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1. INTRODUCAO

Probibticos s&o microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (SAAD, 2006).
Saccharomyces boulardii € uma levedura que vem sendo utilizada como probiético
ou agente bioterapéutico, pois exerce efeitos benéficos a mucosa intestinal do
hospedeiro, como incremento da resposta imune, da digestdo e absorcdo de
nutrientes (Buts & Keyser, 2006). Além disso, tem demonstrado eficacia na
prevencdo ou tratamento de varias desordens intestinais, tais como diarréia
associada a antibioticos (McFarland et al., 1995), diarréia do viajante (Elmer &
McFarland, 2001) e a pacientes alimentados por sondas (Bleichner et al., 1997),
diarréia cronica em pacientes infectados pelo virus HIV, gastroenterites agudas
(Marchand & Vandenplas, 2000), doenca de Crohn (Guslandi et al., 2000) e colite
ulcerativa (Guslandi et al., 2003).

Probiéticos recombinantes vém sendo desenvolvidos visando a
potencializacdo de sua acdo ou a agregacdo de novos efeitos. Entretanto, vetores
plasmidiais para expressao de proteinas heter6logas em Saccharomyces boulardii
ainda ndo estao disponiveis. Com isso, a construcdo de uma cepa dessa levedura
recombinante, capaz de expressar proteinas heterélogas de interesse, como
proteinas terapéuticas ou imunogénicas e antigenos para serem utilizados na
producdo de vacinas e de insumos para diagndstico, torna-se atrativa. Assim, em um
estudo posterior, um plasmideo para a expressao de proteinas heter6logas em
Saccharomyces boulardii sera construido e este apresentara um gene de resisténcia
ao antimicrobiano Zeocina, para selecéo das leveduras recombinantes.

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi determinar a menor concentragéo de
Zeocina capaz de inibir o desenvolvimento e crescimento visivel de Saccharomyces
boulardii (concentracao inibitéria minima - MIC) e a menor concentracdo de Zeocina
capaz de matar a levedura (concentracao fungicida minima).

2. MATERIAIS E METODOS



2.1 Microrganismos e condi¢des de cultivo

Para utilizacdo no experimento, Saccharomyces boulardii e Pichia pastoris
foram recuperadas em caldo YPD por 48 h a 28°C, 150 rpm. Os cultivos das duas
leveduras foram ajustados a transmissao de 95% a 530 mm com salina estéril.

2.2 Determinagdo da concentraco inibitoria minima (MIC) e da concentragao
fungicida minima de Zeocina para Saccharomyces boulardii

As concentracdes inibitéria e fungicida minimas de Zeocina para a levedura
Saccharomyces boulardii foram determinadas em caldo YPD, em duplicata,
utilizando-se metodologia descrita por Shadomy e Espinel-Ingroff (1974), com
modificacdes. A levedura Pichia pastoris foi utilizada como controle positivo do teste.

Doze tubos estéreis de 15 mL foram utilizados para o preparo das diferentes
concentracbes de Zeocina avaliadas. Uma solugdo de 10 mL do antimicrobiano
Zeocina a 200 pg/mL em caldo YPD foi preparada. Foram adicionados 5 mL de
caldo YPD estéril aos tubos 2 a 12 e 5 mL da solugéo de Zeocina a 200 pug/mL aos
tubos 1 e 2. Homogeneizou-se o conteudo do tubo 2 e realizou-se diluicbes seriadas
(base 2) da droga nos tubos restantes (5 mL), descartando-se 5 mL do ultimo tubo.
Dessa forma, as concentracfes de Zeocina variaram de 0,05 a 200 pg/mL, ou seja,
foram de 0,05; 1,5; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL.

ApoOs o preparo das diferentes concentracdes de Zeocina, 1 mL de cada
diluicdo foram transferidos para 4 tubos estéreis mantendo-se o 1 mL restante como
controle de contaminacao da diluicdo seriada. Em outros 4 tubos estéreis, adicionou-
se 1 mL de caldo YPD sem droga para uso como controle de crescimento das
leveduras.

Apés, 2 tubos de cada concentracdo de droga e 2 tubos contendo caldo YPD
sem droga foram inoculados com 0,05 mL da suspensdo de Saccharomyces
boulardii. © mesmo procedimento foi realizado inoculando-se os tubos restantes com
Pichia pastoris. Todos os tubos foram incubados a 28C por 48 horas ou até
surgimento visivel de diferencas caracteristicas de crescimento do microorganismo
nos tubos controle, examinados e o MIC determinado.

A concentracdo fungicida minima foi determinada a partir do subcultivo de
0,01 mL de cada tubo negativo e dos tubos controle de crescimento positivo em agar
YPD livre de droga. Incubou-se as placas a 28T por 48 horas ou até o crescimento
dos cultivos provenientes dos tubos controle de crescimento positivo ser
visivelmente aparente nas placas.

A concentragdo fungicida minima foi definida como a menor concentragéo de
droga a partir da qual os subcultivos apresentaram resultados negativos ou
produziram menos de 3 colbnias por placa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracgdes inibitorias minimas de Zeocina para as leveduras avaliadas,
ou seja, as concentracdes deste antimicrobiano capazes de inibir o crescimento e
desenvolvimento das leveduras Saccharomyces boulardii e Pichia pastoris foram de
50 pg/mL e 6,25 pg/mL, respectivamente (Tabela 1). J& em relacdo a concentracao
fungicida minima, encontrou-se como dosagem letal valores a partir de 100 pg/mL e
25 pg/mL para Saccharomyces boulardii e Pichia pastoris, respectivamente (Tabela
1).



Tabela 1. Concentracdes inibitoria e fungicida minimas de Zeocina para
Saccharomyces boulardii e Pichia pastoris.

Concentracao inibitoria Concentragao fungicida

minima minima

(ng/mL) (pg/mL)
Saccharomyces boulardii 50 100
Pichia pastoris 6,25 25

Dessa forma, pode-se constatar que a levedura Saccharomyces boulardii
avaliada no presente estudo apresentou uma resisténcia quatro vezes maior ao
antimicrobiano Zeocina do que Pichia pastoris. Entretanto, apesar de as
concentracfes fungicidas minimas de Zeocina encontradas para as leveduras do
presente estudo serem elevadas, estas foram menores do que as observadas em
um estudo de Lima (2006), o qual demonstrou concentracdo letal de Zeocina acima
de 300 pg/mL para Candida tropicalis e de 200 pg/mL para Candida guilliermondii.

A concentracdo de Zeocina sugerida pelo fabricante do plasmideo para a
expressdo de proteinas heterélogas em Pichia pastoris (Invitrogen) para selecéo
desta levedura recombinante € de 100 pg/mL, ou seja, quatro vezes maior do que a
concentracdo fungicida minima determinada no presente estudo. Dessa forma,
concentracfes maiores que 100 pg/mL de Zeocina deverédo ser utilizadas na selecéo
de Saccharomyces boulardii recombinantes, em estudo posterior a este, visto que a
concentracdo fungicida minima determinada no presente estudo para esta levedura
foi quatro vezes maior do que a para Pichia pastoris.

4. CONCLUSAO

Foram determinadas as concentracfes inibitéria e fungicida minimas para
Saccharomyces boulardii. Esta levedura apresentou uma elevada resisténcia ao
antimicrobiano Zeocina, sendo sua concentracdo fungicida minima quatro vezes
maior do que a para Pichia pastoris.
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