 

células sensíveis ocorre em duas fases: a ligação ao receptor de membrana e o 

efeito específico dentro da célula após a translocação da toxina. Vários mecanismos 

têm sido propostos para esta segunda fase: aumento da próton-permeabilidade na 

membrana citoplasmática, provocando ruptura com perda de íons potássio, ATP e 

outros componentes intracelulares; inibição da síntese de DNA; bloqueio do ciclo 

celular e inibição da síntese de componentes da parede celular como β-1,3-glicana, 

β-1,6-glicana, α-1,3-manose ou quitina (CASTORIA et al., 2001; SANTOS et al., 

2002; SANTOS & MARQUINA, 2004; GOLUBEV, 2006). O efeito descrito para as 
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toxinas K1 e K28 secretadas por S. cerevisiae, por exemplo, está relacionado com a 

indução de uma atividade anormal dos canais iônicos com a formação de poros e 

inibição da síntese de DNA na fase G1/S, respectivamente, o que resulta na morte 

da célula por perda de íons ou por apoptose. Por sua vez, a toxina secretada por 

Kluyveromyces lactis interfere na fase G1 do ciclo celular, enquanto que a micocina 

secretada por Williopsis saturnus var. mrakii inibe a síntese da β-1,3-glicana 

(GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006).  

A diferença entre esses mecanismos depende sobretudo da base genética do 

sistema killer: cromossômico ou citoplasmático. Muito mais atenção tem sido dada 

aos elementos genéticos extra-cromossomais, como os vírus de RNA de fita dupla 

(dsRNA) e os plasmídios de DNA de fita dupla linear (dsDNA), responsáveis pela 

maioria dos fenótipos micocinogênicos. Os vírus dsRNA associadas a esse fenótipo 

são classificadas no gênero Totivirus, família Totiviridae (WICKNER, 1996; 

SCHIMITT & BREINIG, 2002). As toxinas killer com base genética extracromossomal 

são codificadas por diferentes virus dsRNA satélites, denominados M, que dependem 

de outro grupo de vírus dsRNA “helper”, denominados L-A. Esse segundo grupo, 

codifica as proteínas do capsídeo viral (Gag C) e a polimerase responsável pela 

replicação de ambos os tipos de vírus (C Pol), o vírus dsRNA M e o dsRNA L-A. 

Portanto, de acordo com o esquema ilustrado na figura 1; inicialmente o vírus ssRNA 

L-A replica-se tornando-se dupla fita (dsRNA) e após os processos de transcrição e 

tradução codificantes das proteínas do capsídeo, ocorre a formação do capsômero 
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do víruas ssRNA M. Este por sua vez, após seu processo de replicação, trancrição e 

tradução (e modificações pós-traducionais), codifica a toxina killer ativa. 

 

 

   Figura 1. Sistema de replicação dos vírus de dsRNA em leveduras killer 

fundamental para a expressão do gene codificante da toxina. 

 

A cura das partículas virais nessas leveduras killer, através de tratamentos por 

choque térmico, radiação ultravioleta, com brometo de etídio, cicloheximida ou 

corantes mutagênicos, resulta na perda da atividade micocinogênica e da imunidade 

para a sua própria toxina. Linhagens micocinogênicas associadas a plasmídeo 

(dsDNA) também perdem seu fenótipo de atividade e imunidade em processos de 

cura, como se observou na levedura K. lactis (SCHAFFRATH & BREUNIG, 2000; 
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GOLUBEV, 2006). O sistema de codificação genético para toxinas killer glicolipídicas 

até então foi apenas descrito como controlado por genes cromossomais, visto que 

material genético citoplasmático nunca foi detectado em espécies que secretam este 

tipo de micocina (CHENG et al., 2003).  

Os dois mais bem estudados sistemas killer são o de S. cerevisiae e de K. 

lactis. A primeira por representar a espécie mais usada como modelo de 

manipulação genética de expressão de genes com interesse em organismos 

eucarióticos superiores. A segunda, K. lactis, por ser também de fácil manipulação 

genética, mas principalmente, por ser filogeneticamente distante de S. cerevisiae, o 

que permite uma melhor comparação da expressão de genes homólogos em ambas 

as espécies (MAGLIANI et al., 1997; GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006).  

 

Sistema killer em Saccharomyces cerevisiae  

O mais bem elucidado sistema killer é o de S. cerevisiae. Três virus dsRNA 

são descritos como (ScV-M1, ScV-M2 and ScV-M28), cada um codificando uma 

toxina específica (K1, K2 and K28, respectivamente) e um componente que mantem 

a auto-imunidade (L-A). Em cada caso, o fenótipo killer requer a presença de dois 

vírus dsRNA diferentes: um vírus dsRNA L-A “helper” e os vírus dsRNA M (1,8, 1,5, e 

1,9 kb) que codificam a toxina killer. In vivo, os genomas dsRNA são encapsidados 

separadamente em partículas virais (VLPs) que se mantém estáveis no citoplasma 

das células de leveduras infectadas. O vírus L-A vírus sozinho não confere um 

fenótipo em seu hospedeiro e são vírus com replicação autônoma independente 
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(CASTON et al., 1997; WICKNER, 1996; SCHMITT et al., 1996; SCHIMITT & 

BREINIG, 2002, NOVOTNÁ et al., 2004).  

As toxinas killer também podem ser codificadas por genes nucleares 

produzindo toxinas denominadas KHR (termoestável) e KHS (termosensível), 

monômeros de 20 e 75 KDa, respectivamente (WICKNER, 1996; SCHMITT et al., 

1996; MAGLIANI et al., 1997; BARTUNEK et al., 2001; BREINIG et al., 2002; 

FLEGELOVÁ et al., 2002, GOLUBEV, 2006).   

Cada toxina K1, K2 e K28 é sintetizada como uma pré-toxina que sofre 

modificações pós-traducionais resultando numa toxina matura e ativa. Dentre essas 

três toxinas, a K1 é a mais estudada quanto a sua síntese e mecanismo de ação nas 

células sensíveis. Estruturalmente, é um heterodímero de 19kDa (sub-unidades alfa 

de 9,5 kDa e beta de 9 kDa) derivado de uma pré-toxina de 42 kDa, com domínios 

alfa, beta e gama. Uma vez sintetizada, essa pré-toxina vai para o retículo 

endoplasmático, onde passa por modificações pós-traducionais e forma o 

heterodímero ativo pronto para secreção. As toxinas K2 e K28 possuem estrutura e 

mecanismos de síntese semelhantes a K1, sendo ambos heterodímeros ativos após 

processamento de uma pré-toxina codificada pelos vírus M satélites (SCHMITT et al., 

1996; MAGLIANI et al., 1997, BARTUNEK et al., 2001, BREINIG et al., 2002; 

NOVOTNÁ et al., 2004).  

Quanto ao mecanismo de ação, as toxinas K1, K2 e K28 requerem uma 

ligação inicial com um receptor de membrana específico (β-1,6-glicana no caso das 

toxinas K1 e K2, e manoproteína no caso da toxina K28), dependente das condições 
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ótimas de pH (4,6) e da concentração da toxina no sítio de ligação. O segundo 

passo, no caso das toxinas K1 e K2, é a interação da toxina com a membrana 

plasmática da célula sensível, momento responsável pela ação letal da toxina sobre 

a célula, pois atua alterando o potencial de membrana e provocando a perda de íons 

e ATP. A toxina K28 atua sobre o ciclo celular da célula alvo, especificamente na 

fase G1/S, impedindo a segregação do DNA da célula mãe para a célula filha no 

processo de divisão assexuada por brotamentos, com posterior apoptose da célula, 

enquanto a toxina K1 ativa canais de íons na membrana citoplasmática formando 

poros que, por sua vez, provocam a perda de prótons, íons e ATP (WICKNER, 1996; 

SCHIMITT & BREINIG, 2002, GOLUBEV, 2006; BUZZINI et al., 2007).  

 

Sistema killer em Kluyveromyces lactis  

O sistema killer associado a linhagens de K. lactis não é codificado por 

dsRNA, nem por genes cromossomais, mas por plasmídeos de dsDNA linear. Cada 

cepa killer contém cerca de 50 a 100 cópias por célula de cada um dos dois 

plasmídeos lineares denominados pGKL1 (k1) e pGKL2 (k2), respectivamente 8.874 

kb e 13.447 kb.  

K. lactis secreta uma holoenzima glicoprotéica heterotrimérica (α de 99 kDa, β 

de 30 kDa e γ  de 27,5 kDa), denominada de zimocina, que inibe um grande número 

de espécies sensíveis do gênero Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces, 

Torulopsis e Zygosaccharomyces, bem como cepas não-killer de K. lactis 

(MEINHARDT et al., 1997; MAGLIANI et al., 1997; SCHAFFRATH & BREUNIG, 
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2000; SCHMITT & BREINIG, 2002; GOLUBEV, 2006). A toxina heterotrimérica, 

composta na realidade de um polipeptídeo glicosilado α, e dois não glicosilados β e γ, 

quando matura, interrompe de modo irreversível o ciclo de divisão celular na célula 

sensível, especificamente na fase G1. As células tratadas com a toxina mantêm seu 

potencial de membrana, ao contrário de outras toxinas killer que atuam como 

ionóforos.  

Entretanto, somente a subunidade γ parece estar envolvida neste mecanismo. 

A subunidade α apresenta uma atividade quitinolítica, permitindo que a subunidade γ 

penetre na célula e atue no núcleo; por sua vez, a subunidade β, parece atuar em 

conjunto com a subunidade α e também no processo de ligação ao receptor de 

quitina na célula. Células de S. cerevisiae tratadas com zimocina não apresentaram 

morte celular por formação de poros (o que indicaria a ação ionófora), mas sim 

impedimento da reprodução assexuada por brotamento, o que caracteriza um efeito 

específico sobre o ciclo celular na fase G1 (GOLUBEV, 2006). A produção e o 

mecanismo de ação da zimocina são muito semelhantes à toxina K28 secretada por 

S. cerevisiae, onde há a necessidade de ligação inicial com glico-receptores na 

parede da célula sensível com posterior carreamento da sub-unidade ativa da toxina 

para o citoplasma da célula alvo (SCHAFFRATH & BREUNIG, 2000; SCHMITT & 

BREINIG, 2002).  

A imunidade de K. lactis killer é estritamente relacionada com a manutenção 

do plasmídeo k1. Experimentos mostram que isolados livres do plasmídeo k1, mas 

ainda com cópias ativas do plasmídeo k2, são sensíveis à zimocina e indistinguíveis 
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fenotipicamente de outras cepas de K. lactis livres de plasmídeos (MAGLIANI et al., 

1997; SCHAFFRATH & BREUNIG, 2000).  

 Na Tabela 1, modificada de BUZZINI et al., (2007) e GOLUBEV (2006), estão 

mostradas as principais características das toxinas killer estudadas até o momento. 
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Tabela 1. Principais características das toxinas killer mais investigadas. 

Espécie killer Linhagem Toxina
Base 

genética 
Massa 
(kDa) 

Receptor Mecanismo de ação 

Cystofilobasidium 

infirmominiatum 
VKM Y-1265 ND* dsRNA 15 ND ND 

Debaryomyces hansenii CYC 1021 ND Cromossomal 23 β-(1,6)-glicana ND 
Hanseniaspora uvarum 470 ND dsRNA 18 β-(1,6)-glicana ND 
Kluyveromyces marxianus NCNYC 587 K6 ND 42 ND ND 
Kluyveromyces lactis  AWJ137 ND plasmídio 156 Quitina Inibição do ciclo celular na fase G1 

Pichia acaciae NRRLY-18665 ND dsRNA 187 Quitina Inibição do ciclo celular na fase G1 

Pichia anômala WC 65 WC65 Cromossomal 83 β-glicana ND 

Pichia farinosa KK1 SMKT Cromossomal 14 ND 
Aumento da permeabilidade de íons na 

MCa 

Pichia inositovora NRRLY-18709 ND dsRNA >100 ND ND 

Pichia kluyveri 1002 ND Cromossomal 19 ND Formação de canais de íons 

Pichia membranifaciens CYC 1106 ND Cromossomal 18 β-(1,6)-glicana Formação de canais de íons 

Saccharomyces cerevisiae KL88 K1 dsRNA 19 β-(1,6)-glicana Formação de canais de íons 

Saccharomyces cerevisiae 
NCYC 713 K2 dsRNA 21.5 β-(1,6)-glicana 

Aumento da permeabilidade de íons na 

MCa 

Saccharomyces cerevisiae CBS 8112 K28 dsRNA 21 Manoproteínas Inibição do ciclo celular na fase G1/S 

Saccharomyces cerevisiae 111 KHR Cromossomal 20 ND Aumento da permeabilidade de íons na 
MCa 

Saccharomyces cerevisiae 115 KHS Cromossomal 75 ND Aumento da permeabilidade de íons na 
MCa 
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Schwannyomyces 

occidentalis 
ATCC 44252 ND Cromossomal 12.3 Manoproteínas Dano na membrana plasmática 

Trichosporon pullulans CBS 2535 ND dsRNA ND ND ND 

Trichosporon pullulans CBS 2533 ND dsRNA ND ND ND 

Trichosporon pullulans CBS 2532 ND dsRNA ND ND ND 

Williopsis mrakii IFO 0895 HM -1 - 10.7 β-glicana ND 

Williopsis mrakii NCYC 500 K-500 - 5 β-glicana 
Aumento da permeabilidade de íons na 

MCa 

Williopsis saturnus IFO 0117 HYI Cromossomal 9.5 ND ND 
Zygosaccharomyces bailii 412 KT412 dsRNA 10 Manoproteínas ND 
*Não determinado 

aMembrana celular
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 Biotipagem de microrganismos de importância clínica utilizando o 

sistema killer 

Uma das formas de se realizar estudos epidemiológicos de dispersão de 

patógenos em ambientes hospitalares, ou onde se faça necessário o controle de 

infecção, é pela discriminação intra-específica (biotipagem) desses microrganismos 

em subgrupos (biotipos). Para esses fins, muitos métodos moleculares podem ser 

empregados, tais como o polimorfismo do tamanho do fragmento de restrição 

(RFLP), polimorfismo da amplificação randômica ou aleatória do DNA (RAPD), 

amplificação de seqüências repetitivas (SSRs) e de micro-satélites (PEREZ et al.,  

2001; SCHÜLLER et al., 2004). Dos métodos fenotípicos, resistotipagem, 

auxanotipagem, enzimotipagem e susceptibilidade a bacteriocinas são os mais 

utilizados (JARLOV, 1999; MULLER et al., 1999; SLOOS et al., 2000). Biotipagem de 

microrganismos em pequenos laboratórios geralmente são realizados por padrões de 

susceptibilidade antimicrobiana (antibiograma por discos de difusão), principalmente 

pela facilidade de execução e eficácia do resultado. O sistema killer, baseado em 

padrões de sensibilidade à toxina ou KSPs, pode representar uma ferramenta 

simples, de baixo custo, sensível e reprodutível para discriminação de 

microrganismos de importância clínica em laboratórios com poucos recursos 

tecnológicos (BUZZINI et al., 2007).  

O primeiro uso de leveduras killer para discriminação inter ou intra-

espepecífica de microrganismos foi descrito para isolados de Candida albicans, 

demonstrando ser uma ferramenta epidemiológica de grande valor na identificação 

de casos presuntivos de infecções hospitalares (POLONELLI et al., 1983; BUZZINI et 
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al., 2007). Posteriormente, o sistema killer foi aplicado em outras leveduras e 

também fungos patogênicos, tais como Candida glabrata, Candida kefyr, Candida 

parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans, S. cerevisiae, 

Pseudallescheria boydii, Penicillium camemberti e Aspergillus niger (FANTI et al., 

1989; BUZZINI & MARTINI, 2000; BUZZINI & MARTINI, 2001; BUZZINI et al., 2003; 

BUZZINI et al., 2004).  

 Seguindo descrições que o fenômeno killer poderia ser efetivo também para 

microrganismos procarióticos, mesmo que não pelos mecanismos de reação 

envolvendo ligação com receptores de glicana, manana ou quitina, o método foi 

testado para diferenciar agentes etiológicos da nocardiose (Nocardia asteroides, 

Nocardia farcinica e Nocardia nova) e também contra bactérias gram-positivas 

patogênicas da família Micrococcaceae (cocos gram positivos catalase positivos) e 

micobactérias, agrupando em subgrupos cepas suspeitas de terem mesma origem 

clínica (IZGU & ALTINBAY, 1997; BUZZINI et al., 2007).    

 Embora o procedimento de biotipagem usando os padrões de sensibilidade às 

toxinas killer apresente várias facilidades, conflitos resultantes quanto à dificuldade 

de padronizar a técnica vêm sendo relatados, principalmente quanto à quantidade de 

toxina secretada pela levedura killer, a possível má-interpretação de alguma inibição 

do crescimento não relacionada com a atividade killer ou ainda a não detecção de 

halos inibitórios muito pequenos. Uma das formas de solucionar o problema referente 

à quantificação de toxina secretada ou disposta no bioensaio seria a utilização de 

toxina parcialmente ou totalmente purificada, ou ainda a padronização do inóculo da 

cepa produtora. Quanto à má-interpretação dos resultados, a utilização sempre de 
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padrões e também a digitalização das placas, utilizando softwares de edição, 

reduzem as chances de erro neste caso (BUZZINI et al., 2007).   

 

Micocinas de importância biotecnológica  

 Nos últimos anos, inúmeras aplicações potenciais para o fenômeno killer têm 

sido descobertas. A aplicação de leveduras micocinogênicas como agentes 

antifúngicos, marcadores epidemiológicos para discriminação intraespecífica de 

cepas patogênicas, agentes de biocontrole ou como linhagens iniciadoras de 

processos fermentativos tem crescido consideravelmente. Diversas leveduras com 

atividade micocinogênica tiveram suas toxinas isoladas, purificadas e testadas 

quanto ao seu potencial uso em processos industriais, destacando-se:  

• A micocina produzida pela cepa Kluyveromyces phaffii DBVPG 6076 vem 

sendo testada como um agente biopreservante na superfície de uvas frescas e 

de sucos de uva processados contra determinadas espécies de leveduras 

deterioradoras (CIANI & FATICHENTI, 2001). Sua toxina purificada e 

caracterizada vem sendo utilizada no início de processos fermentativos do 

vinho, impedindo o surgimento de cepas contaminantes de Saccharomyces e 

Zygosaccharomyces capazes de re-fermentar o produto após a finalização do 

processo industrial (COMITINI et al., 2004).  

• A micocina produzida pela cepa Pichia membranifaciens CYC1106 vem sendo 

testada como um agente de biocontrole do fungo Botrytis cinerea, um 

microrganismo prejudicial para a maioria das plantas herbáceas, tornando-se 
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uma alternativa potencial aos métodos químicos convencionais para a 

prevenção deste fungo (SANTOS & MARQUINA, 2004). Seu mecanismo de 

ação foi totalmente elucidado, desde seu sítio de ligação (β-1,6-glicana) na 

parede celular da célula sensível até o mecanismo de extravasamento celular 

pela membrana plasmática (SANTOS et al., 2000).  

• SANTOS et al. (2002) também caracterizaram uma micocina produzida pela 

cepa Debaryomyces hansenii CYC1021, com específica ação sobre Candida 

boidinii IGC3430. Seu sítio de ligação, sua fórmula estrutural, bem como suas 

características físico-químicas também foram determinadas.  

• A zigocina é uma micocina purificada da cepa Zygosaccharomyces bailii, que 

possui efeito antagonista contra diversos fungos patogênicos e 

fitopatogênicos. Sua atividade, comparada aos antifúngicos azólicos 

convencionais, apresentou melhores resultados em concentrações menores 

que a usada para os fármacos (WEILER & SCHMITT, 2003).  

• A atividade micocinogênica da toxina secretada pela cepa Williopsis saturnus 

DBVPG4561 contra C. glabrata e Pichia guillermondii foi relatada por Buzzini 

et al. (2004). Esta micocina mostrou-se mais eficiente que os antifúngicos 

azólicos e poliênicos, inclusive na temperatura corporal, sendo então 

considerada uma promissora droga de ação sistêmica em quadros clínicos de 

fungemia. 

•  Outra linhagem de Williopsis, da espécie W. mrakii, produz uma micocina 

denominada HMK, de 10kDa, com alta estabilidade a temperatura e a pH 
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extremos, exibindo um amplo espectro contra diferentes espécies de 

leveduras. Esta micocina, aplicada como agente de biocontrole no processo 

de fabricação de iogurtes, apresentou melhores resultados que os 

conservantes usuais disponíveis no mercado (LOWES et al., 2000).  

• GUYARD et al. (2002) purificaram uma micocina (85 kDa)  com rápido efeito 

fungicida secretada também por W. mrakii, com amplo espectro de atividade 

sobre patógenos fúngicos humanos. A toxina se mostrou inativa em linhagens 

mutantes de S. cerevisiae deficientes na produção glicana na parede celular, 

indicando que esse polissacarídeo constitui o alvo para ação dessa toxina.    

• Um decapeptídeo, sintetizado a partir da seqüência gênica de uma micocina 

secretada por uma cepa de Pichia anomala (Pa-KT), exerce uma forte 

atividade antifúngica contra cepas patogênicas de C. albicans e C. 

neoformans. Experimentos avaliando o grau de resposta imunológica à ação 

da toxina administrada sob via sistêmica vêm demonstrando a ação específica 

dessa nova droga, representando hoje uma das grandes descobertas de 

micocinas ou toxinas killer com ação benéfica a saúdes humana (CENCI et al., 

2004). No Brasil, em experimentos in vitro e in vivo (testes histopatológicos em 

fígado e pulmão humanos e também em camundongos) com cepas de 

Paracocidioides brasiliensis, esse decapeptídeo apresentou uma significante 

redução da infecção, principalmente quando em associação com antifúngicos 

convencionais (TRAVASSOS et al., 2004).  
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• IZGU et al. (2005) caracterizaram uma micocina secretada pela levedura 

Pichia anomala NCYC 434 com um amplo efeito inibitório sobre isolados 

industriais de S. cerevisiae. Experimentos de inibição competitiva sobre os 

prováveis ligantes primários na parede celular da célula sensível à toxina killer 

revelaram β-(1,3)-glicana como o receptor. A toxina exerce um efeito fungicida 

em 2h de tratamento, representando um forte candidato para aplicações no 

biocontrole de processos fermentativos. 

• IZGU et al. (2006) caracterizaram uma micocina secretada pela levedura 

Pichia anomala NCYC 432 com um efeito inibitório para uma variedade de 

leveduras, inclusive espécies patogênicas de Candida. A caracterização 

bioquímica da toxina demonstra uma glicoproteína com massa molecular de 

47 kDa e estável em valores de pH de 3 a 5 e de temperatura de no máximo 

370C.    

• IZGU et al. (2007), trabalhando novamente com o isolado P. anomala NCYC 

434 descreveram a caracterização de uma nova toxina denominada de 

“panomicocina” ou K5, uma glicoproteína de 49 kDa com uma atividade exo-β-

1,3-glicanase testada e ativa contra 41 isolados de dermatófitos. A 

“panomicocina” demonstrou um interessante potencial como agente 

antifúngico em isolados de infecções superficiais, cutâneas e subcutâneas, 

principalmente quando comparada com a ação de agentes antifúngicos 

tradicionais. 
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• KESZTHELYI et al. (2006) caracterizaram a micocina FC-1 secretada pela 

levedura basidiomicética Filobasidium capsuligenum, que possui uma grande 

eficácia contra isolados oportunistas de C. neoformans. As cepas sensíveis, 

representando oito subtipos moleculares (VNI-IV and VGI-IV) do complexo C. 

neoformans, tiveram seu perfil celular e integridade nuclear, após tratamento 

com a toxina FC-1, analisados por citometria de fluxo, revelando um provável 

mecanismo de ação da toxina como ionófora, sem ação sobre o ciclo celular 

ou impedindo a formação da parede celular. Em bioensaios de competição, os 

resultados sugeriram como provável receptor primário de ligação e efeito da 

toxina a β-1,6-glicana.  
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OBJETIVOS  
 
OBJETIVO GERAL 

Bioprospecção de leveduras killer com potencial para aplicação na biotipagem 

de microrganismos de interesse clínico. 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Detectar dentre leveduras depositadas na Coleção de Culturas de Leveduras 

do Departamento de Microbiologia da UFRGS, leveduras com fenótipo killer. 

2. Identificar as leveduras killer selecionadas por métodos fenotípicos 

convencionais e por métodos moleculares.  

3. Avaliar a característica killer das leveduras selecionadas em relação ao 

material genético codificante. 

4.  Avaliar o potencial biotecnológico das leveduras killer selecionadas para uso 

em biotipagem de microrganismos patogênicos humanos. 

5. Analisar o mecanismo de ação de toxinas killer selecionadas através da 

observação das células sensíveis por microscopia óptica (MO) e por 

microscopia eletrônica por varredura (MEV).  
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1. MATERIAIS E MÉTODOS 

1.1 Prospecção das leveduras killer 

1.1.1 Culturas de leveduras 

As culturas de leveduras e fungos semelhantes a leveduras utilizadas para 

avaliar a presença do fenótipo killer foram obtidas da Coleção de Culturas de 

Leveduras do Departamento de Microbiologia da UFRGS, onde estão depositados 

isolados de substratos de origem animal, como leite in natura, leite de cabra in 

natura, queijo e requeijão, e de origem vegetal, como filoplano do Hibiscus rosa-

sinensis, filoplano de bromélias e frutos. 

 

1.1.2 Culturas de cepas sensíveis  

As cepas sensíveis utilizadas nos ensaios de atividade micocinogênica foram 

cepas patogênicas de leveduras e linhagens patogênicas e multirresistentes de 

cocos gram-positivos. As leveduras patogênicas foram mantidas em tubos com Ágar 

GYMP e Ágar YEPG (anexo 1) inclinado a 4ºC e cobertos por óleo mineral estéril. Os 

cocos gram-positivos são isolados clínicos oriundos do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre (HCPA-UFRGS) e do Hospital Santa Casa de Porto Alegre, gentilmente 

fornecidos pelo Dr. Pedro Alves d’Azevedo. Estes foram mantidos a -200C em dupla 

camada de skim milk, meio recomendado para manutenção desse grupo de 

bactérias. 
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1.1.3 Teste de triagem para detecção de linhagens com fenótipo killer 

O teste de triagem de leveduras micocinogênicas foi realizado de acordo com 

BUZZINI & MARTINI (2000). Células de leveduras patogênicas foram cultivadas por 

48h a 22ºC em ágar YEPG, para a obtenção de células metabolicamente ativas, e 

ressuspendidas em água destilada até uma concentração celular de 105 células/mL 

sendo posteriormente semeadas em superfície, com auxílio de swab estéril, em 

placas contendo Ágar YM-MB (Anexo 1). Culturas puras de leveduras 

potencialmente micocinogênicas foram inoculadas em caldo YEPG e incubadas a 

22ºC por 48h, sendo posteriormente semeadas no ágar YM por replicador de 

microrganismos. As placas, contendo cada uma 25 leveduras potencialmente 

micocinogênicas, foram incubadas a 22ºC por 72h.  As cepas foram consideradas 

micocinogênicas quando o crescimento esteve envolto por uma zona de inibição do 

microrganismo sensível, onde não ocorre o crescimento da cepa sensível, e uma 

zona azul adjacente à zona de inibição, indicando morte celular. O indicador da 

atividade micocinogênica é a zona azul de células mortas envolvendo a zona de 

inibição. A zona de inibição foi mensurada, através de uma régua milimetrada, para 

cada cepa sensível.  

 

1.2 Identificação das leveduras killer pelas características fenotípicas 

As culturas isoladas foram identificadas por características macromorfológicas 

(morfologia colonial, presença de balistosporos) micromorfológicas (características 

celulares, formação de ascósporos), bioquímicas (testes de fermentação, testes de 

assimilação de fontes de carbono e nitrogenadas) e por fim fisiológicas (produção de 
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urease, termotolerância, osmotolerância, produção de compostos amilóides), de 

acordo com BARNETT et al. (2000).  

  

1.3 Confirmação da identificação fenotípica através da análise de 

seqüenciamento de regiões do rDNA  

Para a extração de DNA, as leveduras selecionadas para os testes de 

identificação molecular foram esgotadas em placas de Petri, com meio ágar 

Sabouraud, onde foram incubadas por 48h a 25ºC. Depois de selecionadas as 

colônias isoladas, estas foram inoculadas em 0,5 mL de tampão de lise (NaCl 1 M; 

Tris-HCl pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M pH 8,0; SDS 10%) e incubadas por uma hora a 

65°C. Em seguida, adicionou-se 1 volume de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 

(25:24:1) e as amostras foram centrifugadas por 3 min a 13000 rpm. O sobrenadante 

foi transferido para outro tubo, onde o DNA foi precipitado com isopropanol p.a. e 

centrifugado por 15 min a 13000 rpm. O DNA foi lavado em etanol a 70%, seco à 

temperatura ambiente e ressuspendido em 100 µL de tampão Tris-EDTA. 

Após esta etapa, o DNA extraído foi tratado com a enzima RNase A (por 30 

minutos a 370C) e amplificado utilizando os primers NL1-

5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’ e NL4-5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’ 

(O’DONNELL, 1993), específicos para a região D1/D2 do gene 26S do rDNA e de 

acordo com condições de amplificação  propostas por  KURTZMAN & ROBNETT 

(1998) e utilizadas por FUENTEFRIA et al. (2006). A reação de sequenciamento foi 

realizada utilizando o kit DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing (MegaBACE) 

e empregando o sequenciador automático MegaBACE 1000 (Amersham 
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Biosciences).  As sequências foram obtidas usando o programa phred/phrap/consed 

(http://www.phrap.org) e analisadas no programa BLAST Nucleotide-nucleotide 

BLAST (blastn) (Altschul et al. 1997), disponível no site 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.  O alinhamento das sequências de DNA foi 

obtida através do programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). As árvores 

filogenéticas foram construídas pela análise Neighbour-Joining utilizando o programa 

MEGA, version 3.0 (Kumar et al., 2001).  

 

1.4 Caracterização do genótipo killer 

1.4.1 Caracterização do material genético extracromossomal 

O material genético extraído, das linhagens selecionadas para os testes de 

caracterização do genótipo killer, foi analisado após eletroforese em gel de agarose 

1,2%. A caracterização desse material como DNA plasmidial, dsRNA ou ssRNA foi 

realizada utilizando a digestão com as enzimas RNase A (Sigma) e S1 nuclease 

(Sigma) de acordo com GOLUBEV et al. (2003). Cinco microlitros dos ácidos 

nucléicos totais foram tratados com 0,5 μL de RNase (Sigma) na concentração de 50 

μg ml-1, acrescido de 4,5 μL de água ultra-pura e incubado por 30 min a 370C, ou 

com 0,5 μL  S1 nuclease (Sigma) em 4,0 μL de água ultra-pura e 0,5 μL tampão 10 X 

S1 e, incubado por 30 minutos a 370C. Após o tratamento enzimático, o material 

tratado foi observado numa corrida eletroforética em gel de agarose 1,2%. 
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1.4.2 Testes de cura do fenótipo killer 

O teste de cura avaliou a capacidade de perda da característica micocinogênica 

em leveduras killer com material extracromossomal após a exposição contínua da 

célula produtora a condições de estresse. Neste experimento foram utilizadas 

elevadas temperaturas de incubação como estratégia estressante para a célula, de 

acordo com a temperatura máxima de crescimento constatada nos testes fenotípicos 

de identificação. Repiques semanais das linhagens micocinogênicas incubadas na 

sua temperatura máxima de crescimento durante o peíodo de um mês, para após 

então ser avaliado se houve alteração da sua capacidade de produção da toxina, se 

permaneciam as bandas extracromossomais e por fim se permaneciam com 

imunidade à toxina anteriormente secretada (GOLUBEV & SHABALIN, 1994; 

SOARES & SATO, 1999; KLASSEN & MEINHARDT, 2002, GOLUBEV et al., 2003).  

 

1.5 Otimização da composição de um meio de cultura ideal para produção da 

micocina  

1.5.1 Levedura selecionada  

A cepa KYQU89 da espécie nova Trichosporon insectorum foi selecionada 

devido ao seu inédito espectro de atividade contra bactérias, leveduras e fungos 

filamentosos de interesse clínico.  

 

1.5.2 Pré-seleção dos compostos carbonados, nitrogenados e minerais 

 Nove diferentes fontes de carbono disponibilizadas a uma concentração de 10 

g/L (galactose, ribose, xilose, maltose, glicerol, celobiose, lactose, inositol e N-acetil-
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glicosamina), duas fontes de nitrogênio também a uma concentração de 5 g/L (lisina 

e extrato de carne) e 8 minerais distintos adicionados em uma concentração de 2 g/L 

(ZnSO4⋅7H2O; FeSO4⋅7H2O; CuSO4⋅7H2O; MgSO4⋅7H2O; MnSO4⋅7H2O;  K2SO4; 

Na2HPO4; KH2PO4) foram escolhidos para os testes de triagem para a otimização da 

forma de cultivo para a produção de toxinas killer para a cepa de T. insectorum 

KYQU89. As formulações foram realizadas substituindo os componentes químicos 

correspondentes definidos do meio YM líquido (0,3% extrato de levedura, 0,3% de 

extrato de malte, 0,5% de peptona, 1% de glicose tamponado com pH 4,2 com 

tampão citrato 0,05M). Inicialmente, foi otimizada a fonte de carbono, onde se 

substituiu a glicose separadamente por cada um dos nove carboidratos e selecionou-

se o meio mais apropriado para a produção da toxina. A partir do meio selecionado 

(M1) foram realizadas a substituição pontual das fontes nitrogenadas. A partir do 

segundo meio selecionado (M2) foram realizadas separadamente as adições de 

cada um dos oito minerais ao meio de cultura, avaliando-se a diferença de atividade.  

 

1.5.3 Determinação do pH e temperatura ótima de cultivo para produção da 

micocina 

As condições ótimas de temperatura e pH para a produção da micocina in vitro 

da cepa de T. insectorum KYQU89 foi pesquisada em placas de Petri com o meio 

YM modificado com diferentes pHs (3,0 – 6,0, com intervalos de 0,5) e para 

diferentes temperaturas de incubação (22 – 30ºC, com intervalos de 2ºC), conforme 

o protocolo descrito por FUENTEFRIA et al. (2004) e IZGU & ALTINBAY (2004). 
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1.6 Inóculo, cultivo e determinação da atividade killer  

 Os inóculos de 106 UFC/mL foram adicionados em cada nova formulação 

preparada. O meio foi preparado e semeado de acordo com as condições de 

temperatura, tempo e pH observadas como as ideais. Para avaliar a atividade killer 

da cepa de T. insectorum cultivada foi realizada a técnica de doseamento em placa, 

de acordo com o item 1.1.3, utilizando como cepas sensíveis C. neoformans var. 

neoformans ATCC28957 e C. gattii C40.  

 

1.7 Avaliação do potencial das leveduras prospectadas para a utilização em 

biotipagem de microrganismos 

1.7.1 Biotipagem de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii 

Após o ensaio killer, conforme descrito no subitem 1.1.3, utilizando uma régua 

milimetrada, a zona de inibição foi mensurada em milímetros para cada cepa 

sensível. A matriz quantitativa de dados (QDM) foi obtida subtituindo os valores 

numéricos brutos dos halos inibitórios em letras, de acordo com o tamanho do halo 

de inibição (i.e. A: nenhum halo; B: 1-4mm; C: 4-10mm; D: 11-15mm; E: 16-20mm; F: 

21-25mm; G: 26-30mm; H: >31mm). Todos os dados numéricos representam a 

média de três determinações distintas (P < 0.01). A avaliação estatística dos dados 

foi obtida por ANOVA.  

Para a avaliação da eficácia do método de fingerprint QDM por padrões de 

sensibilidade à toxina killer, um dendograma foi construído usando à distância 

normalizada Euclidiana sobre a matriz de dados gerada pela QDM, com o software 
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estatístico de livre acesso na web R Package, version 4,0 and Phylip, version 3,57. O 

método de clusterização de dados Neighbor joining foi usado para obter um 

dendograma final, reamostrado 1000 vezes. O dendograma consenso foi obtido pelo 

programa CONSENSUS da PHYLIP software. 

 

1.7.2 Biotipagem de Staphylococcus epidermidis 

 Após o ensaio killer, conforme descrito no subitem 1.1.3, e também se valendo 

de uma régua milimetrada, a zona de inibição foi mensurada em milímetros em cada 

cepa sensível. Os dados representam a média de três valores determinados 

separadamente (p < 0.01). A avaliação estatística dos dados foi obtida por ANOVA. A 

presença (1) e a ausência (0) de cada característica killer em cada uma das cepas 

testadas foi primeiramente plotada em uma matriz binária de dados (BDM). A BDM 

foi então convertida em uma matriz tripla de dados (TDM) agrupando os dados 

binários em triplets. Cada triplet recebeu um código de 1 a 8, combinando todos os 

possíveis rearranjos. Finalmente, a matriz quantitativa de dados (QDM) foi obtida 

subtituindo os valores numéricos brutos dos halos inibitórios em letras, de acordo 

com o tamanho do halo de inibição (i.e. A: 0 - 4mm; B: 5 - 8mm; C: 9 -12mm; D: 

>12mm). O poder discriminatório da BDM, TDM e QDM foi calculado utilizando 

índices estatísticos específicos para mensurar a tipagem e diversidade de 

microrganismos: Índice de Simpson’s (λ) e Índice de Hunter e Gaston’s (D).  

 Para a avaliação da eficácia do método de fingerprint QDM, um dendograma 

foi construído usando o Método Parsimonioso de Wagner com múltiplos estágios, 
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pelo programa PHYLIP package DNAPARS (maximum parsimony), version 3.57c. O 

dendograma final foi reamostrado 1000 vezes. O dendograma consenso foi obtido 

utilizando o programa CONSENSUS from PHYLIP software. 
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2. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.1 Prospecção das leveduras killer.  

Quinhentos e noventa e cinco leveduras isoladas de queijo, requeijão, leite de 

vaca, leite de cabra, folhas de bromélias, folhas de Hibiscus rosa-sinensis e frutos 

foram submetidas ao teste de triagem para avaliar a presença de atividade killer ou 

micocinogênica contra dois isolados de importância clínica: Candida glabrata ATCC 

2001 e Cryptococcus neoformans var. neoformans ATCC 28957. Deste método de 

triagem, detectou-se 48 leveduras com atividade micocinogênica, que tiveram sua 

atividade inibitória mensurada em Ágar YM com azul de metileno (Figura 2, Tabela 

2).  

 

 
Figura 2. A figura apresenta os halos típicos de inibição observados nos testes 

de triagem em Ágar YM-MB para a detecção do fenótipo killer.  



 

 
                                                                                               Alexandre M. Fuentefria  

46

 

Tabela 2. Listagem de leveduras isoladas de diferentes substratos e pertencentes à Coleção de Culturas de Leveduras 

do Departamento de Microbiologia da UFRGS realçando as que apresentaram a característica killer contra as 

leveduras sensíveis C. glabrata ATCC2001 e/ou C. neoformans ATCC28957. 
QU (Cepas isoladas de 
queijo) 

LC (cepas 
isoladas de Leite 
e queijo de 
Cabra) 

LV (cepas 
isoladas de Leite 
de Vaca) 

BI (cepas isoladas de folhas de 
Bromélias) 

HB (cepas 
isoladas de folhas 
de Hibiscus rosa-
sinensis) 

Cepas 
isoladas de 
Frutas 

QU01 QU51 QU101 LC01 LC54 LV01 LV65 BI1 BI70 BI125 BI201 BI250 HB07 HB61 CAQ02 
QU02 QU52 QU102 LC02 LC60* LV02* LV68 BI2 BI71 BI126 BI202 BI251 HB08 HB62A CAQ03 
QU03 QU53 QU103* LC03 LC61 LV04 LV69 BI4 BI72 BI127 BI203 BI252 HB10 HB63 UVA01 
QU04 QU54 QU104 LC04 LC62 LV06 LV70 BI5 BI73 BI128 BI204 BI253 HB11A HB64* UVA02 
QU05 QU55 QU105 LC05 LC63 LV08 LV71 BI6 BI76 BI129 BI205 BI254 HB11B HB66 BAN02 
QU06 QU56 QU106 LC06 LC64 LV09 LV72 BI9 BI77 BI130 BI206 BI255 HB12A HB67  
QU07 QU57 QU107 LC07 LC65 LV10 LV74 BI10 BI78 BI131 BI207 BI256 HB12B HB68A  
QU08 QU58 QU108 LC08 LC66 LV12* LV75 BI12 BI79 BI132 BI208 BI257 HB13 HB68B  
QU09 QU59 QU109 LC09 LC67 LV13 LV76 BI14 BI80 BI133 BI209 BI258 HB14 HB69  
QU10 QU60* QU110 LC10 LC69 LV14 LV78 BI15 BI81 BI134 BI210 BI259 HB15 HB70  
QU11 QU61* QU111 LC11 LC70 LV15 LV79 BI16 BI82 BI135 BI211 BI261 HB16* HB71  
QU12 QU62* QU112* LC12 LC72 LV16 LV81 BI17 BI83 BI136 BI212 BI262 HB17A HB73  
QU13 QU63 QU113 LC13 LC74 LV20 LV82 BI18 BI84 BI137 BI213 BI263 HB17B HB74  
QU14 QU64 QU114 LC14 LC75 LV22* LV83 BI20 BI85 BI138 BI214 BI264 HB18 HB75  
QU15 QU66* QU115 LC15 LC76 LV23 LV84 BI21 BI87 BI139 BI215 BI265 HB19 HB76A  
QU16 QU67 QU116 LC17 LC78 LV25 LV86 BI23 BI88 BI140 BI216 BI266 HB20 HB76C*  
QU17* QU68 QU117 LC18 LC79 LV26 LV90 BI24 BI89 BI141 BI217 BI267 HB21A* HB78A  
QU18* QU69 QU118 LC19 LC80 LV27 LV91* BI25 BI90 BI142 BI218 BI268 HB21B HB78C  
QU19* QU70 QU119 LC20 LC81 LV28 LV92 BI26 BI91 BI143 BI219 EI01 HB22 HB79  
QU20 QU71 QU120 LC21 LC83* LV29 LV93 BI31 BI92 BI144 BI220 EI02* HB23 HB80  
QU21 QU72* QU121 LC22 LC85 LV30 LV95 BI32 BI93 BI145 BI221 EI03 HB24A HB83  
QU22 QU73* QU122 LC23 LC87 LV31 LV96 BI34 BI94 BI146 BI222 EI04 HB24B HB85A  
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QU23 QU74 QU123 LC24 LC88 LV34 LV98 BI35 BI95 BI149 BI223 EI05 HB25 HB85B  
QU24 QU75 QU124 LC25  LV35 LV99 BI38 BI96 BI150 BI224  HB26A HB85C  
QU26* QU76 QU125 LC26  LV36* LV100 BI39 BI97 BI151 BI225  HB26B HB87  
QU27 QU77 QU126 LC27  LV37 LV101 BI40 BI99 BI152 BI226  HB27A HB88*  
QU28* QU78 QU127* LC28  LV38 LV102* BI41 BI100 BI153 BI227  HB27B HB89  
QU29 QU79 QU128 LC29  LV41 LV103 BI42 BI101 BI154 BI228  HB28* HB90  
QU30* QU80 QU129 LC30  LV43 LV104 BI43 BI102 BI156 BI229  HB29 HB91*  
QU31* QU81 QU130 LC31  LV44 LV105 BI44 BI103 BI157 BI230  HB30 HB94  
QU32 QU82 QU131 LC32  LV45 LV106 BI45 BI104 BI158 BI231  HB31*   
QU33 QU83* QU132 LC33  LV46 LV111 BI46 BI105 BI167 BI232  HB34   
QU34 QU84 QU133* LC34  LV47 LV112 BI47 BI107 BI168 BI233  HB37   
QU35 QU85 QU134* LC35  LV55 LV113 BI48 BI108 BI169 BI234  HB41   
QU36 QU86 QU135 LC36  LV56 LV114 BI49 BI109 BI170 BI235  HB43   
QU37* QU87 QU136 LC37  LV58 LV115 BI50 BI110 BI171 BI236  HB44   
QU38 QU88* QU137 LC38  LV59 LV116 BI51 BI111 BI172 BI237  HB45*   
QU39 QU89* QU138 LC39  LV61  BI52 BI112 BI173 BI238  HB47   
QU40* QU90 QU139* LC40  LV64  BI53 BI113 BI174 BI239  HB48   
QU41 QU91 QU140 LC42    BI56 BI114 BI179 BI240  HB49   
QU42 QU92  LC43    BI57 BI115 BI180 BI241  HB51   
QU43 QU93  LC45    BI60 BI116 BI181 BI242  HB53   
QU44 QU94  LC46    BI61 BI117 BI182 BI243  HB54A   
QU45* QU95  LC47    BI63 BI118 BI183 BI244  HB54B   
QU46 QU96  LC48    BI64 BI119 BI195 BI245  HB55*   
QU47 QU97  LC49    BI65 BI120 BI197 BI246  HB57   
QU48 QU98  LC50    BI67 BI121 BI198 BI247  HB58   
QU49* QU99*  LC51    BI68 BI122 BI199 BI248  HB60A   
QU50 QU100*  LC52    BI69 BI123 BI200 BI249*  HB60B   

139 isolados 73 isolados 74 isolados 215 isolados 84 isolados 5 isolados 
28 Killer  (20%)  2 Killer  (3%) 6 Killer  (8%) 2 Killer  (1%) 10 Killer  (12%)   0 Killer  
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* leveduras que apresentaram atividade killer contra ao menos uma das duas cepas sensíveis testadas. 
Total de isolados testados para verificar a presença do fenômeno killer: 595 isolados 
Cepas detectadas: 48 cepas Killer detectadas* (8,07%) 
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Tabela3. Dados quantitativos do halo inibitório nos testes de triagem das cepas com 

melhor perfil killer (com inibição positiva em ambas as cepas sensíveis de triagem).  

Levedura Killer 
Candida glabrata 

aATCC2001 

Cryptococcus neoformans 

ATCC28957 

KYQU100 >15mm* >15mm 

KYQU83 >15mm >15mm 

KYQU134 3mm >15mm 

KYQU88 >15mm >15mm 

KYQU89 >15mm >15mm 

KYQU72 >15mm >15mm 

KYQU45 >15mm >15mm 

KYQU31 >15mm >10mm 

KYQU139 >15mm >15mm 

KYQU127 >15mm >15mm 

KYLC83 >15mm >15mm 

KYLC60 >15mm >15mm 

KYBI249 >10mm >15mm 

KYEi02 >15mm >15mm 

KYQU61 3 mm 6 mm 

KYQU112 6 mm 6 mm 

KYQU99 6 mm 6 mm 

KYQU62 3 mm 3 mm 

KYQU66 3 mm 3 mm 

KYQU73 6 mm 3 mm 

KYQU26 3 mm 3 mm 

KYQU103 6 mm 3 mm 

KYQU28 3 mm 3 mm 

KYQU30 3 mm 3 mm 

KYQU37 3 mm 3 mm 
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KYQU49 3mm 3 mm 

KYQU133 3 mm 3 mm 

KYQU40 6 mm 3 mm 

KYQU18 3 mm 3 mm 

KYQU19 3 mm 3 mm 

KYQU11 3 mm 3 mm 

KYQU17 3 mm 3 mm 

KYLV91 >15 mm >15mm 

KYLV12 3 mm 3 mm 

KYLV02 3 mm 3 mm 

KYLV102 6 mm  6 mm  

KYLV22 6 mm 3 mm 

KYLV36 3 mm 3 mm 

KYHB55 3 mm >10mm 

KYHB88 3 mm >10mm 
aATCC – American Type Culture Collection 

* Halo de inibição: Distância entre a borda da colônia e o fim do halo de inibição 

 

 Dentre os 48 isolados com fenótipo killer, 75% (36 isolados) eram de 

alimentos lácteos e 25% (12) de fontes ambientais, especificamente plantas, o que 

demonstra que substratos mais ricos em carboidratos são nichos mais propícios para 

leveduras com esse fenótipo. Uma das razões já levantadas por GANTER & 

STARMER (1992) para essa diferença de população killer nos diversos nichos seria 

que em substratos ricos em açúcar haveria uma melhor condição de nutrientes para 

suportar energeticamente a custosa produção da toxina, possibilitando a 

predominância de espécies com fenótipo killer na seleção natural. Embora as 

leveduras killer isoladas das folhas do Hibiscus rosa-sinensis tenham sido de maior 
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número do que isolados de leite de vaca e leite de cabra, seu potencial 

antimicrobiano é bem inferior, quando testadas nas duas cepas sensíveis padrões. 

Tanto nos isolados de alimentos quanto de substratos ambientais houve um maior 

predomínio de leveduras killer com características ascomicéticas, o que está de 

acordo com a literatura. Entretanto, leveduras basidiomicéticas predominam em 

condições de habitat diferentes dos isolados ascomicéticos, geralmente suportando 

condições de temperatura, ressecamente e escassez de nutrientes, o que 

provavelmente tornaria indispensável adicionar um gasto metabólico a mais para 

produzir uma toxina de imposição ecológica nesses nichos (GANTER & STARMER, 

1992). Houve um predomínio de isolados killer no queijo artesanal comparado ao 

leite de cabra (incluindo queijo de cabra) e de vaca in natura. Em suma, de acordo 

com os nossos resultados, quando comparados índices de freqüência de isolamento 

de linhagens killer, parece que substratos lácteos são o mais indicado para a 

prospecção de linhagens com interesse industrial pelo fenótipo killer, ao contrário do 

que reporta a literatura, segundo a qual substratos naturais poderiam ser mais 

adequados para o isolamento de cepas produtoras de enzimas ou metabólitos com 

aplicações biotecnológicas (GANTER & STARMER, 1992; MAGLIANI et al., 1997; 

GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006).  

 Uma das prováveis razões para que somente 8% dos isolados apresentassem 

a característica killer poderia ser a limitação da metodologia utilizada, onde somente 

foi testada a atividade contra duas leveduras sensíveis, C. glabrata (uma levedura 

ascomicética) e C. neoformans (levedura basidiomicética). Embora o número de 

isolados leveduriformes utilizados na triagem tenha sido adequado (595 isolados), 
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existe uma necessidade de se testar um número maior de cepas sensíveis, e não 

somente duas, ou seja, mais espécies de leveduras, como também fungos 

filamentosos dimórficos, fungos filamentosos não-dimórficos, outros eucariotos e 

procariotos. Provavelmente, neste grupo de isolados haveria mais cepas com perfil 

killer interessante, principalmente se o alvo for cepas de nichos ecológicos 

semelhantes, como fitopatógenos ou contaminantes de alimentos, o que inclusive 

poderia ter permitido a detecção de mais isolados killer basidiomicéticos (GOLUBEV, 

2006). 

 Das 48 linhagens detectadas com perfil antagonista, 40 foram primeiramente 

selecionadas por possuírem atividade contra ambas as cepas sensíveis testadas 

(Tabela 3). Entretanto, somente 32 isolados que apresentaram espectro de ação 

sobre mais do que os dois isolados sensíveis padrões (Candida albicans, C. krusei, 

C. tropicalis e C. dubliniensis) foram destacados para testes de confirmação 

taxonômica e caracterização genética, para que a partir de então fossem 

selecionados aqueles considerados ideais para formar os painéis de biotipagem de 

microrganismos (Tabela 4). 

   

2.2 Identificação por características fenotípicas e confirmação através do 

sequenciamento da região D1/D2 do gene 26S do rDNA. 

A taxonomia convencional de leveduras nem sempre alcança uma 

identificação correta, não somente em nível de espécie, mas às vezes também 

quanto ao gênero. Por esse motivo, a biologia molecular vem sendo cada vez mais 

usada como uma importante ferramenta auxiliar na identificação de leveduras, 
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principalmente de espécies com difícil visualização de características 

micromorfológicas essenciais para identificação, como a visualização de esporos. 

Além disso, é uma ferramenta indispensável na análise filogenética de leveduras 

(KURTZMAN & ROBNETT, 1998). O rDNA (Anexo 2) é muito empregado em 

estudos taxonômicos devido à presença de regiões codificantes e não-codificantes, 

que evoluem em diferentes taxas, e também pelo fato dos ribossomos estarem 

presentes em todos os organismos, a partir de uma origem evolutiva comum. A 

região gênica do rDNA possui as seguintes estruturas na disposição 5’-3’: a região 

transcrita espaçadora externa (ETS), o gene 18S, a região transcrita espaçadora 

interna (ITS1), o gene 5,8S, uma segunda região espaçadora interna (ITS2) e o gene 

26S. Este último gene apresenta as seqüências menos conservadas, em relação aos 

genes 18S, 5,8S e 5S, sendo a região de escolha para estudos de filogenia de 

espécies e grupos taxonômicos mais relacionados. A região D1/D2 do 26S rDNA de 

grande parte das leveduras conhecidas encontra-se seqüenciada e observou-se que 

essa região é capaz de diferenciar quase todas as espécies de leveduras testadas, 

visando estudos de taxonomia (KURTZMAN & ROBNETT, 1998). 

Os 32 isolados selecionados tiveram a identificação fenotípica, já previamente 

realizada por LANDELL et al., (2006), LANDELL (2005) e SPANANBERB et al., 

(2005) realizada novamente e poeteriormente confirmada pelo método de 

sequenciamento. A identificação convencional e molecular dos isolados killer está 

apresentada na Tabela 4. A correta identificação, em nível de espécie, foi obtida em 

28% (9 isolados) dos casos, especificamente nas espécies de Candida catenulata, 

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces unisporus. A 
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confirmação apenas em nível de gênero foi verificada em 54% (17 isolados) dos 

casos, entretanto o erro de identificação do isolado foi verificado em 19% (6 isolados) 

dos casos, com o acerto apenas de especificidade ao filo dos isolados (todos 

ascomicéticos).  

 

2.3 Identificação de uma espécie nova de levedura killer 

Os resultados dos testes morfológicos e fisiológicos indicaram que o isolado 

KYQU89, pertencente ao gênero Trichosporon, é claramente distinguível das outras 

espécies do gênero, como visto nas Tabela 1 e Figura 1 (artigo 1) espécie nova 

Trichosporon. Árvores filogenéticas baseadas nas seqüências D1/D2 do gene 26S 

rDNA e nas seqüências do gene 18S rDNA localizam essa nova espécie no clado 

ovoides do gênero Trichosporon. A seqüência de DNA na região D1/D2 foi diferente 

filogeneticamente das espécies Trichosporon faecale, T. asteroides, T. asahii e T. 

japonicum em mais de duas substituições, que é significativo para diferenciar 

espécies do mesmo gênero (FELL et al., 2000). Além disso, a diferença nos 

resultados bioquímicos justifica a proposta de uma nova espécie, T. insectorum.  

Fenotipicamente essa nova espécie é claramente distinguível das outras 

espécies deste clado pela inabilidade de assimilar o lactato e também por ter um 

lento crescimento a 420C (ver Tabela 1, artigo 1). As outras espécies do clado que 

não são hábeis para assimilar esse carboidrato, T. lactis e T. caseorum, possuem 

temperatura máxima de crescimento entre 35ºC e 37ºC, respectivamente 

(MIDDELHOVEN et al., 2004).  
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  O perfil killer da cepa KYQU89 foi analisado contra um total de 100 isolados 

de C. neoformans / C. gattii, com inibição de 96% destes. Os quatro isolados que não 

foram inibidos por esta levedura pertencem à espécie C. gattii. O fenômeno killer já 

foi reportado por outras espécies do gênero Trichosporon (GOLUBEV, 2006), 

parecendo ser uma característica comum deste gênero. Vários autores têm relatado 

a inibição de isolados de C. neoformans ou seu teleomorfo Filobasidiella neoformans 

por leveduras killer (BOEKHOUT & SCORZETTI, 1997; BUZZINI & MARTINI, 2000; 

CENCI et al., 2004; CRISEO et al., 1999; FUENTEFRIA et al., 2006); entretanto, 

poucos mencionaram o antagonismo contra um largo número de cepas sensíveis 

como neste estudo. 

Para confirmar a relação genética entre o isolado KYQU89 e as duas 

linhagens isoladas pela Prof(a) Meredith Blackwell (Louisiana State University), 

BG02-7-20-011B-1-2 e BG02-6-9-2, foi realizada a tipagem molecular por M13 PCR 

fingerprinting, pois cepas da mesma espécie apresentam o mesmo perfil com este 

par de primers (SAMPAIO et al., 2001). Os padrões polimórficos de bandas gerados 

pela amplificação foram idênticos como mostra a Figura 3 (manuscrito 1). A análise 

filogenética, idênticas sequências de D1/D2 e 18S rDNA e também semelhante perfil 

killer confirmar à hipótese que estes três isolados são da mesma espécie. O fato de 

que a cepa KYQU89 ter sido isolada de queijo artesanal e as cepas BG02-7-20-

011B-1-2 e BG02-6-9-2 terem sido isoladas de estômago de artrópodes, hipotetizam 

a possibilidade de vetorização dessa espécie em locais com condições higiênicas 

precárias onde predominam esses insetos. 
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2.4 Caracterização do genótipo killer 

2.4.1 Caracterização das moléculas codificantes para o fenótipo killer e 

avaliação do método de cura:  

 A eletroforese em gel de agarose do material genético dos isolados 

selecionados para confirmação da identificação molecular demonstrou em algumas 

cepas bandas em adição ao material cromossomal, o que segundo a literatura 

poderia representar seqüências responsáveis pela codificação do fenótipo killer 

existente nesses isolados (GOLUBEV, 2006). A caracterização da presença desses 

elementos extracromossomais é de grande importância no estudo do fenômeno 

killer, principalmente devido a sua já bem definida função de conferir a atividade killer 

em determinadas espécies de leveduras. Dos 32 isolados selecionados, 18 

apresentaram material extracromossomal, como mostra a Tabela 4, sendo que, de 

acordo com os tratamentos enzimáticos com RNAse e S1 nuclease, todos são 

provavelmente RNA fita dupla, já que foram degradados apenas com a RNAse (géis 

representativos nas Figuras. 3, 4 e 5). Por exclusão, consideramos que os isolados 

que não apresentaram seqüências extracromossomais possuem codificação do seu 

fenótipo killer por genes nucleares. Sabendo que nos relatos atuais da literatura não 

constam isolados de K. lactis ou K. marxianus com ausência de seqüências 

extracromossomais envolvidas com a expressão da ação killer, provavelmente a 

metodologia escolhida para a detecção de material extracromossomal teve maior 
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precisão para dsRNA, mas menor na  visualização de plasmídeos, característica 

relacionada presente nessas duas espécies.  

 Os testes de cura do fenótipo killer foram realizados em três cepas da espécie 

T. coremiiforme e na cepa KYQU89 da espécie nova T. insectorum. O perfil 

micocinogênico foi eliminado pelo crescimento na temperatura máxima de cada 

isolado onde os clones não-killer representaram cerca de 100% da população 

sobrevivente; além disso, a maioria dessas cepas demonstrou ser sensível ao 

próprio fenótipo killer exercido pela cepa selvagem. Entretanto nenhuma cepa 

mostrou-se neutra, ao contrário do que geralmente é detectado na literatura com 

testes de cura (GOLUBEV, 2006). Nas Figuras 3, 4 e 5, a presença de dsRNA em 

cepas selvagens (não submetidas aos testes de cura) pode ser visualizada. A sua 

ausência em cepas submetidas ao teste de cura (Figuras 3 e 4) indicam uma 

possível relação com a atividade antimicrobiana exercida pela célula hospedeira, 

visto que quando curadas, as cepas killer perderam sua capacidade de expressar 

seu fenótipo inibidor, como descrito também por outros autores em outras espécies 

de leveduras killer (GOLUBEV & SHABALIN, 1994; SOARES & SATO, 1999; 

KLASSEN & MEINHARDT, 2002, GOLUBEV et al., 2003). As cepas de T. 

coremiiforme de queijo de cabra KYLC60 e KYLC83 apresentaram várias bandas de 

material extracromossômico que, quando curadas, causaram a perda da 

característica antagonista. 
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   Tabela 4. Identificação fenotípica e molecular das 32 leveduras killer selecionadas para os testes de biotipagem. 

CEPA IDENTIFICAÇÃO FENOTÍPICA IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 
PRESENÇA DE 

MATERIAL GENÉTICO 
EXTRACROMOSSOMAL 

KYQU100        Trichosporon inkin Trichosporon faecale Ausente 

KYQU83          Trichosporon loubieri Trichosporon coremiiforme dsRNA 

KYQU134        Candida sake Candida parapsilosis Ausente 

KYQU88          Trichosporon loubieri Trichosporon faecale dsRNA 

KYQU89*        Trichosporon loubieri Trichosporon insectorum DQ411821 dsRNA 

KYQU72 Trichosporon inkin Trichosporon faecale dsRNA 

KYQU45          Trichosporon inkin Trichosporon faecale Ausente 

KYQU31          Candida catenulata Candida catenulata dsRNA 

KYQU139        Trichosporon inkin Trichosporon japonicum dsRNA 

KYQU127        Candida sp. Candida catenulata Ausente 

KYLC83 Trichosporon sp. Trichosporon coremiiforme dsRNA 

KYLC60 Trichosporon sp. Trichosporon coremiiforme dsRNA 

KYBI249 Trichosporon sp. Trichosporon japonicum dsRNA 

KYEi02            Trichosporon sp. Trichosporon japonicum dsRNA 

KYQU112        Trichosporon inkin Trichosporon faecale dsRNA 

KYQU99          Candida sp. Kluyveromyces lactis dsRNA 

KYQU37         Debaryomyces hansenii Kluyveromyces lactis Ausente 
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KYLV91          Geotrichum sp. Trichosporon ovóides dsRNA 

KYLV22          Kluyveromyces lactis Kluyveromyces marxianus Ausente 

KYLV102        Dekkera bruxellensis Candida catenulata Ausente 

KYQU61 Candida restingae Kodamaea ohmeri dsRNA 

KYQU11  Kluyveromyces marxianus Yarrowia lipolytica dsRNA 

KYLV36 Candida sp. Candida parapsilosis Ausente 

KYQU73 Kluyveromyces lactis Kluyveromyces lactis Ausente 

KYQU26 Candida catenulata Candida catenulata Ausente 

KYQU103 Kluyveromyces marxianus Kluyveromyces marxianus Ausente 

KYQU28 Kluyveromyces lactis Kluyveromyces lactis dsRNA 

KYQU30 Kluyveromyces lactis Kluyveromyces lactis dsRNA 

KYQU49 Saccharomyces unisporus Saccharomyces unisporus Ausente 

KYQU133 Kluyveromyces lactis Kluyveromyces lactis dsRNA 

KYQU18 Candida catenulata Candida catenulata Ausente 

KYLV02 Candida sp. Candida parapsilosis Ausente 

* Espécie nova identificada (Artigo 1) 
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Figura 3. Gel de agarose (1,2%) dos ácidos nucléicos totais tratados com RNAse A e 

S1 Nuclease da cepa micocinogênica selvagem e curada Trichosporon coremiforme 

KYQU83 e Trichosporon insectorum  KYQU89, 1. KYQU83 sem tratamento; 2. 

KYQU83 com Rnase A; 3. KYQU83 com S1 Nuclease; 4. KYQU83 curada; 5. 

KYQU89 sem tratamento; 6. KYQU89 com Rnase A; 7. KYQU89 com S1 Nuclease; 

8. KYQU89 curada; 
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Figura 4. Gel de agarose (0,8%) dos ácidos nucléicos totais tratados com Rnase A e 

S1 Nuclease das cepas micocinogênicas selvagem e curada Trichosporon 

coremiiforme KYLC83 e KYLC60: M. Marcador; 1. KYLC83 sem tratamento; 2. 

KYLC83 com Rnase A; 3. KYLC83 com S1 Nuclease; 4. KYL83 curada; 5. KYLC60 

sem tratamento; 6. KYLC60 com RNAse A; 7. KYLC60 com S1 Nuclease; 8. KYLC60 

curada;  
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Figura 5. Gel de agarose (1,2%) dos ácidos nucléicos totais tratados com RNAse A e 

S1Nuclease das cepas micocinogênicas selvagens de Trichosporon faecale 

KYQU88, Trichosporon faecale  KYQU72 e Trichosporon japonicum  KYQU139, 1. 

KYQU88 sem tratamento; 2. KYQU88 com RNAse A; 3. KYQU88 com S1 Nuclease; 

4. KYQU72 sem tratamento; 5. KYQU72 com RNAse A; 6. KYQU72 com S1 

Nuclease; 7. KYQU139 sem tratamento; 8. KYQU139 com RNAse A; 9. KYQU139 

com S1 Nuclease;  
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2.5 Otimização da composição de um meio de cultura e das condições de 

temperatura e pH ideais para produção da micocina KT89: 

 Os efeitos da composição do meio, pH e temperatura foram investigados para 

a produção da toxina killer de Trichosporon insectorum KYQU89. Não foi verificada 

uma diferença na quantidade de atividade killer produzida em diversas composições 

e variações dos meios de cultura testados, o que evidencia que a bioquímica de 

produção desta toxina pela cepa KYQU89 não requer exigências nutricionais 

específicas, mas apenas condições de fornecimento de unidade básicas de açúcar e 

de aminoácidos. Entretanto, um desenho experimental totalizando 11 ensaios foram 

desenvolvidos para estudar os efeitos do pH e temperatura de incubação que 

interferem na produção da toxina pela levedura in vivo (Figuras 5 e 6) demonstrando 

que a temperatura ótima de atuação fica entre 26 até 400C e o pH ótimo entre 4,0 e 

5,4. De acordo com a literatura (SANTOS et al., 2002; GOLUBEV, 2006) cepas killer 

com potencial biotecnológico para utilização de seus metabólitos de interesse 

necessitam possuir condições de cultivo simples, resistindo a situações não 

favoráveis, com variações de pH e temperatura. A cepa KYQU89 além de ter um 

amplo espectro de atuação contra leveduras, fungos filamentosos e procariotos de 

interesse clínico, possui essas condições, possibilitando uma ótima perspectiva de 

estabilidade nas condições necessárias para os processos de purificação. 
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Figura 6. Ensaio das condições ótimas de temperatura para a produção de micocina 

pela cepa KYQU89 no meio YM. Cem porcento da atividade killer representa um halo 

de inibição maior ou igual a 15mm.  
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Figura 7. Ensaio das condições ótimas de pH para a produção de 

micocina pela cepa KYQU89 no meio YM. Cem porcento da atividade killer 

representa um halo de inibição maior ou igual a 15mm.  
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2.6 Biotipagem de microrganismos pelo sistema killer  

2.6.1 Biotipagem de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii 

Todos os isolados de Cryptococcus foram inibidos ao menos por oito 

leveduras killer que compuseram o painel de tipagem (ver Tabela 1, artigo 2), sendo 

que 65% por mais de 17 leveduras, 82% por mais de 15. Entretanto, 14% foram 

inibidos por todas as cepas killer do painel. Trichosporon japonicum KYQU139 inibiu 

todos os isolados de Cryptococcus, enquanto T. faecale KYQU45, KYQU88 e T. 

coremiiforme KYLC83 inibiram ao menos um. Os padrões de sensibilidade para as 

toxinas killer demonstraram haver uma correlação entre as cepas KYQU45, 

KYQU112, KYQU100 e KYLC83 e a variedade das cepas de Cryptococcus. C. 

neoformans var. grubii  teve maior sensibilidade, ao contrário dos isolados de C. gattii 

que apresentaram casos de total resistência. Os isolados de C. neoformans var. 

neoformans  apresentaram tanto resistência como sensibilidade intermediária (halos 

A, B e C, artigo 2).  

Não há correlação entre os padrões de sensibilidade e a variedade, nem tipo 

molecular e nem espécies dos Cryptococcus testados ao menos no caso citado no 

parágrafo acima para a utilização de um painel com as cepas KYQU45, KYQU112, 

KYQU100 e KYLC83. Entretanto, um dendrograma baseado numa matriz quantitativa 

de dados (QDM) (Figura 1, artigo 2) indica que há uma completa discriminação das 

cepas de Cryptococcus por meio do método de biotipagem killer. 

Uma importante constatação deste trabalho é a capacidade de cinco cepas 

killer inibirem ao menos 99% de todos os isolados de Cryptococcus, demonstrando 

haver na toxina secretada uma promissora fonte de um novo agente antifúngico 
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objetivando o controle deste microrganismo, visto que o tratamento da criptococose 

pelos antifúngicos convencionais possui várias desvantagens devido aos efeitos 

adversos e ao alto grau de resistência (MAXWELL et al., 2003; VADASZ et al., 

2000). 

De acordo com a Figura 1 (artigo 2) não houve correlação entre os isolados 

obtidos de diferentes pacientes, hospitais, tipos moleculares e áreas do estado do 

Rio Grande do Sul. Entretanto, a discriminação das cepas tipificadas pelo sistema 

molecular através da biotipagem killer demonstrou ser uma boa união de métodos, 

visto que todas as linhagens foram discriminadas, quando anteriormente 

permaneciam em grupos. Esta união de ferramentas pode ser fundamental na 

elucidação de casos de infecções hospitalares envolvendo estudos epidemiológicos 

para a distinção de possíveis clones de cepas patogênicas disseminadas nestes 

ambientes.  

O método de biotipagem por matriz quantitativa de dados pelos padrões de 

sensibilidade às toxinas killer é uma metodologia fácil e barata que não requer 

equipamentos sofisticados nem softwares licenciados, sendo apropriada para 

laboratórios com mínimos recursos, além de servir como controle de qualidade para 

centros de coleções de cultura como forma de reconhecimento e registro de estirpes. 
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2.6.2 Biotipagem de Staphylococcus epidermidis 

Enquanto nenhuma atividade killer foi observada em relação aos isolados 

clínicos de S. aureus, todas as cepas clínicas multi-resistentes de S. epidermidis 

foram sensíveis ao menos para uma levedura killer incluída no painel selecionado e 

constituído de 11 linhagens (ver Tabela 1, artigo 3). Esse curto e seleto painel de 

leveduras killer permitiu a discriminação de 90%, 97% e 100% das cepas sensíveis 

usando os métodos de matriz binária de dados (BDM), matriz tripla de dados (TDM) 

e matriz quantitativa de dados (QDM), respectivamente. A correlação entre o número 

de leveduras killer e o número de cepas discriminadas (DS) de S. epidermidis, 

demonstrou que a QDM possui o melhor poder discriminatório, quando comparada 

com os outros métodos matemáticos (ver Figura 1a, artigo 3). O poder discriminatório 

foi também observado em acordo com dois índices para mensurar a diversidade; 

índices de Simpson (λ) e Hunter & Gaston (D), com relação ao número de leveduras 

killer para os três métodos de análise.  QDM demonstrou mais altos valores de λ e D 

que os exibidos pela BDM e TDM, comprovando a QDM como a mais provável 

ferramenta para analisar e biotipar as bactérias multi-resistentes em estudo.  

O dendrograma obtido por variação randômica dos resultados (ver Figura 2, 

artigo 3) demonstra que ambas as espécies foram agrupadas em dois grandes 

grupos, o primeiro incluindo a maioria das cepas de S. epidermidis e o segundo 

compreendendo todas as cepas de S. aureus e os seguintes isolados de S. 

epidermidis SCN9, SCN136, SCN167, SCN179, SCNunc9 e SCNunc13.  A análise 

do dendrograma expressa também claramente que não houve nenhuma correlação 
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entre a origem dos isolados clínicos, o perfil de resistência aos antibióticos e a 

sensibilidade às toxinas killer. Baseado no efeito discriminatório obtido com a 

metodologia de tipagem por leveduras killer, sugere-se que os isolados de S. 

epidermidis analisados não possuem correlações epidemiológicas, embora esta 

hipótese ainda necessite ser mais estudada.  

A aplicação das leveduras killer como biomarcadores epidemiológicos é uma 

importante alternativa (ou uma técnica complementar) para os métodos moleculares 

convencionados como padrão ouro. A facilidade metodológica e o baixo custo desta 

técnica nestas situações estudadas podem permitir o uso rotineiro em laboratórios 

microbiológicos com mínimos recursos. 
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2.7 Descrição da espécie nova Trichosporon insectorum 

 

ARTIGO NO PRELO - MYCOLOGICAL RESEARCH (2007) 

doi: 10.1016/j.mycres.2007.05.001. 

 

Trichosporon insectorum sp. nov., a new anamorphic 

basidiomycetous killer yeast 

 

Alexandre M. Fuentefria, Sung-Oui Suh, Melissa F. Landell, Josiane Faganello, 

Augusto Schrank, Marilene H. Vainstein, Meredith Blackwell, Patrícia Valente 
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2.8 Biotipagem de Cryptococcus neoformans 
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2.9 Biotipagem do Staphylococcus epidermidis 
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Abstract 1 

Discrimination of multi-resistant microorganisms in small clinical 2 

microbiology laboratories is frequently based on the biologic profile 3 

(biotype) of phenotypic markers, such as antimicrobial susceptibility 4 

patterns (antibiograms) and serologic or enzymatic typing, but few use 5 

indicative microorganisms. The purpose of this study was to evaluate the 6 

power of a panel of selected killer yeasts for differentiating and 7 

discriminating clinical isolates of Staphylococcus epidermidis from two 8 

care hospitals and clinical microbiology laboratories from the South of 9 

Brazil. The short panel of eleven killer yeasts was capable of 10 

discriminating 100% of the sensitive strains of S. epidermidis using 11 

quantitative data matrix (QDM) and differentiating them from strains of 12 

coagulase-positive Staphylococcus. Therefore, this phenotypic 13 

methodology proved to be valid as a discriminatory tool when applied to 14 

these clinical bacteria strains, besides being simple and feasible for 15 

routine use even in microbiological laboratories with minimal resources.   16 

 17 
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Introduction 1 

The first use of the yeast killer system for inter- and intraspecific 2 

discrimination of microorganisms was reported for Candida albicans 3 

isolates, proving to be an epidemiological tool of great value in identifying 4 

presumptive cases of nosocomial fungal infections [1]. Later, the killer 5 

system was applied to the differentiation of other opportunistic yeasts and 6 

molds, such as Candida glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis, C. tropicalis, 7 

Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae, Pseudallescheria 8 

boydii, Penicillium camemberti, and Aspergillus niger [2, 3, 4, 5, 6, 7]. 9 

Following initial descriptions that the killer phenomenon could act against 10 

eukaryotic microorganisms other than fungi and some prokaryotic 11 

microorganisms, the method was applied to the differentiation of 12 

etiological agents of nocardiosis and gram-positive pathogenic bacteria, as 13 

well as slow-growing bacteria, such as mycobacteria  [ 8, 9, 10].   14 

Many phenotypic methods, such as resistotyping, auxonotyping, 15 

enzymotyping, bacteriocin susceptibility, phage typing and ribotyping have 16 

been used for biotyping multi-resistant bacteria, but small clinical 17 

laboratories usually apply antimicrobial susceptibility patterns (quantitative 18 

antibiograms) and serologic typing (serotype) [11, 12, 13, 14].  The killer 19 

system may represent a simple, inexpensive, sensible and reproducible 20 

tool for discrimination of multi-resistant bacterial strains in microbiological 21 

laboratories with minimal resources. 22 
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In the present study, the susceptibility to the killer toxin of different 1 

strains of Staphylococcus epidermidis , an important cause of hospital-2 

acquired infections, was investigated at two care hospitals and clinical 3 

microbiological laboratories (AMB) located in the South of Brazil. 4 

Mathematical models were applied to differentiate the strains of multi-5 

resistant Staphylococcus and to discriminate sensitive strains of S. 6 

epidermidis by means of the effects of a selected panel of killer yeasts. 7 

Different data matrices were applied in accordance to specific indices for 8 

the measurement of the discriminatory power. 9 

 10 

Materials and methods 11 

Strains. A killer panel composed of 11 strains (Table 1) was selected from 12 

a previous screening of about six hundred yeasts and yeast-like strains 13 

obtained from raw milk (KYLV), raw goat milk (KYLC), cheese (KYQU), 14 

phylloplane of Hibiscus rosa-sinensis (KYHB), phylloplane of bromeliads 15 

(KYBI) and fruits (KYF) in Brazil. For molecular identification of the killer 16 

yeasts, the D1/D2 domains of the 26S rDNA gene were sequenced using 17 

the primers NL1-5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’ and NL4-18 

5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’ [15]. DNA sequencing reactions were 19 

performed using the DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing 20 

(MegaBACE) kit and run on MegaBACE 1000 capillary sequencers 21 

(Amersham Biosciences). Sequences were assembled using 22 
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phred/phrap/consed (http://www.phrap.org) and analyzed with Nucleotide-1 

nucleotide BLAST (blastn) program [16], available in the site 2 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. The killer yeast Kodamaea ohmeri 3 

KYHB55 was previously identified by sequencing of D1/D2 domains of the 4 

26S rDNA gene [17]. Cultures were maintained at 4°C in GYMP (Glucose 5 

2%, Yeast Extract 0.5%, Malt Extract 2%, Monobasic Sodium Phosphate 6 

0.2%, Ágar 2%) slants covered with sterile mineral oil, and deposited at 7 

the yeast culture collection of the Microbiology Department of the Federal 8 

University of Rio Grande do Sul.  9 

 The sensitive panel was composed by seventy multi-resistant gram-10 

positive isolates obtained from two hospitals (H1 and H2) and clinical 11 

microbiological laboratories (AMB) in Porto Alegre city, South of Brazil. Of 12 

these, 35 were multi-resistant S. epidermidis (SCN, SCNunc), and the 13 

remaining multi-resistant S. aureus (SAU, SAUunc) isolates (Table 1, 14 

Fig.2). Cultures were maintained at –20°C in double-strength skim milk 15 

(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Isolates were identified as S. 16 

aureus if they were Gram positive cocci, catalase and coagulase positive, 17 

and identified as S. epidermidis if they were Gram positive cocci, catalase 18 

and phosphatase positive, coagulase and oxidase negative, susceptible to 19 

furazolidone and novobiocin, and producing acid from maltose and 20 

sucrose but not from trehalose.  21 

 22 
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Killer assay. Assessment of killer activity was performed in Mueller-Hinton 1 

Agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Overnight grown target cells 2 

from gram-positive isolates were suspended in distilled water to a density 3 

of equivalent to the 0.5 MacFarland standard, and spread on the assay 4 

Petri dishes. Inoculum of potential killer yeasts was prepared as 5 

suspensions (106 cells/mL) of 24h cells, imprinted onto the solidified 6 

Asurface by the Steer’s replicator, and incubated at 37ºC for 48h. The 7 

killer activity was considered positive if there was an evident zone of 8 

inhibition of the gram-positive isolate around the inoculum of the killer 9 

yeast, and as negative if a clear inhibition zone was absent. There were 10 

no discrepant results in three repeated experiments.  11 

 12 

 Statistical assessment of growth inhibition zone. Using a metric ruler, 13 

the inhibition zone was measured in millimeters for each sensitive strain. 14 

The data represent the average value of three separate determinations (p 15 

< 0.01). Statistic assessment of data was obtained by ANOVA. The 16 

occurrence (1) or absence (0) of the killer character in each one of the 17 

tested strains was plotted in a first matrix of data, denominated binary data 18 

matrix (BDM). The BDM was then converted in a triplet data matrix (TDM) 19 

by combination of binary data in triplets. Finally, the quantitative data 20 

matrix (QDM) was obtained by replacing halo values for capital letters, 21 

according to the size of the inhibition haloes reported in Table 1 (i.e. A: 0 - 22 
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4mm; B: 5 - 8mm; C: 9 -12mm; D: >12mm) [7]. The discriminatory power 1 

of each data matrix was calculated by using specific indices for the 2 

measurement of diversity: Simpson’s index (λ) and Hunter and Gaston’s 3 

index (D) [18]. 4 

For demonstrating the efficacy of Quantitative data matrix (QDM), a 5 

cluster analysis was performed using normalized Euclidean distance 6 

matrix, through the statistical free software’s R Package, version 4.0 and 7 

Phylip, version 3.57.  Neighbor joining clustering method was used to 8 

obtain the final dendrogram, with a 10,000 times resampling with 9 

replacement using a bootstrap procedure. A consensus tree was obtained 10 

using the CONSENSUS application from PHYLIP software. 11 

 12 

Antibiogram Determination 13 

Antibiograms were determined by disk diffusion on Muller-Hinton agar 14 

(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Suspensions of fresh cultures of 15 

bacteria in saline were adjusted to 0.5 McFarland and further applied to 16 

agar plates, according to the Clinical and Laboratory Standards Institute 17 

(CLSI). Inhibition by a panel of antibiotics comprising penicillin, 18 

tetracycline, riphampicin,  sulfamethoxazole, and chloramphenicol was 19 

evaluated. Antibiotic disks were obtained from Oxoid. The inhibition zones 20 

were used for cluster analysis. 21 

 22 

Results and Discussion 23 
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 The identification of killer yeasts can be seen in Table 1. While S. 1 

aureus isolates were not inhibited (data not shown), all S. epidermidis 2 

clinical strains were sensitive to at least one of the killer yeasts included in 3 

the panel (Table 1). As S. aureus and S. epidermidis are not sister taxa in 4 

phylogenetic trees based on 16S rDNA, HSP60 (gene and protein), rpo B 5 

and sod A sequences [19, 20, 21, 22], and as S. epidermidis strains seem 6 

to be less diverse than other coagulase-negative staphylococci [23, 24, 7 

25], we believe that the isolation of a S. epidermidis strain resistant to all 8 

killer yeasts is highly improbable. The short and selective panel of eleven 9 

killer yeasts allowed the discrimination of 90%, 97% and 100% of the 10 

sensitive strains using binary data matrix (BDM), triplet data matrix (TDM) 11 

and quantitative data matrix (QDM) analysis methods, respectively. The 12 

correlation between the number of killer yeasts (KY) and the number of 13 

discriminated strains (DS) of S. epidermidis, demonstrated that the 14 

quantitative data matrix (QDM) has a higher discriminatory power 15 

compared to the other methods of data matrices (Fig.1a). The 16 

discriminatory power (D) was calculated in accordance to two indices for 17 

the measurement of diversity. Figure 1b and 1c report the variation of the 18 

indices of Simpson (λ) and Hunter and Gaston (D) in relation to number of 19 

killer yeasts (KY) for the three analysis methods. QDM showed higher 20 

values of λ and D than that exhibited by BDM or TDM with a larger number 21 

of killer yeasts, although the effectiveness of TDM is only a little smaller 22 

(Fig. 1b, c). This result points at QDM as the probable best tool for 23 
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analyzing the typing data of these multi-resistant bacteria obtained by 1 

sensitivity to the killer system, as had already been verified for yeasts [7]. 2 

The results presented in this study show that through an appropriate 3 

selection of killer yeasts it is possible to obtain a panel with a low number 4 

of killer descriptors that supplies a high discriminatory power.  5 

The dendrogram obtained by quantitative data matrix after random 6 

variation of the results (bootstrap) is shown in Figure 2. The S. epidermidis 7 

and S. aureus strains were aggregated into two large groups, the first 8 

group including most of the strains of S. epidermidis and a second one 9 

comprising all the strains of S. aureus plus S. epidermidis SCN9, SCN136, 10 

SCN167, SCN179, SCNunc9 and SCNunc13. Cluster analysis expressed 11 

clearly that there was no correlation between the origins of the clinical 12 

isolates (AMB, H1 and H2) or their antibiotic resistance profiles and the 13 

killer sensitivity. Based on the discriminatory effect obtained with the killer 14 

yeast typing methodology, it is suggested that the S. epidermidis strains 15 

analyzed do not possess epidemiological links among each other, 16 

although this hypothesis still needs to be tested. 17 
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Nevertheless, we should also stand out that the killer sensitive S. 1 

epidermidis strains are resistant for several antibiotics, suggesting the 2 

possibility of a new approach to the treatment of infections caused by 3 

these multi-resistant bacteria through the use of the purified killer toxins or 4 

synthetic antiidiotypic antibodies [26]. This is emphasized by the fact that, 5 

with few exceptions, the killer yeasts studied to date lose their activity at or 6 

near human body temperature (37ºC) [27], but the yeasts that compose 7 

the present panel were chosen for their capacity of growing, and 8 

expressing the toxin at this temperature. 9 

The application of killer yeasts with potential as epidemiological 10 

biomarkers is an important alternative (or a complementary technique) to 11 

the molecular methods of typing. In this paper we selected a panel of 12 

eleven killer yeasts, identified by molecular methods, capable of being 13 

used as phenotypic markers for discrimination of S. epidermidis clinical 14 

strains. This characteristic, associated to the methodological easiness and 15 

low cost of the method, may allow a routine use in microbiological 16 

laboratories with minimal resources. 17 

 18 
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Table 1. Quantitative Data Matrix (QDM) referent to differential growth inhibition haloes of multi-resistant 1 

Staphylococcus epidermidis (SCN/SCNunc) clinical isolates. 2 

 

 

Collection number of the 11 killer yeasts  

KYQU72, KYQU45, KYQU88, KYQU100 = Trichosporon faecale; KYLC60, KYLC83, KYQU83 = Trichosporon coremiiforme,  

KYLV102, KYLV127 = Candida catenulata, KYHB55 = Kodamaea ohmeri, KYQU89 = Trichosporon sp. nv. 

Source 
Sensitivity 

strains 
KYQU72 KYLC60 KYQU45 KYLC83 KYLV102 KYQU127 KYQU89 KYQU88 KYQU83 KYHB55 KYQU100 

 H1a SCN156 Dc D D D C D B D D A B 

H1 SCN167 - - B - - B - - A - - 

H1 SCN136 - - - A - B - - - - - 

H1 SCN165 D - - B B - C A - - A 

H1 SCN120 - - B B - D B B - B B 

H1 SCN179 - - - D - - - - B - - 

H1 SCN147 D B C D B A D D D B D 

H1 SCN128 - - - B - A B B - - B 

H1 SCN166 A - D - - B B B B B A 
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H1 SCN181 - A B D - D B B - - B 

H1 SCN180 - - - B B B D - - - - 

H1 SCN173 - - - D - D B B B - - 

H1 SCN172 - - A B - B B B D B B 

H1 SCN168 A A - D A B D D D - A 

H2 SCN1  - - - C - D B B B - B 

H2 SCN 3 - - - D C - D - D - B 

H2 SCN 5 - D C C - A B A - - - 

H2 SCN 6 B - - - B D D B - C A 

H2 SCN 7 - D B B - - C - B - B 

H2 SCN 8 - - - D B D - D A - - 

H2 SCN 9 A B - - A - - - A - B 

H2 SCN 10 - - B A C C - B - A - 

  AMBB SCNunc 1 C - A B - A C B - - A 

AMB SCNunc 2 - - - C B - B C - - - 

AMB SCNunc 3 - A C A - B - C C - B 

AMB SCNunc 4 A - - - A C B - - - C 



 

 

117

AMB SCNunc 5 - - - A A C C - - - B 

AMB SCNunc 6 A A A B - - - B C A - 

AMB SCNunc 7 - B - B B D C C - - B 

AMB SCNunc 8 B - B C - B D - - - B 

AMB SCNunc 9 - A - - D - D B A - - 

AMB SCNunc 10 - - B A B - C B B - A 

AMB SCNunc 11 D B - B - A - C B A - 

AMB SCNunc 12 - - C C A - D B - - - 

AMB SCNunc 13 D B B - B - B - B - A 

a- Hospitals H1 and H2, located at Porto Alegre, RS, Brazil. 1 

b- Clinical microbiology laboratory 2 

c- A: 0 - 4mm;  B: 5 - 8mm; C: 9 -12mm; D: >12mm 3 

(-) negative4 
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Figure 1. a) Correlation between the number of discriminated strains (DS) of Staphylococcus 
epidermidis and the number of killer yeasts used in binary data matrix (BDM ●), triplet data 
Matrix (TDM  ▲) and quantitative data Matrix (QDM ■). Variation of the indices of Simpson (λ) 
(b) and Hunter and Gaston (D) (c) in relation to the number of killer yeasts (KY) in BDM, TDM 
and QDM methods. 
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Figure 2. Dendrogram correlating killer sensitivity, isolation source and clinical characteristics 
of S.epidermidis and S. aureus analyzed by quantitative data matrix (QDM). Pen, 
susceptibility to penicillin; Tet, susceptibility to tetracycline; Riph, susceptibility to riphampicin; 
Sul, susceptibility to sulfamethoxazole; Clor, susceptibility to chloramphenicol; R, resistant; S, 
sensible; I; intermediary. H1, H2, hospitals (H1 and H2); AMB, clinical microbiological 
laboratories. 
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3. CONCLUSÕES FINAIS 

 

 O conhecimento obtido neste trabalho pode contribuir para um melhor 

entendimento do potencial biotecnológico da aplicação das leveduras killer como 

uma ferramenta de biotipagem de microrganismos de interesse clínico, não restrito 

apenas a leveduras, mas também a procariotos. A seleção de leveduras com um 

amplo e evidente perfil killer (com ação antagonista visível em placa) vem sendo 

estudada desde o fim da década de 60. Entretanto, linhagens com essas 

características e alvo de ação em microrganismos de interesse médico não são 

simples de serem encontradas, o que demanda uma necessidade de testes de 

triagem em diversos substratos onde as condições ecológicas de crescimento das 

leveduras sejam favoráveis e, portanto, competitivas (GANTER & STARMER, 1992; 

GOLUBEV, 1006). Neste estudo nós isolamos e caracterizamos o perfil genético de 

32 leveduras killer com um amplo espectro de ação antagonista contra linhagens de 

interesse clínico, além de termos descrito uma nova espécie de levedura 

basidiomiceto com um amplo e interessante espectro de atuação killer. 

 O mecanismo de ação das leveduras killer, embora esteja bem estudado, não 

está completamente elucidado. A ação das toxinas sobre a parede ou o ciclo celular 

é restrita a poucas espécies de cepas sensíveis. Neste estudo, foi avaliada a ação de 

leveduras killer, em ensaios célula contra célula, sobre as espécies C. neoformans e 

C. gattii, além de S. epidermiditis. 

Com base nos resultados obtidos nesses estudos, concluímos que:  
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• Foram isoladas 48 linhagens com perfil killer, sendo 32 selecionadas para a 

confirmação da identificação fenotípica pelo método de sequenciamento, e 

para a caracterização da molécula codificante da característica killer, 

cromossoma ou material extracromossomal.  

• O padrão de sensibilidade às diferentes toxinas killer foi discriminatório e 

eficiente para a biotipagem de leveduras de interesse clínico, principalmente 

em nível intra-específico, permitindo diferenciar cepas da mesma espécie, 

anteriormente não identificados pelas ferramentas de tipagem molecular.  

• Foi desenvolvida uma metodologia de biotipagem de C. neoformans, C. gattii 

e S. epidermiditis através do uso de painéis contendo leveduras killer, 

aplicável para o monitoramento biológico em ambientes com riscos de 

disseminação de infecções cruzadas.  
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4. PERSPECTIVAS  

 

4.1 Purificação da toxina killer secretada pela cepa Trichosporum insectorum KYQU89. 

4.2 Comparação do espectro de ação da toxina purificada com antifúngicos de referência 

para o tratamento da criptococose.  

4.3 Comparação do espectro de ação da toxina purificada com antibacterianos de referência 

para o tratamento de doenças relacionadas ao Staphylococcus epidermidis. 

4.4 Purificação das toxinas secretadas pelas leveduras que compuseram os painéis de 

biotipagem, com o objetivo de compor um kit comercial de uso rápido, sem a necessidade do 

cultivo da cepa produtora da toxina. 

4.5 Análise molecular das glicoproteínas com o objetivo de produção de um análogo sintético 

para uso comercial em grande escala.  

4.6 A análise de cura do fenótipo killer em todos os 14 restantes isolados com aparente 

dsRNA codificantes para a ação antagonista e a confirmação por microscopia eletrônica de 

transmissão da presença de cápsulas virais no citoplasma dessas leveduras tornam-se 

importantes perspectivas desse estudo, visto que nas espécies de Trichosporon isoladas 

neste estudo (T. faecale, T. coremiiforme, T. insectorum e T. japonicum) não há descrição 

nem caracterização desse genótipo ainda. 
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6. ANEXOS 

ANEXO 1 

LISTAGEM DOS MEIOS DE CULTURA  

Ágar YEPG 2% de glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de 

levedura; 2% de Ágar 

Caldo YEPG 2% de glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de 

levedura 

Ágar GYMP 2% de glicose; 2% de extrato de malte; 0,5% de extrato 

de levedura; 0,2% de fosfato de sódio monobásico; 2% 

de Ágar  

Meio YM-MB  0,3% de extrato de levedura; 0,3% de extrato de malte;  

0,5% de peptona; 1% de glicose; 2% de Ágar; 0,003% 

de azul de metileno; pH 5.0 
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ANEXO 2 

 

 

 

             Figura 2: rDNA em eucariontes segundo Reeder (1989). 
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