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Producao de fatores de viruléncia in vitro por espécies
patogénicas do género Candida

Production of virulence factors iz vitro by pathogenic species
of the genus Candida

Kelly Cristina Ortolan Rorig!, Jean Colacite! e Maxwel Adriano Abegg!

RESUMO

Avaliou-se, in vitro, a capacidade de crescimento em 39°C e 42°C, a producdo de enzimas hidroliticas e a atividade hemolitica de 21 cepas
clinicas e de referéncia de sete espécies de Candida spp, Candida dubliniensis e Candida krusei demonstraram menor potencial de viruléncia e

Candida albicans maior.
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ABSTRACT

The growth capacity at 39°C and 42°C, production of hydrolytic enzymes and hemolytic activity of 21 clinical and reference strains of seven species
of Candida spp were evaluated in vitro. Candida dubliniensis and Candida krusei demonstrated lower virulence potential and Candida albicans

higher potential.
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Leveduras do género Candida sio frequentemente comensais
humanos, mas podem, em situacdes que normalmente envolvem
imunodebilidade, causar infecgiio conhecida como candidiase ou
candidose, em diversos sitios anatomicos>.

Estas micoses podem ser causadas por diferentes espécies.
Candida albicans continua sendo a espécie mais prevalente, mas
espécies de Candida ndo-albicans, particularmente Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei e Candida
parapsilosis, tem adquirido importancia crescente'®.

Por conseqiiéncia, hd interesse nos fatores de viruléncia
destas leveduras, para estabelecer estratégias de controle com
antifiingicos e prevengdo!'.

A habilidade de produzir enzimas hidroliticas é considerada
um importante fator de viruléncia®’. As principais enzimas
produzidas por leveduras do género Candida sio as proteinases
e as fosfolipases'?.

Diferentes espécies de Candida demonstram atividade
hemolitica quando crescidas em dgar-sangue enriquecido’®.

Outra caracteristica associada com a patogenicidade em
humanos é a propriedade de multiplicagfio a altas temperaturas,
como 39°C e 42°C°.
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0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de viruléncia
in vitro de 21 cepas clinicas e de referéncia de sete espécies de
Candida.

Organismos testados. Foi investigado um isolado de
referéncia e dois isolados clinicos de sete espécies (Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida
Zlabrata, Candida krusei, Candida guilliermondii e Candida
dubliniensis) de Candida. Os isolados foram identificados por
avaliacio morfologica (micromorfologia em dgar fubd-tween 80)
e por testes bioquimicos através do Kit Candifast (International
Microbio) e API 20 C (bioMérieux).

Pesquisa de enzimas hidroliticas. A produgio de
fosfolipase foi verificada utilizando-se o método do dgar gema
de ovo em placa, de acordo com Kantarcioglu e Yucel®. As placas
de Petri foram incubadas a 37°C e os didmetros das colonias e
das colonias mais zonas de precipitacdo foram mensuradas ap6s
7 dias de incubacdo. A zona de atividade de fosfolipase (Pz) foi
calculada de acordo com Price cols®, em termos do indice do
diametro da coldnia dividido pelo diametro da colonia mais a
zona de precipitacdo. A producio de proteinase foi evidenciada
através de halos claros em torno das colonias, em placas de dgar
contendo albumina de soro bovina (BSA), conforme Kantarcioglu
e Yucel®. O indice Pz foi determinado da mesma forma que para
a fosfolipase.

A atividade de amilase foi testada com meio contendo 3% de
amido de batata soldvel, com pH ajustado a 5, de acordo com
Tsuyoshi cols. Os halos de atividade foram revelados como zonas
claras em torno das colonias pela adicao de lugol.
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A producio de gelatinase foi verificada em placa contendo
0,8% de gelatina e 5% de 4gar. Uma alcada de cada isolado foi
inoculada na superficie do 4gar e este foi incubado a 30°C por
7 dias. A produgio de gelatinase fica evidente pela formacio de
halos claros em torno das colonias, utilizando 4cido tricloroacético
como revelador, conforme Kanemitsu cols’.

Crescimento a 39°C e 42°C. Para isto, 10pL de caldo
Sabouraud com turvacio ajustada ao tubo 1 da escala de Mac
Farland, obtido de células novas dos isolados, foi inoculado em
dgar Sabouraud-dextrose e incubado a 39°C e 42°C por 72h, de
acordo com Llanos cols®.

Atividade hemolitica. Foram utilizadas placas de Agar
Sabouraud dextrose contendo 3mL de hemdcias de sangue
humano lavadas 3 vezes com tampdo salina-fosfato (PBS)®. Discos
de papel filtro com 6mm de didmetro foram posicionados em
pontos eqiiidistantes na placa e inoculados com 10pL de cultivo
das células em caldo Sabouraud com turvacio ajustada ao tubo
1 da escala de Mac Farland. Todos os testes foram realizados em
triplicata para cada isolado.

A Tabela 1 mostra que os isolados de Candida albicans
produziram mais proteinase e fosfolipase que as demais espécies.
Esta observacdo concorda com os resultados de Silva cols®,
que, comparando a producio enzimdtica de Candida albicans
(n°=31) e Candida parapsilosis (n1°=6), observaram que 100%

dos isolados de Candida albicans foram produtores de proteinase
e 83,8% de fosfolipase. Kantarcioglu e Yucel, estudando a
producio de fosfolipase e proteinase em 95 isolados clinicos
de virias espécies de Candida (Candida albicans, Candida
Zlabrata, Candida guilliermondii, Candida kefyr, Candida
krusei, Candida lipolytica, Candida lusitaniae, Candida
parapsilosis, Candida rugosa e Candida tropicalis) , igualmente
observaram que Candida albicans apresentou um percentual
significativamente maior de isolados produtores de proteinase
e fosfolipase.

Linares cols® estudaram a atividade enzimdtica e capacidade
hemolitica de Candida dubliniensis (n°=18) frente 2 Candida
albicans (n1°=30). Semelhante ao observado em nosso estudo,
claramente Candida albicans é maior produtora de fosfolipase
e proteinase e também apresenta maior capacidade hemolitica
que esta outra espécie.

Tamura cols'* avaliaram a produgdo de fatores de viruléncia
(hidrofobicidade da superficie celular, aderéncia, atividades de
proteinase e de fosfolipase) em 23 amostras de: Candida albicans
(n°=7), Candida tropicalis e Candida parapsilosis (n°=6)
cada, e Candida lusitaniae e Candida glabrata (n°=2). A maior
atividade de fosfolipase e de proteinase (Pz menor) foi de Candida

parapsilosis isolada de cateter venoso central. A espécie Candida
albicans apresentou atividade levemente inferior (Pz maior) a de

TABEIA 1

Resultados dos testes de atividade de fosfolipase, proteinase, amilase, crescimento em 42°C e 39°C e atividade

hemolitica em 21 isolados de Candida spp.

Crescimento
Isolados Proteinase Fosfolipase (Pz) Amilase 42°C/39°C Hemglise
Candida albicans ATCC 18.804 0,36 0,34 + +/+ + 4+ +
Candida albicans UEM 1 0,42 0,38 + +/+ + 4+
Candida albicans UFRGS 51 1,0 0,37 + +/+ ++
Candida tropicalis AICC 13.803 1,0 0,46 + +/+
Candida tropicalis UFRGS 55 0,43 1,0 + +/+
Gandida tropicalis UFRGS 56 1,0 0,48 + +/+
Candida glabrata ATCC 2.001 1,0 1,0 + +/+
Candida glabrata UEM 24 1,0 1,0 + +/+
Candida glabrata UEM 118 1,0 1,0 + -/+
Candida guilliermondii ATCC 46.036 1,0 1,0 + +/+
Candida guilliermondii UEM 28 1,0 1,0 + +/+
Candida guilliermondii UEM 73 1,0 1,0 + +/+
Candida krusei ATCC 6258 1,0 1,0 + -/+
Candida krusei SM 1 1,0 1,0 - +/+ -
Candida krusei SM 2 1,0 1,0 + -/+
Candida dubliniensis CBS 7987 0,44 1,0 + -/+
Candida dubliniensis SM 23 0,43 1,0 - -/-
Candida dubliniensis SM 25 0,44 1,0 - -/-
Candida parapsilosis ATCC 22.019 0,42 1,0 + +/+ ++
Candida parapsilosis UEM 115 1,0 1,0 + +/+ +
Candida parapsilosis UEM 81 1,0 1,0 - +/+ +

+: positivo, -: negativo, + + + +: muito fortemente positivo, + + +: fortemente positivo, + +: positivo,
+: fracamente positivo, Pz: indice de atividade de fosfolipase. 1,0: isolado inativo. ATCC: American Type Culture
Collection, EUA, UEM: Universidade Estadual de Maringd, PR, UFRGS: Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS,
SM: Universidade Federal de Santa Maria, RS, CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Holanda.
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Candida parapsilosis. De fato, neste estudo Candida albicans
ndo se destacou como a maior produtora destas enzimas, sendo
sua producio até levemente inferior 2 de Candida tropicalis e
Candida glabrata.

Estudando espécies de Candida quanto 2 atividade amildsica,
Tsuyoshi cols® ndo observaram atividade amildsica em Candida
glabrata. Rosa cols' ndo observaram atividade de amilase
em cinco espécies de Candida avaliadas (Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida guilliermondii).

Nos testes feitos a 42°C, observou-se que somente os isolados
de Candida dubliniensis e dois isolados de Candida krusei ndo
obtiveram resultados positivos. Jd em 39°C, que é uma temperatura
de pacientes febris, observou-se que todos os isolados de Candida
dubliniensis ndo apresentaram crescimento, isto significa que
pacientes imunodebilitados, com temperatura a 39°C podem
desenvolver candidiase por certas espécies do género. Esta
sensibilidade de Candida dubliniensis a temperaturas elevadas
parece responder em parte pela sua reduzida capacidade invasiva,
mesmo em pacientes severamente imunodebilitados.

Somente os isolados de Candida parapsilosis e Candida
albicans apresentaram atividade hemolitica neste estudo.

Diferentemente, Luo cols” ndo observaram capacidade hemolitica
em cinco isolados de Candida parapsilosis avaliados, enquanto
reportaram atividade hemolitica em outras espécies. Igualmente neste
estudo Candida albicans demonstrou ter maior capacidade hemolitica
que as demais espécies. Os autores usaram sangue de carneiro,
enquanto que neste estudo foi utilizado sangue humano na preparacio
do meio de cultura. O sangue humano ou o processamento dos cultivos
de Candida podem ser fatores que dificultam a manifestacio da
capacidade hemolitica por espécies que ndo Candida albicans.

Esta atividade de enzimas hidroliticas elevada de Candida
albicans estd de acordo com sua maior viruléncia em infecgoes
sistémicas 7.2 vivo™. No entanto, Samaranayake cols'!, avaliando a
expressdo de fosfolipase B em 30 isolados de Candida albicans,
usando placas e teste em caldo, de pacientes infectados pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), ndo observaram associagio
significativa da produgfo desta enzima com outros quatro fatores
de viruléncia avaliados.
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