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RESUMO

As 63 cepas de Candida, previamente isoladas de 120 mulheres com suspeita clinica
de candidiase vaginal atendidas na cidade de Goidnia-GO e identificadas segundo Kregen-Van
RIJ, foram caracterizadas fenotipicamente quanto aos aspectos morfolégicos, bioldgicos e
soroldgicos. Nos 57 isolados de C. albicans verificou-se com maior incidéncia o morfotipo 5330
dentre os sete morfotipos presenciados. Nas 4 cepas de C. krusei foram detectadas os morfotipos
0000, 5230 ¢ 5330 e, nos dois cultivos de C. fropicalis, os morfotipos, 5220 e 5240. A
biotipagem de Odds & Abbott mostrou os biotipos 377 € 777 nos isolados de C. albicans. Nas
cepas de C. krusei e de C. tropicalis detectou-se o biotipo 677. Quanto a sorotipagem dos
isolados de C. albicans houve o predominio do sorotipo A em 56 (98,2%) das cepas.

UNITERMOS: Fenotipagem. Candidiase vaginal. Candida spp.
INTRODUCAO

Em busca de melhor caracterizagfio e individualizagdo dos isolados
de Candida, varias metodologias de tipagem fenotipica tém sido
desenvolvidas, diante da necessidade de informagdes de carater
epidemioldgico, de auxilio na identificagdo precisa do patégeno e suas
relagdes filogenéticas (20, 22). A caracterizagdo fenotipica das cepas de
Candida compreende o estudo de aspectos morfologicos, biolégicos e
sorolégicos das leveduras.

O modelo de morfotipagem para os isolados de Candida é baseado
nas diferengas morfologicas entre as colénias de espécie de Candida
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albicans, mantida em meio de 4gar-extrato de malte (19, 11). Estas diferengas
morfolégicas sdo analisadas quanto a presenga, ao tamanho e a textura de
franjas na borda da col6nia, além da sua topografia de superficie (9, 10, 11,
19).

Outro método de tipagem de leveduras ¢ a biotipagem de Odds &
Abbott (17). Este consiste em uma série de testes bioquimicos que permite a
identificagdo de 512 biotipos diferentes de acordo com o comportamento das
leveduras do género Candida diante de testes de tolerancia a pH, produgdo de
enzimas, assimilagdo de substancias e resisténcia a drogas e corantes.

Estruturalmente, os isolados de Candida albicans apresentam a
parede celular constituida de complexos proteinas-polissacaridios, nos quais
a fragdo manana atua como fator antigénico celular. De acordo com esta
propriedade imunoldgica, as cepas de Candida albicans séo classificadas nos
sorotipos A e B (2, 8, 23).

Considerando os aspectos assinalados, este trabalho objetivou
verificar as caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas leveduras do género
Candida, isoladas de mulheres com suspeita clinica de candidiase vaginal,
quando submetidas aos métodos de tipagem morfologica, bioldgica e
sorolégica.

MATERIAL E MLTODOS

Cepas de Candida — As 63 cepas de Candida, isoladas e
identificadas segundo Kregen-van RiJ(13) neste estudo, foram provenientes
de 120 mulheres com suspeita clinica de candidiase vaginal atendidas na
Santa Casa de Misericoérdia de Goiénia. Foram utilizadas ainda duas outras
cepas de Candida albicans, respectivamente sorotipos A e B, obtidas da
Micoteca do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB/USP).

Marcadores fenotipicos

Morfotipagem — Realizada em meio de 4gar-extrato de malte,
mediante semeadura de duas cepas de Candida (inéculo com turbidez
ajustada em 3 na escala de Mc Farland) em cada placa de Petri com swabs
esterilizados. Apés a incubagdo das placas a 25°C por dez dias, a leitura foi
feita com base nos aspectos macromorfolégicos da franja e na topografia da
colénia através do modelo proposto por Hunter et al. (10,11), conforme
sumarizado no quadro 1.
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Quadro 1. Modelo de tipificagdo de morfotipos de espécies de Candida,
segundo Hunter et al.

Ordem dos digitos Valores

1° Franja - Distribui¢do Ausente 0
Descontinua (< 20% da margem) 1
Descontinua (20 a 50% da margem) 2
Descontinua (60 a 90% da margem) 3

Continua, somente na periferia ou fios conspicuos
em leque
Continua, com filamentos paralelos

~ W

2° Franja - Comprimento Ausente
Igual ou menor a2 mm
Entre 3 a5 mm
Igual ou maior a 6 mm

“nWwNo

3"Franja - Textura Ausente
Muito grosseira
Grosseira
Intermedidria
Fina

W —-=O

4* Superficie - Topografia Lisa
Nodular
Escavada
Crateriforme
Crateriforme com dobras e pregas
Dobras e pregas
Pélos

NN B N—O

Biotipagem - Feita através da inoculagdo das suspensdes de cepas de
Candida (in6culo com turbidez ajustada em 3 na escala de Mc Farland) pelo
inoculador de Steers nos nove meios de analise da biotipagem de Odds &
Abbott (17). Apés a incubagdo a 37° C por periodos varidveis, a leitura foi
realizada e o resultado traduzido pela somatéria de cada triade de testes,
sendo considerados positivos os cultivos desenvolvidos nos meios de pH 1,4;
5 flucitosina, cloreto de sédio, acido bérico, uréia, sorbose e citrato de sédio;
e naqueles que produziram col6nias de tamanho igual ou maior do que 2 mm
de didmetro em presenga de safranina. A produgdo de proteinase foi
verificada através da técnica de Staib (18). A expressdo numérica dos
resultados foi alcangada de acordo com os valores apresentados no quadro 2.
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Quadro 2. Modelo de biotipagem (Odds & Abbott)

Ordem dos digitos Provas Valores
Resisténcia ao pH 1,40 1
12 Produgdo de proteinase 2
Resisténcia a 5 - fluorcitosina 4

—

Assimilagdo da uréia

2? Assimilagdo da sorbose 2
Tolerdncia ao cloreto de sddio 4
Assimilacdo do citrato 1

3° Resisténcia ao acido bérico 2
Resisténcia a safranina 4

Sorotipagem - Executada a partir da inoculagdo de 1,0 ml da
suspensdo de Candida albicans, previamente sorotipada como sorotipo A, via
veia marginal da orelha em coelhos albinos em diferentes dosagens e tempos
(quadro 3), fez-se sangria dos animais uma semana apos a tltima inoculag#o,
obtendo-se, assim, o anti-soro A. Misturou-se o anti-soro obtido com igual
volume de suspensdo de Candida albicans previamente sorotipada como B.
O anti-soro absorvido € considerado monoespecifico para Candida albicans
sorotipo A. A reagdo de aglutinagdo entre o anti-soro obtido e a suspensdo de
células de C. albicans desconhecida permitiu classificar as cepas em
sorotipos A e B (2, 8).

Quadro 3 - Indug@o imunolégica para produgéo de anti-soro A em coelhos

Dias Concentragédo de leveduras/ml.
z 5.10°
o 5.10°
2 2.10°
102 4.10°
132 8.10°
162 2.107
19¢ 5.107
RESULTADOS

Morfotipagem
O estudo das 63 cepas de Candida, isoladas de secrecdo vaginal de
mulheres com candidiase, permitiu a identificagdo de nove morfotipos
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diferentes. Em isolados de Candida albicans, observou-se predominio do
morfotipo 5330; Candida tropicalis mostrou os morfotipos 5220 e 5240; e
Candida krusei apresentou também predominio do morfotipo 5330 (Tabela

1).

Biotipagem

O sistema de biotipagem de Odds & Abbott (17) possibilitou
identificar trés diferentes biotipos para os isolados de Candida de mulheres
com candidiase vaginal. Os biotipos 377 (19,3%) e 777 (80,7%) foram
detectados nas cepas de Candida albicans. Em Candida krusei ¢ Candida
tropicalis verificou-se o biotipo 677 em todos os cultivos (Tabela 1).

Sorotipagem

Das 57 cepas de Candida albicans isoladas da secre¢do vaginal de
mulheres com candidiase, 56 (98,2%) foram classificadas como sorotipo A e
uma (1,8%) como sorotipo B (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuigdo dos cédigos obtidos através de tipagens fenotipicas
realizadas em 63 cepas de espécies de Candida isoladas de
mulheres com candidiase

Morfotipagem Biotipagem Sorotipagem
Espécies Codigos  N°de Cepas Cédigos  N°de Cepas  Codigos/Tipos  N° de Cepas
N) ™) ™)
C. albicans &7 I50)) 150}
0000 03 (53%) 377 11(19,3%) A 56 (98,2%)
3220 02 (3,5%) 777 46 (80,7%) B 01 (1,8%)

5230 07 (12,3%)
5320 08 (14,0%)
5330 23 (40,3%)
5530 11(19,3%)
7330 03 (5,3%)

C. krusei (04) (04)
0000 01 (25,0%) 677 04 (100,0%)
5230 01 (25,0%)
5330 02 (50,0%)

C. tropicalis (02) (02)
5220 01 (50,0%) 677 02 (100,0%)
5240 01 (50,0%)

DISCUSSAO

O emprego da tipagem fenotipica nas leveduras do género Candida,
isoladas da cavidade vaginal de mulheres com candidiase, teve como
finalidade caracterizar cada cepa de Candida envolvida nesta infecgdo
fingica através da expressividade dos fenétipos leveduriformes (4, 18). Ja os
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métodos genotipicos, baseados na cariotipagem eletroforética unidirecional e
em campo pulsante, na hibridagdo com sondas de 4cido desoxirribonucléico
(DNA), no emprego de reagdo em cadeia de polimerase (PCR) ou também na
associagdo destas técnicas, tém sido comumente empregados para melhor
diferenciagdo das leveduras fenotipicamente indistinguiveis (27).

As diferencas de modelos de morfotipagem,em relagdo aos isolados
de Candida oriundos das mucosas oral e vaginal, devem-se provavelmente as
caracteristicas proprias de cada colénia fungica (1, 4, 5 10), embora a
inibigdo da expressdo fenotipica do fungo por agdo terapéutica previamente
empregada possa também influenciar no padrio de morfotipagem das
leveduras (4, 9, 12, 15). Entre 63 cultivos de Candida isolados neste estudo
evidenciaram-se nove morfotipos diferentes, havendo predominéncia do
modelo 5330 entre as cepas de Candida albicans € Candida krusei. Nos
trabalhos de Candido (4) e Caramalac (5), com isolados de Candida albicans
da cavidade vaginal, foram encontrados principalmente os morfotipos 0000 e
5446, 0000 e 7330, respectivamente.

A formagdo de franjas por cepas de Candida cultivadas em meio de
agar-extrato de malte, apontada como um atributo fungico de patogenicidade,
foi observada em 95,2% das leveduras. A produgdo de franjas nestas cepas,
oriundas de pacientes com candidiase vaginal, confirma esta possivel
associagdo (1,4, 5,9, 10, 11, 19).

Quanto 2 biotipagem de Odds & Abbott (17), empregada na
identificagdo dos isolados de Candida, procedentes de mulheres com
candidiase vaginal, presenciaram-se trés biotipos diferentes. As 57 cepas de
Candida albicans apresentaram os biotipos 377 € 777 e Candida krusei
Candida tropicalis, o biotipo 677. Odds & Abbott (17) encontraram 45
biotipos fazendo andlise de 85 cultivos de Candida isolados das cavidades
oral e vaginal e Céandido (4), analisando 100 isolados de Candida albicans
provenientes de diversos materiais clinicos, obteve 26 biotipos, apresentando,
portanto, em ambos 0s casos, um namero de biotipos muito mais elevado do
que os obtidos em nosso estudo. No entanto Loschagin-Pizzolitto et al. (14)
detectaram quatro biotipos em cepas de Candida albicans isoladas de
secregio vaginal e Caramalac (5), cinco biotipos com predominéncia do
biotipo 777 (62,0%) em secregdo vaginal de parturientes, resultados bem
semelhantes aos aqui registrados.

Estudos realizados na Europa e na América, incluindo Brasil,
mostraram que a maioria dos isolados de Candida albicans, provenientes de
pacientes com diversas formas clinicas de infecgo, pertencem ao sorotipo A
com um indice de freqiiéncia oscilando entre 66,8 € 97,9% (1, 3, 5, 16, 20,
22). O alto indice de cepas de Candida albicans identificadas, neste estudo,
como pertencentes ao sorotipo A (98,2%), concorda com 0s registros de
Garcia & Siqueira (7) e Loschagin-Pizzolitto et al. (14), que, classificando
isolados também  procedentes de cavidade vaginal, obtiveram,
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respectivmente, 86,2% e 100% de cepas de Candida albicans sorotipo A. A
prevaléncia de qualquer um destes sorotipos A ou B, em cepas de Cand;'da
albicans isoladas, independente do sitio anatémico, parece sofrer influéncia
da é4rea geogrifica da populagdo amostrada, bem como das alteragGes

quimicas e antigénicas que a fragdo manana possa apresent S
fungica (6, 18, 21). o p ar na célula

SUMMARY

Phepotypical characteristics of Candida strains isolated from patients with
vaginal candidiasis

_ Si?cty-three strains of Candida were isolated from 120 females
patients with clinical symptoms of vaginal candidiasis (city of Goiénia —
GO), and classified according to KREGEN-Van RIJ. The strains were then
phenotypica.lly characterised in conformity with morphological, biological
'fmd serological aspects. Morphotype 5330 had the highest incidence in the 57
isolates of C. albicans, in the C. krusei strain we detected morphotypes 0000
5230 anfi 5330 and in the two cultures of C. tropicalis morphotypes 5220 and’
5240: Biotype analysis according to Odds & Abbott showed biotypes 377 and
777 in the C. albicans isolates and biotype 677 in the C. krusei and C.

tropicalis strains. Serotype A was predominant in 98,2% (n=56) of the C,
albicans strains. .

KEYWORDS: Phenotyping. Vaginal candidiasis. Canuida spp.
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