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ARTIGOS

DIFERENCIACAO DE CEPAS DE CANDIDA ALBICANS PELO
SISTEMA KILLER

Regina Celia Candido, Olga Fischman, Luiz Zaror e Izabel Yoko Ito

Foi estudado o efeito killer de 9 cepas padrio de leveduras sobre 146 amostras de
Candida albicans isoladas dos seguintes espécimes clinicos: mucosa bucal, fezes, lavado
brénguico, escarro, secrecdo vaginal, uring, lesdo de pele, lesGo de unha e sangue.
Usando este sistema foi possivel diferenciar 23 biotipos de C. albicans. Os biotipos 211,
111 e 811 foram os mais freqientemente isolados. A maioria das amostras de C.
albicans (98,6%) foi sensivel a pelo menos uma ou mais das 9 cepas killer. Empregando-
se este sistema foi possivel demonstrar que 2 pacientes albergavam mesmo biotipo killer,
respectivamente, 111 e 211, em diferentes espécimes clinicos, e em outro paciente, o
mesnio biotipo (211) foi isolado de bemoculturas realizadas em ocasides distintas. O
uso do sistema killer para diferenciar os tipos entre as espécies de leveduras patogénicas,
pode ser um método til para estabelecer a eventual fonte de infec¢do, constituindo
uma ajuda valiosa para o controle e vigildncia de infecgcdes nosocomiais causadas por
leveduras.

Palavras-chaves: Sistema killer. Biotipagem. Candida albicans. Epidemiologia.

Algumas leveduras secretam substincia
com atividade antifingica de natureza
protéica, letal para microrganismos da mesma
espécie e género € de outros géneros'. Esta
substincia é comumente denominada como
fator killer, toxina killer ou proteinas killer.
Termos como zimocina ou micocina também
tém sido empregados'.

Polonelli e cols®, em 1983, preconizaram
um método de biotipagem de leveduras
denominado de sistema killer, codificado em 3
digitos, cujos resultados sio representados
pela sensibilidade da cepa em analise, frente a
9 cepas padrido killer, pertencentes aos
géneros Pichia e Hawnsenula. Esse sistema
pode ser empregado em inquéritos
epidemioldgicos para investigar a origem e/ou
caracterizagdo das cepas de leveduras®¢®?® e
mais recentemente de Nocardia®.

A presente publicagdo apresenta os
resultados da caracterizacio de 146 amostras
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de C. albicans segundo a biotipagem pelo
sistema killer.

MATERIAL E METODOS

Amostras de leveduras. Cento e quarenta e
seis cepas de C. albicans isoladas dos
seguintes espécimes clinicos: mucosa bucal
(39), fezes (35), lavado broénquico (26), escarro
(12), secrecdo vaginal (10), urina (8), lesdo de
pele (8), lesdo de unha (4) e sangue (4), foram
identificadas de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas
conforme Van der Walt e Yarrow®.

Biotipagem. As cepas foram biotipadas
segundo o© sistema killer proposto por
Polonelli e cols®.

Cultivos recentes de C. albicans foram
semeados em tubos contendo 10ml de caldo
Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD),
mantidos em agitador, a 120rpm, durante 18
horas, a 25°C. Apos este periodo, 1ml dos
cultivos diluido em 10ml de caldo YEPD e
1,0ml dessa suspensio adicionado em 20ml
de agar YEPD fundido e resfriado a
aproximadamente 50°C. ApOs agitagao
vigorosa, o meio inoculado foi vertido em
placas de Petri e deixado solidificar. Cultivos
recentes das 9 cepas padrio produtoras de
toxinas killer (K1 a 9; Tabela 1) foram, entdo,
semeados, aplicando uma gota de suspensio
das amostras, em caldo YEPD, substituindo a
semeadura em estrias de Polonelli e cols®. As
placas foram incubadas a 25°C, por 72 horas.
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Tabela 1 - Cepas padrao produtoras de toxinas killer pertencentes
ao elenco de Polonelli.

Tabela 3. Porcentagem de sensibilidade de 146 C. albicans das
toxinas killer produzidas por 9 cepas padrdo.

Cédigo Cepa Especificacdo Codigo Cepa Sensibilidade (%)
K1 Hansenula sp Stumm 1034 K1 Hansenula sp 80,8
K2 Pichia sp Stumm 1035 K2 Pichia sp 82,2
K3 Hansenula anomala UM Milano K3 Hansenula anomala 26,7
K4 Hansenula anomala CBS 5759 K4 Hansenula anomala 932
K5 Hansenula anomala Ahearn UN 866 K3 Hansenula anomala 93.8
K6 Hausenula caltfornica Ahearn WC 40 K6 Hansenula californica 88,4
K7 Hansenula canadensis Ahearn WC 41 K7 Hansenula canadensis 91,8
K8 Hansenula dimmenae Ahearn WC 44 K8 Hansenula dimmenae 925
K9 Hansenula mrakii Ahearn WC 51 K9 Hansenula mrakii 95,2

Foram consideradas sensiveis (+), as cepas
que produziram um halo incolor e/ou zona de
crescimento com coldnias azuis, ao redor do
ponto de inoculacdo das cepas padrio.

Para codificar, foi utilizado o sistema
mneumdnico proposto por Polonelli e cols?,
composto de 3 digitos, representando cada
um, a combinacdo dos resultados obtidos no
conjunto de 3 cepas padrio como apresentado
na Tabela 2.

Tabela 2 - Modelos de biotipos killer segundo Polonelli e cols®.
Atividade do Atividade do Atividade do
12 triplice 2¢ riplice 3° triplice
Leveduras Leveduras Leveduras
Kl K2 K3 codigo K4 K5 K6 codigo K7 K8 K9 codigo

+ + + 1* + + + 1* + + 4+ 1*
+ o+ - 2 + o+ - 2 + + - 2

+ - + 3 + - - 3 + -+ 3

- + + 4 - + o+ 4+ - + o+ 4
+ - - 5 + - - 5 + - - 5
-+ - 6 -+ - 6 - + - 6

- -+ 7 - -+ 7 - -+ 7

- - 8 - - - 8 - - - g

* biotipo 111; ** biotipo 248

RESULTADOS

A sensibilidade das amostras de C. albicans
as cepas padrio produtoras de toxinas killer
(k1 a 9) variou entre 26,7 a 95,2% (Tabela 3).
Os modelos 211 (47,3%), 111 (22,6%) e 811
(10,3%) representaram 80,2% dos 23 biotipos
identificados entre as 146 amostras de C.
albicans analisadas (Tabela 4).

Aplicando o sistema &illera 15 amostras de
C. albicans isoladas de 6 pacientes em
diferentes ocasibes e/ou diferentes espécimes
clinicos na mesma ocasido, foram obtidos
mesmos biotipos killer em 3 pacientes (Tabela
5).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos 23 modelos killer das 146 cepas de C.
albicans isoladas de espécimes clinicos

Modelo Cepas
N %
111 33 22,6
121 1 7
211 69 47.3
212 1 0,7
213 1 0,7
221 1 07
254 1 0.7
257 1 0,7
261 3 2,0
284 1 0.7
287 4 27
312 1 0,7
411 2 1,4
511 1 0,7
617 1 0,7
627 1 07
711 2 1,4
811 15 10,3
812 2 14
817 1 0,7
821 1 0,7
822 1 0,7
888 2 1,4
Total 23 146 100,0

Tabela 5 - Distribuicdo dos modelos killer de 15 amostras de C.
albicans isoladas de 6 pactentes em diferentes ocasioes.

Paciente Material biol6gico Modelo killer
1 Escarro 211
Mucosa bucal 211
2 Escarro 812
Lavado brénquico 811
3 Lavado brénquico 261
Lavado brénquico 221
4 Pele 822
Pele 811
Pele 211
Pele 261
5 Sangue 211
Sangue 211
6 Urina 111
Lavado bronquico 111
Sangue 111
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DISCUSSAO

ApOs a descricio do fenémeno killer em
Saccharomyces cerevisine, por Bevan &
Makover em 1963 viarias pesquisas tém sido
realizadas para verificar a incidéncia de
leveduras produtoras de toxinas killer,
sensibilidade a toxinas killes ' mecanismo
de acdo dessas toxinas®’, suas propriedades
fisiologicas e quimicas’ e, mais recentemente,
0 Seu uso como marcador epidemioldgico® .

A biotipagem de 146 cepas de C. albicans
evidenciou 23 diferentes modelos killer.
Polonelli e cols®, Caprilli e cols®’, Margaré e
cols® e Zaror e cols¥ registraram,
respectivamente, 25, 7, 3 e 48 diferentes tipos,
utilizando o mesmo elenco de cepas padrio
killer. Oito dos 23 modelos killer também
foram registrados em outros paises; 6 na
Itdlia’® 5 na Argentina® e 6 no Chile”, o que
sugere a sua distribuicdo cosmopolita.

A quase totalidade das cepas (98,6%) foi
sensivel a2 uma ou mais toxinas killer,
confirmando a verificacdo de outros
pesquisadores?®814,

O modelo 211 foi prevalente em 47,3% de
nossas amostras, sendo o 2° em freqiiéncia nas
investigacdes de Caprilli e cols® na Italia, mas
muito pouco comum nas pesquisas de
Polonelli e cols® no mesmo pais e Zaror e cols™
no Chile. O biotipo 111, identificado em 22,6%
do nosso material (Tabela 4) foi o tipo
prevalente na Itdlia®® e na Argentina®.

Nio foi evidenciada correlacio entre os
tipos killer e a origem do material biol6gico de
procedéncia das amostras, o que concorda
com outros pesquisadores®. No entanto em
dois pacientes (pac. 1 e 6) foram observados
mesmo biotipo em diferentes espécimes
clinicos, enquanto que, no paciente 5 o
modelo 211 foi obtido do mesmo material
clinico em diferentes ocasides. Esses dados
demonstram o valor dessa metodologia na
investigacdo epidemiolbgica.

O método killer &€ pritico, econdmico, nio
requer equipamento sofisticado, de fAcil
interpretagdo, e sua aplicacio como marcador
epidemiologico tem sido preconizada, em
casos presuntivos de infeccoes flngicas
nosocomiais®’. Concordamos com Provost e
cols®?, quanto a recomendacio do sistema
killer para a identificacio ripida e precisa das
cepas isoladas em laboratérios de pequeno
porte.

SUMMARY

The authors studied the Kkiller effect of nine
standard strains of yeasts on 146 samples of Candida
albicans isolated from the following clinical
specimens: oral mucosa, feces, bronchial wash,
sputum, vaginal secretion, urine, skin lesion, nail
lesion and blood. Using this system it was possible to
differentiate 23 biotypes of Candida albicans. The
biotypes 211, 111 and 811 were most frequently
isolated. Most of the samples of C. albicans (98.6%)
were sensitive to at least one or more of the nine
killer strairns. Using thekiller system it was possible to
show that two patients barbored the same Killer
biotypes, 111 and 211, respectively, in different
clinical specimens and another patient harbored the
same biotype (211) in bloodcultures effected in
different ocasions. The utilization of the killer system
to differentiate types among species of pathogenic
yeasts can be a useful method to stablish the
eventual source of infection, and it is a valuable tool
to control and watch for nosocomial infections
caused by yeasts.

Key-words: Killer system. Biotyping. Candida
albicans. Epidemiology.
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