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m RESUMO: O objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e classificar pela sen-
sibilidade as toxinas killer, espécies de Candida da cavidade bucal de individuos
com salde e de pacientes com candidose. Os dados foram submetidos a analise es-
tatistica, utilizando-se o teste exato de Fisher para comparar diferengas significan-
tes no ndmero de biotipos killer entre os dois grupos de individuos estudados. A
presenca de leveduras foi observada na saliva de 260 individuos com sadde bucal,
dos quais 100 amostras (38,46%) foram positivas para Candida ssp, sendo 97%
Candida albicans. A partir de amostras de 36 pacientes com candidose, foram
isoladas 7 espécies de Candida. O emprego do sistema killer possibilitou diferen-
ciar 14 biotipos de Candida nos pacientes com candidose e 4 biotipos em indivi-
duos sem lesdes na cavidade bucal.
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Espécies de Candida ocorrem comumente na cavidade bucal de individu-
0s saudaveis, sendo Candida albicans a espécie mais prevalente.” Essas leve-
duras vivem geralmente em condi¢des saprofitas, estabelecendo um estado de
equilibrio ecolégico na microbiota bucal.>*® Modificaces desse equilibrio
favorecem o desenvolvimento da agdo patogénica por fungos do género Can-
dida, produzindo candidose.”*®

Como o género Candida é de grande interesse odontoldgico, muitos
métodos que permitem a caracterizacdo dessas leveduras, além do nivel de
espécie, estdo sendo desenvolvidos. Esses métodos incluem aqueles basea-
dos em caracteristicas fenotipicas e genotipicas das cepas. Entre os fenotipi-
cos estdo a biotipagem, morfotipagem, tipagem por toxinas Kkiller,
resistotipagem, e como genotipicos, a cariotipagem e 0 uso de enzimas de
restricdo. 1319

As toxinas killer sdo, também, denominadas fator killer, proteinas killer
ou outros nomes menos usados como zimocina e micocina.? Essas toxinas
sdo substancias protéicas secretadas por algumas cepas de leveduras que tém
efeitos letais sobre outros fungos e uma variedade de bactérias.!’” Leveduras
killer sdo imunes & acdo das suas prdprias toxinas, mas podem ser sensiveis
as proteinas killer produzidas por outros organismos.'4*°

Polonelli et al.,'* em 1983, selecionaram, entre 54 leveduras, 9 perten-
centes aos géneros Pichia e Hansenula, produtoras de toxinas killer. Eles
preconizaram um método de biotipagem de espécies de Candida, denomina-
do sistema killer, codificado em trés digitos, baseado na sensibilidade de
uma cepa testada, ante as toxinas produzidas.

O sistema killer pode ser empregado como marcador epidemioldgico de
leveduras, para verificar a origem e a disseminacéo de determinada amostra
de Candida na populacéo. Assim o objetivo do presente trabalho foi isolar es-
pécies de Candida na cavidade bucal de pacientes com candidose e de indivi-
duos com satde bucal e verificar a sensibilidade dessas espécies as toxinas
killer.

Material e método

Foram selecionados para estudo dois grupos de individuos. No primei-
ro, foram incluidos 260 alunos da Faculdade de Odontologia de Séo José dos
Campos — UNESP e do Departamento de Odontologia da Universidade de
Taubaté — Unitau. Nenhum deles era portador de prétese ou aparelho orto-
ddntico, assim como de doenca periodontal e lesdes de cérie ativa, clinica-
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mente evidentes. Para o isolamento das cepas, foram coletados 2 mL de
saliva sem estimulacdo, da qual aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em du-
plicata em placas contendo 4gar Sabouraud dextrose (Difco), acrescido de
0,1 mg de cloranfenicol (Quemicetina Succinato — Carlo Erba) por mL.

O segundo grupo foi formado por 36 pacientes atendidos na Clinica de
Prétese, total do Curso de Odontologia da Universidade de Taubaté. Todos
eram usuarios de prétese total superior e inferior e apresentavam lesfes
compativeis com candidose eritematosa cronica. As amostras foram coleta-
das com “swab” embebido em solucéo fisiolégica esterilizada e foram seme-
adas em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol.

A identificacdo das leveduras isoladas foi realizada segundo Sand-vén*®
por meio das seguintes provas: formagdo de tubo germinativo em soro esté-
ril de coelho, producdo de clamiddsporos e pseudo-hifas em &gar fuba Twe-
en 80, fermentacdo e assimilagdo de aglcares.

O estudo do fendmeno killer foi desenvolvido conforme metodologia de
Polonelli et al.,*® utilizando-se as cepas produtoras enumeradas na Tabela 1.
Foram considerados sensiveis 0s cultivos que produziram halo incolor ao re-
dor da cepa padrdo, e resistentes 0s que apresentaram crescimento em torno
desta.

Tabela 1 - Cepas padrao utilizadas no teste de sensibilidade as toxinas killer

Amostra do fungo Procedéncia Ndmero k
Hansenula Stumm 1.034 k1
Pichia sp Stumm 1.034 k2
Hansenula anomala Um Milano - k3
Hansenula anomala CBsS 5.759 k4
Hansenula anomala Ahearn UN 866 k5
Hansenula californica Ahearn WC 40 k6
Hansenula canadensis Ahearn WC 41 k7
Hansenula dimennae Ahearn WC 44 k8
Hansenula mrakii Ahearn WC 51 k9

Os resultados da biotipagem foram designados por meio do esquema
proposto por Polonelli et al.,'* composto por 3 digitos, cada um representan-
do uma combinagéo dos resultados obtidos no “triplet” de trés cepas, como
apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Modelos de biotipos killer, segundo Polonelli et al.

Atividade do 1° “triplet”  Atividade do 2° “triplet”  Atividade do 3° “triplet”

leveduras leveduras leveduras
ki1 k2 k3 Cadigo k4 k5 k6 Cadigo k7 k8 k9 Cddigo
+ + + 1 + + + 1* + + + 1*

+ + - 2* + + 2 + 2
+ - + 3 + - + 3 3
+ + 4 + + 4 + 4
+ 5 + 5 + 5
+ 6 + 6 + 6
+ 7 + 7 + 7
8 8 8

* Amostra correspondente ao biotipo 211.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo teste exato de Fi-
sher para comparagéo da presenca de diferentes biotipos killer isolados de
individuos com salde e de pacientes com candidose (p<0,05).

Resultados

A presenca de leveduras foi observada em 260 individuos sadios, dos
quais 100 (38,46%) apresentavam Candida na saliva. A espécie predomi-
nante foi Candida albicans, seguida de Candida tropicalis e Candida guilli-
ermondii. A partir das 36 cepas isoladas de pacientes com candidose, foram
identificadas 7 espécies de Candida, mas Candida albicans, também, foi a
mais freqiiente nesse grupo (Tabela 3).

Entre as espécies isoladas dos individuos saudaveis, foram encontrados
4 biotipos killer: 111 (51%), 211 (39%), 212 (9%) e 287 (1%). Entre as
oriundas dos pacientes com candidose, observou-se maior variedade de bio-
tipos, predominando o 111 (41,66%) e 0 211 (25,00%). Além desses, foram
identificados mais 12 biotipos que ndo foram observados nas amostras iso-
ladas de pacientes normais (Tabela 4). O nimero de biotipos de Candida
(14) encontrado nos pacientes com candidose mostrou diferenca significante
em relagdo aos encontrados (4) nos pacientes com saude bucal.
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Tabela 3 - Espécies de Candida isoladas da cavidade bucal de individuos sau-
daveis e com candidose

Individuos
Espécies Saudaveis Candidose
N % N %
C. albicans 97 97 23 63,89
C. tropicalis 2 2 4 11,11
C. guilliermondii 1 1 1 2,78
C. Kefyr - - 2 5,55
C. parapsilosis - - 1 2,78
C. glabrata - - 4 11,11
C. krusei - - 1 2,78
TOTAL 100 100 36 10,00

Nas amostras de Candida albicans isoladas, foram encontrados 11 bio-
tipos, com predominio do 111 (51,66%), seguido dos biotipos 211 (34,16%)
e 212 (7,50%) (Tabela 5). Foram observados 3 biotipos nas amostras de
Candida tropicalis: 211 (60%), 784 (20%) e 468 (20%); 2 biotipos nas
amostras de Candida glabrata: 211 (75%) e 466 (25%); 2 biotipos nas amos-
tras de Candida kefyr: 111 (50%) e 141 (50%). Nas amostras de Candida
guilliermondii, Candida parapsilosis e Candida krusei, foram identificados,
respectivamente, os biotipos 111, 211 e 887.

Tabela 4 — Distribui¢cdo das amostras de Candida de acordo com o biotipo

killer
Pacientes Pacientes com Total das
sadios candidose amostras
Biotipos ~ Amostras % Amostras % Amostras %
111 51 51,00 15 41,64 66 47,51
122 0 - 1 2,78 1 0,74
141 0 - 1 2,78 1 0,74
181 0 - 1 2,78 1 0,74
188 0 - 1 2,78 1 0,74
211 39 39,00 9 25,00 48 35,27
Continuagéo
Pacientes Pacientes com Total das
sadios candidose amostras
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Biotipos ~ Amostras % Amostras % Amostras %

212 9 9,00 0 - 9 6,60
241 0 - 1 2,78 1 0,74
287 1 1,00 0 - 1 0,74
411 0 - 1 2,78 1 0,74
466 0 - 1 2,78 1 0,74
468 0 - 1 2,78 1 0,74
784 0 - 1 2,78 1 0,74
871 0 - 1 2,78 1 0,74
885 0 - 1 2,78 1 0,74
887 0 - 1 2,78 1 0,74

TOTAL 100 100,00 36 100,00 136 100,00

Tabela 5 — Biotipos killer encontrados nas amostras de Candida albicans
isoladas da cavidade bucal de pacientes saudaveis e com candi-

dose

Biotipos Amostras %
111 62 51,68
122 1 0,83
181 1 0,83
188 1 0,83
211 41 34,18
212 9 7,50
241 1 0,83
287 1 0,83
411 1 0,83
871 1 0,83
885 1 0,83

TOTAL 120 100,00

Discusséo

Dos 260 individuos saudaveis pesquisados no presente trabalho, foram
encontradas leveduras em 38,46% deles, resultado semelhante ao de Bur-
ford-Mason et al.* e Wray et al.?? Candida albicans foi identificada a partir
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de 97% das amostras, resultado superior ao relatado por Stenderup? que des-
creveu isolamento dessa espécie em 60% a 70% das amostras.

A biotipagem das 136 amostras de varias espécies de Candida, realizada
no presente trabalho, evidenciou 16 diferentes modelos killer, e entre as 120
amostras de Candida albicans podem-se observar 11 biotipos. Caprilli et al.,®
Candido et al.,% Pires et al.! e Oliveira et al.»° registraram, respectivamente,
7, 23, 10 e 2 diferentes biotipos, utilizando 0 mesmo grupo de cepas padrdo
killer na biotipagem de Candida albicans.

Na verificacdo do fendmeno killer entre as amostras de diferentes espé-
cies de Candida, o biotipo mais encontrado foi o 111 (47,79%), indicando
que a maior parte das espécies de Candida testadas foi sensivel a todas as to-
xinas killer produzidas pelas cepas padrédo estudadas. O biotipo 211 também
foi observado em grande percentual (35,29%), revelando que muitas das
amostras estudadas foram resistentes apenas a toxina produzida pela cepa
K3.

Entre as amostras de Candida albicans estudadas no presente trabalho,
0s biotipos predominantes foram 111 (51,66%) e 211 (34,16%), resultados
semelhantes ao de Caprilli et al.® que encontraram os biotipos 111 (78%) e
211 (13%) nas amostras de Candida albicans isoladas de diferentes espéci-
mes clinicos, incluindo a cavidade bucal.

Por outro lado, o biotipo mais freqiiente nas observacdes de Candido et
al. foi 0 211 (47,30%), seguido do 111 (22,60%); esses autores estudaram
amostras de Candida albicans da cavidade bucal e de outros materiais bio-
I6gicos. O biotipo 211 também foi predominante nos resultados de Pires et
al.,'* que realizaram a biotipagem de varias amostras de Candida albicans
isoladas da mucosa bucal de pacientes portadores do virus da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (aids).

Em outros trabalhos, os biotipos 111 e 211 ndo foram predominantes.
Pizzolitto et al.2? encontraram o biotipo 888 em 87,20% das amostras de
Candida albicans isoladas de diferentes materiais biologicos, e Oliveira et
al.1 observaram o biotipo 811 em 95,80% das amostras de Candida albicans
da mucosa bucal de pacientes com cancer. Neste trabalho, os biotipos 888 e
811 ndo foram identificados.

Outros biotipos encontrados em nossos resultados, porém em menor por-
centagem, foram 122, 141, 181, 188, 212, 241, 287, 411, 466, 468, 784, 871,
885, 887. Pires et al.** evidenciaram os biotipos 111, 237, 657, 663, 678, 688,
876, 887 e 888. Dessa forma, apenas 2 biotipos foram coincidentes entre nos-
s0s resultados e dos autores citados: 111 e 887. Observa-se que a variabilida-
de dos biotipos é grande de acordo com os autores, estando apenas 0 111 e 0
211 presentes em varios trabalhos.
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O uso do sistema killer para observagdo da sensibilidade das amostras
de Candida isoladas da cavidade bucal dos pacientes estudados mostrou-se
de grande utilidade para verificagdo da origem e disseminagdo de amostras
de Candida ou mesmo como marcador epidemioldgico de leveduras. Salien-
ta-se que o método killer é de facil execugdo e interpretagdo, uma vez que a
leitura deste torna-se evidente pela formagdo ou ndo de halo ao redor da
amostra semeada.

A maior variabilidade de biotipos killer foi verificada em pacientes com
candidose. Assim, sugere-se que novos estudos sobre esse assunto sejam re-
alizados, principalmente estudando-se amostras isoladas de pacientes com
candidose, para obtencdo de novos dados e possivel confirmacdo da maior
variabilidade ao fendmeno killer nas leveduras que estavam produzindo can-
didose.

Concluséo

» Entre as 100 amostras de Candida isoladas da cavidade bucal de pacien-
tes saudaveis, ocorreu predominancia dos biotipos 111 em 51% e 211 em
39%.

» Paraos pacientes com candidose, os biotipos predominantes foram o 111
em 41,66% e 211 em 25% dos casos.

» Nas amostras de Candida albicans de pacientes sadios e com candidose,
0s biotipos mais encontrados foram 111 em 51,66% e 211 em 34,16%.

» Todos os isolados foram sensiveis a pelo menos uma cepa produtora de
toxina killer.

» Nas amostras isoladas de pacientes com candidose, foi encontrado ni-
mero maior e estatisticamente significativo de biotipos killer.

» O emprego do sistema killer possibilitou diferenciar 11 biotipos de Can-
dida albicans encontrados na cavidade bucal.

JORGE, A. O. C. et al. Sensitivity to the killer toxins in Candida yeast isolated of
oral cavity from healthy patients and oral candidosis patients. Rev. Odontol.
UNESP (S&o Paulo), v.29, n.1-2, p.71-80, 2000.
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m  ABSTRACT: The purpose of this work was to isolate, identify and classify by sen-
sitivity to the killer toxins in Candida yeast from the oral cavity of the healthy and
candidosis patients. The results were submitted to statistic analysis, using Fis-
cher’s exact test to compare meaningful differences in the number of killer bio-
types between the 2 studied groups. The presence of yeast was observed in the
saliva of 260 individuals with healthy mouth, from which 100 samples (38.46%)
presented the Candida species, being 97% Candida albicans. In 36 samples of pa-
tients with candidosis 7 Candida species were isolated. By using killer system it
was possible to distinguish 14 biotypes in patients with oral candidosis and 4 bio-
types in individuals with healthy mouth.

m KEYWORDS: Candida; Candida albicans; candidosis; killer toxins.
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