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RESUMO

O projeto de pesquisa teve como objetivo a avaliagio de métodos
bioquimicos e sorolégicos na caracterizagdo de espécies de Candida isoladas
da cavidade bucal de humanos, com énfase na Taxonomia, Sistematica e
estudos epidemioldgicos. As linhagens empregadas sdo representativas de 5
espécies de Candida: 97-a, F-72, E-37, 17-b e CBS-562" (C. albicans), FCF-
405 e FCF-152 e CBS-566" (C. guilliermondii), 21-c, 7-a ¢ CBS-604" (C.
parapsilosis), 1IM-90, 4-c e CBS-573T (C. krusei), 1-b, FCF-430, Ct-4 ¢ CBS-
94T (C. tropicalis). Como controle negativo foi empregada a linhagem 1Z-
1339 (Kluyveromyces marxianus). Os métodos bioquimicos e soroldgicos
utilizados, se basearam no cultivo em meio cromogénico CHROMagar
Candida®, ensaio imunoenzimatico (ELISA indireto) e eletroforese de
proteinas SDS-PAGE. Os resultados obtidos nos testes com CHROMagar
Candida® revelaram especificidade para as espécies C. albicans, C. tropicalis
e C. krusei, as espécies C. guilliermondii e C. parapsilosis apresentaram
coloragdo rosa € creme respectivamente, o que ndo € especifico para essas
espécies. O método SDS-PAGE revelou diferengas significativas nos perfis
eletroforéticos dos extratos protéicos intracelulares obtidos, apresentando
diminui¢do no numero de bandas protéicas em relagdo ao aumento do tempo

de centrifugacdo. Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) ndo revelaram



diferencas na reatividade para os extratos, expressa em densidade otica (D.
0.), quando comparados. Em ordem decrescente de especificidade o SDS-
PAGE mostrou-se mais eficiente na caracterizagdo dos isolados agrupando-os
em espécies, seguida do uso do CHROMagar Candida® que apresentou maior
especificidade para C. albicans, C. tropicalis ¢ C. krusei, mas ndo para as
demais espécies. O método de ELISA utilizando anticorpos policlonais, se
mostrou pouco efetivo na identificagdo das espécies por apresentar um alto

grau de reagéo cruzada com outras leveduras.



ABSTRACT

This work had the purpose to evaluate biochemistry and serological
methods to characterize Candida species from human oral cavity, emphasizing
taxonomy, systematic and epidemiological studies. The strains used represent
the five Candida species: 97-a, F-72, E-37, 17-b and CBS-562T (C. albicans),
FCF-405 and FCF-152 and CBS-566" (C. guilliermondii), 21-c, 7-a and CBS-
604" (C. parapsilosis), IM-90, 4-c and CBS-573" (C. krusei), 1-b, FCF-430,
Ct-4 and CBS-94" (C. tropicalis). As negative control the strain 1Z-1339
(Kluyveromyces marxianus) were used. The biochemical and serological
methods used were based upon the growth in cromogenic medium CHROM-
agar Candida®, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) and protein
electrophoresis (SDS-PAGE). The method CHROMagar Candida® showed
specificity for the C. albicans, C. tropicalis and C. krusei species but it was
not able to identify the C. guilliermondii e C. parapsilosis species, since it
showed rose and vanilla color, respectively, which is not specific for these two
species. The SDS-PAGE showed significative differences in the |
electrophoretic patterns from the proteic cellular extracts, showing a decrease
of the number of bands compared to the increase of the centrifugation time.
The ELISA could not present differences among the cell extracts, expressed in
O.D., when compared. In an increasing order of specificity, the SDS-PAGE



seemes to be the more efficient for the strains characterization, being able to
group the species, followed by the CHROMagar Candida® which showed
specificity for the C. albicans, C. tropicalis and C. krusei, but not for the
remaining species studied. The ELISA using polyclonal antibodies was

ineffective to identify species due to the high level of cross-reaction.
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1. INTRODUCAO

Dentre todos os seres vivos, os fungos e leveduras fazem parte de um
reino proprio: o reino Fungi, apresentando caracteristicas morfologicas muito
particulares, o que faz com que as vezes, possam ser prontamente
reconhecidos.

As leveduras s3o microrganismos comuns na cavidade bucal, vivendo
de maneira comensal ou parasitaria, sobretudo as do género Candida. O mais
freqiiente desses microrganismos que tem sido isolado € Candida albiéans, o
qual tem sido associado & doengas infecciosas, em individuos
imunocomprometidos € imunocompetentes. Fatores predisponentes como
leucemia, infecgdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), juntamente
com procedimentos cirurgicos extensivos ou administragdo de antibidticos,
assim como transplante de 6rgdos associado ao emprego de medicamentos
imunossupressores, favorecem o desenvolvimento de sua a¢do patogénica,
causando patologias diversas para o homem, particularmente a candidiase,
micose superficial de maior freqiiéncia na boca. Outros eventos biolégicos
locais como uso de proteses e presenga de carie, predispdem a candidiase
demonstrando a sua importincia na cavidade bucal. Estas patologias t€ém
requeridlo o aprimoramento de métodos para caracterizagdo desses
microrganismos, com énfase em estudos clinicos, taxondémicos e

epidemioldgicos.
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Em laboratérios clinicos e de pesquisa, a forma mais eficaz para
identificacdo presuntiva de C. albicans tem sido o teste de tubo germinativo,
embora este seja um teste rapido, podem ocorrer problemas na interpretagio,
como resultados falso positivo ocasionados pelo aumento do tempo de
incubagdo e falsos negativos devido a grande quantidade de inéculo. Além
disso, o tempo necessario para detalhamento no exame ao microscopio por
individuos ndo especializados pode levar a resultados erroneos.

Outros métodos como: estudo da macro e¢ micromorfologia, provas
bioquimicas e fisiologicas - auxonograma, produgdo de urease, obtengdo de
clamid6sporo - entre outros, sdo também empregados para identificagdo de
leveduras. Porém estes métodos requerem varias etapas, as vezes necessitando
varios dias de trabalho para tipificagdo de uma tinica cepa.

Nas ultimas décadas, métodos bioquimicos e sorolégicos tais como:
testes fermentativos, pesquisa de antigenos e/ou anticorpos e eletroforese t€ém
despertado o interesse de pesquisadores e clinicos na identificagéo de células
leveduriformes.

Com base na literatura disponivel € com o objetivo de contribuir
com os estudos de identificacdo e caracterizagdo desses microrganismos,
métodos como a analise presuntiva em meio cromogénico (CHROMagar
Candida®), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e eletroforese de proteinas em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram avaliados, empregando-se isolados
de Candida provenientes da cavidade bucal de humanos. Com os resultados
do emprego dessas técnicas, procurou-se estabelecer também, as relagdes de

afinidade fenética entre os isolados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os fungos filamentosos, os cogumelos e as leveduras fazem parte dos
Mycobionta, com aproximadamente 70.000 espécies (CARLILE &
WATKINSON, 1994). Produzem esporos e corpos de frutificagdo tendo como
substidncia de reserva glicogénio e lipidios. Apresentam-se formando corpo
vegetativo, ou entdo, formando estrutvras leveduriformes (células “ovaladas™).
O corpo vegetativo desses microrganismos ¢ formado de modo geral por
filamentos ramificados, com crescimento apical, denominados hifas. Estas,
por sua vez, podem ser septadas ou ndo (cenociticas). Quando se agrupam,
formam os micélios, que quando possuem as estruturas de reproducdo do
fungo, sdo denominados de reprodutivos ou aéreos com formagio de esporos
e, quando penetram no meio de cultura para retirar os nutrientes necessarios
ao seu desenvolvimento, de vegetativos. Além dos fungos filamentosos,
existem as leveduras, organismos que tém sido vistos como importantes

agentes patogénicos dos seres vivos.

As espécies do género Candida — de modo geral — sdo dimérficas; na
forma de levedura apresentam-se como células globosas, Gram positivas,
ovaladas ou alongadas, medindo em média 3 a 7 micrémetros de largura por 3

a 14 micrometros de comprimento (MEYER et al., 1984). Quando na forma
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de micélio, apresentam-se como pseudohifas, podendo formar hifas

verdadeiras, que se alongam a partir das leveduras (ODDS, 1987).

As leveduras do género Candida acham-se amplamente espalhadas na
natureza, sendo que algumas espécies vivem como saprofitas ou parasitas no
homem e em outras espécies animais de sangue quente (BUDTZ-
JORGENSEN, 1990a). A espécie de maior importincia do ponto de vista
médico, Candida albicans, esta associada obrigatoriamente a seres humanos
ou outros animais homotermos (SHEPERD et al, 1985) e sua forma
leveduriforme vive normalmente na orofaringe, cavidade bucal e peribucal,
nas dobras da pele, na secrecdo brOnquica, trato genito-urinario e
gastrointestinal de humanos (LACAZ, 1980). Entretanto, formas miceliais
desse microrganismo também s3o encontradas em tecidos infectados
(BURNIE et al., 1985). Particularmente em relagdo a boca, as leveduras sdo
fungos pertencentes a microbiota bucal normal de individuos sadios. A C.
albicans é a espécie dominante na cavidade bucal, constituindo de 60 a 70%
do total dos fungos isolados (STENDERUP, 1990) sendo que C. glabrata e C.
tropicalis vém em seqiiéncia, seguidos de outras espécies de Candida e os
géneros Rhodotorula e Saccharomyces, que sdo de ocorréncia rara €
transitoria. A C. albicans tem sido isolada de criangas e adultos em varias
circunstancias (RUSSEL & LAY, 1973; LAY & RUSSEL, 1977, ARENDOF
& WALKER, 1980; BERKICEVSKY et al., 1980; BERDICEVSKY et al,
1984; MOREIRA, 1997).

Em condi¢des normais, 0 organismo mantém esses microrganismos
como comensais, entretanto, alteracdes locais ou sistémicas favorecem o
desenvolvimento da sua agdo patogénica, causando patologias para o homem,
particularmente a candidiase (ALY ef al, 1975; KIMURA & PEARSALL,
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1978; BUDTZ-J(")RGENSEN; 1990b). As razdes pelas quais C. albicans esta
presente em portadores sadios ndo estdo claramente definidas, porém sugere-
se que fatores nutricionais, interagdes com a microbiota bacteriana e presenga

de anticorpos na saliva possam contribuir para sua evidéncia na cavidade
bucal (STENDERUP, 1990).

A ocorréncia cada vez maior de infecgbes ocasionadas por Candida,
associada aos novos conhecimentos micologicos, etiopatogenéticos, clinicos,
patologicos, imunoldgicos e terapéuticos sobre essa doenga, tem justificado o
grande interesse de pesquisas com esses microrganismos, os quais tém sido
estudados do ponto de vista morfologico, citologico, fisiologico, patologico,
imunologico, de diagndstico, taxonémico, etc. (TASCHDJAN et al.,, 1960;
GORDON & LITTLE, 1963; AHEARN, 1970, PITT & MILLER, 1970;
JOSHI et al., 1973; SANDULLA, 1974; AXELSEN, 1976, McGINNIS, 1976;
GUNASEKARAN & HUGHES, 1977).

A avaliagdo resultante do conjunto dos caracteres obtidos pelas provas
quantitativas e qualitativas no estudo das leveduras, permite a sele¢do das
espécies em diferentes géneros. Desta forma, a tipagem das cepas € obtida
através da avaliagdo do conjunto das caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas,
bioquimicas, genéticas, tipo de reprodugdo, aspectos macro-
micromorfologicos dos cultivos, exigéncias nutricionais, osmofilia, reagées
com soros especificos, etc. As afinidades taxondmicas das espécies de
Candida com outras leveduras foram inicialmente esclarecidas pelos estudos
mais precisos de seus ciclos de vida. No entanto, a identificacdo e
caracterizagdo desses microrganismos pelos métodos convencionais, ¢ morosa
e trabalhosa, sendo que tem sido propostas varias técnicas para a identificagédo

rapida das espécies do género Candida, especialmente a C. albicans, por ser
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esta a que determina maior nimero de infecgdes, tanto no homem como nos

animais, sendo considerada a mais patogénica de todas (LACAZ, 1980).

A maioria das candidiases (90%) é causada por C. albicans (WINNER,
1975). Outras espécies de Candida encontradas nas infecgdes humanas sdo C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. kefyr,
(SAMARANAYAKE & MACFARLANE, 1990) e tem sido mostrado que
muitos individuos podem abrigar mais de uma dessas espécies a0 mesmo
tempo, sendo que em pacientes hospitalizados e imunocomprometidos, a
ocorréncia desses microrganismos € mais comum (ODDS, 1987).

A existéncia intrabucal na forma comensal desses organismos, ocorre
em pelo menos 50% da populagdo, e possivelmente mais que 90% dos
individuos saudaveis podem ser potencialmente portadores desses
microrganismos (ODDS, 1987). Tradicionalmente, nos laboratérios clinicos e
de pesquisa, a forma mais eficaz para identificagdo presuntiva de isolados de
C. albicans tem sido o teste de tubo germinativo. Como descrito por
RINALDI (1993), a formagdo de tubo germinativo em C. albicans requer que
as leveduras estejam em correto estado nutritivo, na presenga de um indutor
(por exemplo, soro ou outras formula¢des quimicas que mimetizam O soro)
numa temperatura maior que 33° C e um pH préximo do neutro. Embora esse
seja um teste rapido, a interpretagdo errOnea de elongamentos de
blastoconidios (falso positivo), devido ao aumento do tempo de incubagio ou
falsos negativos devido a grande quantidade de inoculo, podem acarretar
problemas na identificagdo. Isso juntamente com o tempo necessario para
detalhamento no exame ao microscopio por individuos ndo especializados,
pode tornar esse teste passivel de erro em trabalhos de laboratério. Tem sido
relatado que 5% das C. albicans isoladas sdo tubo germinativo negativos
(SALKIN et al., 1987; QUINDOS et al., 1997).
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A identificagdo dos fungos leveduriformes se faz também, pelo estudo
de sua macro e micromorfologia, provas bioquimicas e fisioldgicas como
auxonograma, zimograma, produgdo de urease, obten¢do de clamiddsporos,
formagdo de tubos germinativos, etc (KREJER-VAN RI1J, 1984; ODDS,
1991). Apesar desses serem métodos convencionais € de importincia na
identificacdo desses organismos, envolvem uma série de etapas que

consomem varios dias de trabalho para a tipificagdo de uma cepa.

Com base em caracteristicas fisiologicas e bioquimicas, existem meios
diferenciais (com substratos cromogénicos) nos quais as col6nias tomam
diferentes coloragdes, como o meio de Pagano ¢ Levin com trifeniltetrazolio
que se reduz a trifenilformazana. Nesse meio, segundo sua capacidade de
redugdo, as colonias tomam uma coloragdo variando de roxo a rosa claro
(PAGANO & LEVIN, 1958). Outro meio cromogénico € o agar BIGGY
(meio de Nickerson) com sulfito de bismuto, onde a cor das colonias variam
podendo ser bege (ou marrom) ao negro (MENDEL et al., 1960; O'BREIN,
1964). Também existem meios para identificagdo especifica de C. albicans
que utilizam azul de anilina ou &acido fosfomolibdico (COSTAS & de
LOURDES BRANCO, 1964; GOLDSCHMIDT et al., 1991; QUINDOS et
al., 1992). Entretanto, esses meios ndo sdo implantados na rotina de
laboratorios para identificagdo presuntiva de espécies leveduriformes, porque
sO permitem diferenciar algumas espécies € as vezes apresentam resultados
falso positivo ou falso negativos. Os sistemas comerciais de que se dispde
atualmente, permitem uma rapida identificagdo para um determinado espectro
de leveduras de interesse clinico, uns mais amplos que outros dependendo da
marca, porém resultam num custo elevado para sua utilizagdo massiva em

laboratorios de microbiologia.
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Na busca e avaliagdo de métodos rapidos para o isolamento e
identificagdo de leveduras de interesse clinico, GIUSIANO &
MANGIATERRA (1998) relataram o uso de um meio cromogénico que se
destina a diferenciagdo e identificagdo de C. albicans, C. tropicalis € C. krusei
(ODDS & BERNAERTS, 1994; PFALLER et al., 1996), concluindo que esse
meio ¢ de grande utilidade para facilitar o isolamento, diferenciacdo e
identificagdo presuntiva e rapida, tanto de cepas puras como de cultivos mistos
de espécimes clinicos. Isto € importante para amostras de pacientes
imunocomprometidos onde a necessidade de um diagndstico correto e rapido é

de fundamental importancia.

Do ponto de vista sorologico, foi por volta de 1938, que Jelinek (cf.
JOLY, 1954) demonstrou que as reagdes sorologicas sdo um recurso
fundamental para se classificarem as leveduras, justificando que os
microrganismos apresentam grande variabilidade e inconstincia de caracteres
celulares, fatores de erros na sistematica morfolégica. O melhor conhecimento
da estrutura antigénica das espécies de Candida permitiria a compreensdo dos
fendmenos imunolégicos desencadeados nos hospedeiros - homem e animais -
bem como o aprimoramento no preparo de antigenos com finalidade
imunodiagnostica e como critério taxonémico para a classificagdo das

leveduras.

Segundo KEMP & SOLOTOROVSKY (1963), foi Benham, em 1935,
quem primeiro sugeriu a existéncia de um grupo de antigenos € que mostrou a
dificuldade em se diagnosticar por aglutinacdo, devido a reatividade cruzada
entre as diferentes espécies, demonstrando a inespecificidade, devido a reagéo
cruzada entre Candida, Torulopsis, Saccharomyces ¢ Hansenula. Hasenclever

e Mitchell demonstraram a existéncia de dois grupos antigénicos em Candida
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albicans através da aglutinagdo de leveduras em presenga de soros imunes.
Um tendo estrutura antigénica idéntica a C. tropicalis, denominado sorotipo
A, e outro idéntico a C. stellatoidea, o sorotipo B. Esse fato sugeriu haver uma
relagdo antigénica entre C. tropicalis e C. stellatoidea. Em outro trabalho
publicado por HASENCLEVER & MITCHELL (1961b) utilizando-se de ratos
e de coelhos, como modelos experimentais, observaram a igual letalidade para
os sorotipos A e B de C. albicans e uma provavel menor viruléncia para as

espécies C. tropicalis e C. stellatoidea.

No que diz respeito aos estudos soroldgicos para a caracterizagdo de
leveduras do género Candida, em 1955, TSUCHIYA et al. realizaram a
analise antigénica por aglutinacdo em ldmina, de sete espécies do género
Candida. Foi avaliada a termoestabilidade e termolabilidade desses antigenos.
Os autores observaram a ocorréncia de nove classes de antigenos
termoestaveis e de trés classes de antigenos termolabeis, entre as sete espécies
estudadas. C. albicans e C. tropicalis foram diferenciadas pelos antigenos
termoestaveis.

GORDON et al. (1967) citam que Benham em 1935, também descobriu
que células de ZTorulopsis glabrata possuiam antigenos em comum com C.
albicans, ¢ baseando-se nos estudos anteriores de Hasenclever & Mitchell e
nos de Tsuchiya, Fukazawa & Kawakita, os quais avaliaram as relagdes
antigénicas entre Torulopsis glabrata e varias espécies de Candida, sugeriram
um protocolo para a diferenciagdo por imunofluorescéncia, de C. albicans
(sorotipos A e B), C. fropicalis e C. stellatoidea. GORDON et al. (1967)
enfatizam que os estudos com aglutinagdo, realizados por Hasenclever,
indicam que C. albicans sorotipo A e C. tropicalis apresentam grande
similaridade antigénica, mas que pelos estudos de Tsuchiya, Fukazawa,

Miyazaki & Kawakita e pelos de Kemp & Solotorovsky, € possivel fazer-se a
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distingdo sorologica entre ambas as espécies. Citam que, Kaplan & Kaufman e
Gordon estabeceram que € possivel diferenciar C. tropicalis de C. albicans e
de C. stellatoidea, através do uso de anticorpos fluorescentes, provavelmente
pelo fato da parede celular de C. albicans possuir pelo menos um
polissacarideo antigénico a mais que a C. tropicalis, fato esse posteriormente

relatado por Miiller & Biirger's.

A sorologia ¢ uma linha de investigagdio que foi introduzida nos
laboratérios de pesquisa para auxiliar o trabalho do patologista. Através da
leitura dos trabalhos publicados no inicio desse século, verifica-se que o
desenvolvimento dessa técnica parece ter se originado da necessidade de uma
ferramenta auxiliar no trabalho de identificagdo e caracterizagdo de agentes
patogénicos. Assim a estrutura antigénica de leveduras do género Candida
tem sido objeto de numerosos estudos, que demonstram a existéncia de
antigenos citoplasmaticos de natureza protéica, e de antigenos polissacarideos
na parede celular (HASENCLEVER & MITCHELL, 1961a;
HASENCLEVER & MITCHELL, 1961c; BIGUET et al, 1962; KEMP &
SOLOTORVSKY, 1963; SUMMERS ef al., 1964).

Os estudos referentes a determinacdo da estrutura antigénica de espécies
do género Candida tém sido efetuados principalmente com aquelas de
interesse médico, dentre as quais, especialmente a C. albicans. A metodologia
utilizada varia de acordo com a natureza quimica dos antigenos € com a
localizagdo dos mesmos nas células ou nos filtrados de cultura. O primeiro
passo no estudo da estrutura antigénica consiste na obtengdo de antigenos,
levando-se em consideracdo a célula total, partes da mesma ou 0 meio em que
foi cultivada. Na parede celular dos fungos existe um predominio de

constituintes antigénicos de natureza polissacaridica, que formam complexos
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com proteinas. Como ocorre nos antigenos pneumococicos, os determinantes
antigénicos dos polissacarideos da parede celular sdo em geral responsaveis
pelo tipo-especificidade da célula fingica. Quanto ao antigeno citoplasmatico,
ha predominio de constituintes de natureza protéica, dentre os quais
normalmente encontram-se aqueles responsaveis pela espécie-especificidade.
Proteinas e polissacarideos sdo encontrados também nos filtrados de cultura,
resultantes do metabolismo celular ou de constituintes desagregados da parede
celular. Na obtencdo de antigenos metabolicos, faz-se necessaria a
determinacdo da fase maxima de crescimento do fungo, pois, se decorrido um
tempo superior a essa, a célula sofre processo de autodegradagio, liberando
componentes antigénicos que eventualmente podem ser diferentes daqueles
normalmente eliminados (LACAZ, 1980).

Varios sdo os métodos empregados na extragdo de antigenos, podendo
estar envolvidos processos fisicos e quimicos (FUKAZAWA et al. 1968a;
SUZUKI & SUNAYAMA, 1968). A liberagio de antigenos citoplasmaticos é
feita por rompimento de célula através de diferentes métodos, tais como:
sonicagdo, congelamento e descongelamento sucessivos ou trituragdo
mecénica (KEMP & SOLOTOROVSKY, 1963; VENEZIA & ROBERSON,
1974; SYVERSON et al., 1975). Quando o objetivo € a obtengdo de antigenos
metabdlicos (TRAN VAN KY et al., 1963; TRAN VAN KY et al., 1969), o
fungo é cultivado em meio liquido, o mais simples possivel dentro de suas
necessidades nutritivas, a fim de que componentes do meio tenham o minimo
de interferéncia nas determinac¢des posteriores, ndo provocando reagdes
inespecificas, se o mesmo for utilizado nas provas sorolégicas. E importante
que sejam tomados cuidados especiais durante a extragdo de antigenos
protéicos a fim de evitar a desnaturagdo dos mesmos, sobretudo se houver

interesse em preservar suas atividades enzimaticas.
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Os métodos imunolédgicos oferecem valiosos subsidios para propositos
analiticos, necessitando-se obter antissoros com alta especificidade para os
antigenos em estudo. Dessa forma, a caracterizagdo dos antigenos presentes
em determinada espécie de Candida, permite estabelecer relagdes dessa com
outras pertencentes ao mesmo género ou géneros diferentes. A importancia do
isolamento e emprego de antigenos especificos em provas soroldgicas, deve
ser considerada cuidadosamente, pois varios problemas podem ser
solucionados vantajosamente com uma metodologia menos trabalhosa. Em
muitas situagdes € preferivel lancar mio de antissoros monoespecificos
obtidos a partir de imunizagdes com um antigeno purificado, a usar antigenos
de referéncia. Além da dificuldade na obtengdo, os antigenos de maneira geral,

sdo menos estaveis do que antissoros (LACAZ, 1980).

Na obtengdo de soros hiperimunes, devem ser considerados a natureza
quimica do imundgeno, o emprego ou nido de adjuvantes, o animal a ser
utilizado, bem como a via de inoculagdo. O termo adjuvante deriva do latim
“adiuvare”, que significa auxiliar e se refere ao fato de que quando antigenos
soliveis s3o ministrados experimentalmente, misturados a componentes
bacterianos que agem como adjuvantes, a resposta mediada por células T e B ¢
muito maior (ROITT, 1999). Quando o objetivo é a obtengdo de antissoros
contendo anticorpos precipitantes, os extratos antigénicos aquosos sdo
extremamente superiores as células integras € a via subcutdnea preferivel a
endovenosa (BIGUET e al., 1965). E conveniente imunizar varios animais
simultaneamente, devido a consideraveis individualidades biologicas dos
mesmos. Os anticorpos do antissoro de coelho pertencentes a classe IgG sdo
mais especificos contra antigenos de leveduras que os das demais classes de
imunoglobulinas (FUKAZAWA et al.,, 1968a; FUKAZAWA et al., 1968b).

Quando o imundgeno € dotado de baixa atividade, decorrente de sua propria
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natureza, ou a alteragGes sofridas durante o processo de extra¢do, o mesmo
pode ser conjugado a moléculas carreadoras, aumentando assim sua atividade
(CHAPENTIER & FONTANGES, 1977). Esses imundgenos de baixa
atividade, (haptenos) possuem baixa massa molecular, aproximadamente
menores que 1 kDa (Kilodaltons), por isso ndo apresentam sozinhos
antigenicidade. Quando ligados frequentemente por ligagbes covalentes a

moléculas carreadoras como proteinas, possuem capacidade de estimular a
resposta imune (ROITT, 1999).

Os critérios sorologicos para classificagdo de leveduras parecem
superiores a outras provas, tais como assimilagdo de carboidratos e variagdes
morfologicas, como podemos observar pela extensa literatura disponivel, o
que justifica, de certa forma, os esforgos cientificos nessa linha de
investigagdo. TASCHDJAN et al. (1972) reuniram estudos de varios
pesquisadores, que mostram a possibilidade de detec¢do de antigenos
citoplasmaticos via testes de imunoprecipitagdo, aglutinagio e
imunofluorescéncia indireta. Em contrapartida, a detecgdo positiva de
precipitinas contra mananas de parede celular, parece ndo ser de grande
importancia, devido a concentragéo elevada no soro de individuos normais.

Estudos recentes conduzidos por PONTON et al. (1993), demonstraram
que antigenos das duas fases morfoldgicas da C. albicans, o blastosporo € o
tubo germinativo, sdo sempre observaveis nos tecidos infectados, sendo
usados numa variedade de testes sorologicos para atender necessidades
diagnosticas. Contudo a maioria dos testes usados na sorologia da Candida
carece de especificidade. Antigenos expressos especificamente na superficie
da parede do tubo germinativo podem ser empregados na pesquisa taxonémica
das espécies, se empregados anticorpos monoclonais purificados. O uso de

anticorpos conjugados com marcadores em imunoensaios de ligagdo
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enzimatica como ELISA ("Enzyme-linked Immunosorbent Assay")
melhoraram consideravelmente a sensibilidade dos testes soroldgicos
convencionais (CLARK & ADAMS, 1977; AL MOUDALALL et al., 1984,
KITAJIMA, 1991), podendo ser identificadas desse modo, quantidades
bastante pequenas de antigenos fiingicos, com um consumo minimo de
reagentes ¢ antissoros, sendo de grande validade também para outros
microrganismos que ocorrem em baixas concentragdes, como por exemplo os
virus.

JONES et al.(1989) fizeram, através de anticorpos monoclonais e soros
policlonais a diferenciagdo dos virus: nepovirus do mosaico arabico AMV
("arabics mosaic nepovirus") € virus do mosaico em anel - RRV ("raspberry
ringspot nepovirus") que atacam cultivares de framboesa. O problema original
consistia em diferenciar cepas dos virus em cultivares de framboesa cultivadas
na Inglaterra e Escocia, através de infecgdo natural, inoculagdo em plantas
sadias e inoculagdo em planta-teste de Rubus. Através de testes soroldgicos
com soros policlonais e monoclonais, puderam ser feitas diferenciagGes entre
isolados desses virus em diferentes locais onde se cultivam diversas
variedades de framboesa.

As informag¢des acumuladas que envolvem a biologia molecular tém
propiciado grandes avangos no desenvolvimento de técnicas de alta
sensibilidade na 1identificacdo e caracterizagdo de microrganismos,
particularmente fungos filamentosos e leveduras (HALL er al, 1969,
LENNETE et al., 1987, VANCANNEYT et al., 1991).

Varios pesquisadores (HALL, 1969; SHECHTER, 1973;
VANCANNEYT et al, 1991) t€ém utilizado a analise das proteinas, na
taxonomia dos fungos, tendo-se em vista que cada enzima € codificada por

uma seqiiéncia de nucleotideos controlados por um gene. Ao se comparar a
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estrutura de uma enzima, estamos comparando indiretamente, a prdpria
estrutura do material genético que esta sendo expresso, avaliando-se dessa
forma as relagdes fenético-taxonOmicas dos grupos. As proteinas podem ser
analisadas por diversos métodos, incluindo dentre eles a determinacdo de sua
estrutura primaria (composi¢cdo e seqiiéncia dos aminoacidos e os padrdes
digitais dos peptideos), pela eletroforese, pela cromatografia e por outras
técnicas baseadas em suas propriedades fisicas, imunolégicas ou cataliticas.
Dentre as técnicas que se utilizam de suas propriedades fisicas, a que vem
sendo mais utilizada € a eletroforese em suporte de gel. Extratos brutos sdo
fracionados eletroforeticamente no gel, que € depois corado para detectar os
sitios de localizag@o das proteinas.

No que concerne as leveduras, LENNETE et al. (1987) ressaltam que a
composi¢do quimica de suas paredes celulares tem sido estudada,
demonstrando muito bem que nas bactérias € em certos fungos, as diferencas
nessa composicdo, especialmente de aminoécidos e de carboidratos, trazem
importantes auxilios para sua taxonomia. A parede celular da maior parte das
leveduras € constituida de mananas, quitina e glucana, sendo que todas as
espécies do género Candida, apresentam esses trés componentes. HALL et al.
(1969) desenvolveram estudos taxonOmicos empregando a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida, para a identificacdo de proteinas de
fungos do género Phytophthora, conseguindo encontrar diferengas entre as
bandas protéicas de espécies diferentes. Varios outros autores descobriram
que os padrdes de proteinas, variam menos nas espécies que entre diferentes
espécies, de tal forma que passam a produzir a0 menos uma banda protéica
caracteristica e reconhecida para cada espécie em particular.

Alguns autores t€m alertado para a necessidade do desenvolvimento €

padronizagéo de todas as etapas da eletroforese de proteinas totais em géis de
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poliacrilamida, visando o incremento da resolugdo, sensibilidade,
reprodutibilidade e redugdo de custos dessa técnica (AMES, 1974;
BRUNEAU & GUINET, 1989; GOMES, 1995; HOFLING et al., 1996;
ROCHELLE, 1996; ROSA et al., 1997). Além disso, GLYNN & REID (1969)
e SHECHTER (1973) ja4 haviam demonstrado, que diferentes composi¢des
nutricionais dos meios de cultivo, variagGes na temperatura de incubagio € a
idade das culturas, podem influir diretamente na sintese de proteinas, o que
gera uma inconstdncia nos perfis eletroforéticos. Concomitantemente,
GOMES (1995) aponta para o fato de coloragdes a base de prata serem mais
sensiveis que outras coloragdes, aumentando a quantidade de bandas e a
possibilidade de observagdo de polimorfismo entre as amostras submetidas a
eletroforese de proteinas totais. Em adigdo, VANCANNEYT et al. (1991)
relataram que para a obten¢do de um padrio de bandeamento bem definido e
reprodutivel, faz-se necessaria a extragdo das proteinas quando as células
encontram-se em fase de crescimento logaritmo, pois células em fase
estacionaria de crescimento, fornecem perfis protéicos mais difusos, com
degradagdo de proteina de maiores massas moleculares € um acumulo de
proteinas degradadas e peptidios na regido de menores massas moleculares, no
eletroforegrama.

Variagoes da técnica original de eletroforese de proteinas totais,
permitiram o estudo das variabilidades intra e interespecifica de isolados de
leveduras do género Candida. LEE et al. (1986) propuseram um sistema de
caracterizagdo de isolados de C. albicans baseado na separagdo eletroforética
das proteinas totais, seguida da transferéncia para uma membrana de
nitrocelulose onde as proteinas foram reveladas através da combinagdo com
conjugados de imunoglobulinas policlonais-fosfatase alcalina, que fornecem

complexos corados ("Western blot"). Os autores observaram a ocorréncia de
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16 sorotipos distintos dentre 190 isolados. Esses mesmos isolados foram
submetidos a técnica de aglutinagdo desenvolvida por HASENCLEVER &
MITCHELL (1961a) e produziram apenas 2 grupos de sorotipos,
demonstrando de tal forma, a maior capacidade do procedimento
eletroforético na diferenciacdio de isolados de uma mesma espécie. Um
segundo experimento foi conduzido com a separagio das proteinas dos
isolados por SDS-PAGE e posterior coloragdo com Coomasie blue. Os
resultados foram idénticos aos do primeiro experimento, com a obtengdo de 16
perfis eletroforéticos diferentes.

Estudos conduzidos por PONTON & JONES (1986) envolveram o
emprego da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
"Western-blot" para pesquisar a presenga de glicoproteinas de parede
caracteristicas das fases leveduriformes e micelial de C. albicans sorotipo A.
Uma glicoproteina de alta massa molecular (235.000 Da) e outra de 19.000
Da, foram observadas no extratos de células colhidas na fase micelial mas ndo
foram identificadas em extratos de células leveduriformes, demonstrando
assim existirem diferengas quimico-estruturais entre as células nos dois
momentos do dimorfismo. CASANOVA & CHAFIN (1991), trabalhando com
a técnica de "Western blot" para glicoproteinas extraidas de paredes de células
integras e rompidas, também concluiram que a composi¢do da parede celular
dessas leveduras € determinante na interagdo fungo-epitélio.

Visando uma aplicagdo da eletroforese no entendimento da
biodiversidade do meio intrabucal, MAIDEN & TANNER (1991),
trabalhando com amostras de leveduras isoladas da cavidade bucal, utilizaram-
se da eletroforese em gel de poliacrilamida, seguida da coloragdo por prata
para suas identificages. Obtiveram padrées de bandas protéicas cujas massas

moleculares variaram entre 29kDa e 116 kDa, suficientes para a andlise
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diferencial entre as leveduras. Esses autores ressaltaram a alta especificidade
da técnica, somada a rapida obten¢do de um grande ntimero de dados com
significincia classificatoria.

Em uma publicagio de VANCANNEYT et al. (1991), foi proposta a
utilizagdo de eletroforese de proteinas totais de diversos géneros e espécies de
leveduras de importincia médica e industrial, com a finalidade de promover a
diferenciacdo e caracterizagdo das mesmas. Esses autores ressaltam a
importincia da inclus@o de linhagens-tipo (“type-strain”), com a finalidade de
caracterizar os grupos formados, no momento da constru¢io de fenogramas de
similaridade. Estabeleceram critérios de reprodutibilidade para a avaliagdo do
padrio de bandas conduzido em diferentes géis, e concluiram que, eletroforese
de proteinas totais em SDS-PAGE em sistema descontinuo (LAEMMLI,
1970) pode ser uma ferramenta 1til e conveniente na taxonomia de leveduras e
pode ser empregada como procedimento de rotina na identificagdo de
isolados, uma vez que se tenha uma base de dados de eletroforegramas-
referéncia.

MACDONELL & COLWELL (1985) discorrendo sobre o emprego da
taxonomia numérica na sistematica microbiana, descreveram que foi na virada
do século que os métodos quantitativos comecaram a ser aplicados na
taxonomia. Os autores citam as publica¢gdes de Sneath e Michener & Sokal
como sendo as pioneiras no emprego desse novo recurso. Porém o uso da
analise numérica s6 se tornou mais utilizada com o surgimento do
computador, que contribuiu reduzindo o tempo da andlise, a possibilidade de
redugdo dos erros nos calculos ¢ ampliando a analise de um grande nimero de
amostras simultaneamente.

A anélise de grupos formados a partir das combinagdes entre linhagens

através de coeficientes de similaridade, tem sido empregada na eletroforese
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associada ao processamento das informagdes via computador, com resultados
satisfatorios em estudos de sistematica de bactérias (TANNER, 1986;
COSTAS et al., 1987), de fungos filamentosos (JONES & NOBLE, 1982) e
de leveduras (SHECHTER et al, 1972; VANCANNEYT et al, 1991;
VANCANNEYT et al., 1992; GOMES, 1995; ROCHELLE, 1996; ROSA,
1997).

Em um grande namero de casos, € agora sabido que eletroforegramas
unidimensionais de proteinas celulares totais discriminam, tanto, quanto, as
informagdes derivadas de dados de hibridagdo DNA-DNA (KERSTERS &
DE LEY, 1975; CATO et al., 1982 e KERSTERS, 1985). Linhagens
bacterianas com 90-100% de seqiiéncias homodlogas de DNA, geralmente
apresentam padrdes protéicos quase idénticos e linhagens com pelo menos
70% de homologia de bases de DNA tendem a ter perfis protéicos similares.
Essas observagdes sdo, de acordo com KERSTERS (1985), os maiores pilares
nos quais a aplicagdo da eletroforese de proteinas em sistematica microbiana
esta embasada. A comparagdo dos padrdes eletroforéticos é uma técnica com
resolugdo taxonOmica satisfatoria, que € aplicavel ao nivel de espécies,
subespécies ou biotipos.

Num estudo sobre métodos empregados para caracterizagdo de
leveduras, GOMES (1995) descreve que metodologias como SDS-PAGE e a
técnica de andlise genética baseada em marcadores RAPD (polimorfismo do
DNA amplificado ao acaso), sdo as que fornecem resultados mais refinados,
quando se avalia linhagens com pouca diversidade. Além disso, conclui que é
necessario sempre a utilizagdo de mais de um método, a fim de se comparar os

resultados e compensar as limita¢des de um com o outro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens

No presente trabalho, foram empregadas treze linhagens de leveduras
do género Candida pertencentes a micoteca da disciplina de Microbiologia e
Imunologia da FOP/UNICAMP isoladas da cavidade bucal de pacientes
clinicamente saudaveis. As linhagens-tipo de Candida spp. foram obtidas
junto a Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”, na
cidade de Campinas-SP e a linhagem de Kluyveromyces marxianus 1Z-1339,
cedida pelo Prof. Dr. Flavio Cesar Almeida Tavares do Laboratério de
Genética de Leveduras da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ-USP), conforme a (TAB.1).
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TABELA 1: Relacido das espécies de Candida sp. isoladas da cavidade bucal de

humanos, linhagens-tipo e a referéncia extra-genérica empregadas nos experimentos.

AMOSTRAS CODIGO DE ORIGEM
C. albicans CBS-562
C. albicans 97-a
C. albicans F-72
C. albicans E-37
C. albicans 17-b

C. guilliermondii CBS-566
C. guilliermondii FCF-405
C. guilliermondii FCF-152

C. parapsilosis CBS-604

C. parapsilosis 21-c

C. parapsilosis 7-a

C. krusei CBS-573

C. krusei 1M-90

C. krusei 4-c
C. tropicalis CBS-9%4
C. tropicalis 1-b
C. tropicalis FCF-430
C. tropicalis Ct-4

K. marxianus 17-1339
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3.2. Manutencio das cepas

As linhagens foram mantidas durante toda a execugdo dos experimentos

em duas colecdes:

3.2.1. Na primeira, as amostras foram semeadas em meio completo para
levedura (M.C.L.), como estabelecido por NEDER (1992), contendo peptona e
extrato de levedura, em tubos de rosca (13x100 mm) e levadas a estufa a 37°C
durante 24-72 horas para o desenvolvimento celular. Apds o crescimento, os
tubos foram mantidos & temperatura ambiente durante 30 dias, quando a

colecgdo foi entdo renovada.

3.2.2. Na outra colecdo as amostras foram mantidas em tubos de rosca
(13x100 mm) contendo meio M.C.L., e recobertas com 6leo mineral estéril, a

temperatura ambiente. Esta colecéo foi renovada a cada 6 meses.

3.3. Extracio celular e obtenc¢ido de antigenos
3.3.1. Extracao celular

Amostras de cultura mantidas segundo descri¢do do item 3.2.1, foram
inoculadas em frascos com 400 mL de meio YPD (extrato de levedura 1%,
bacto-peptona 2% e glicose 2%) (CASANOVA & CHAFFIN, 1991;
ASAKURA et al., 1991) e mantidos sob agitagdo constante em Incubadora
“Shaker” (Nova Técnica Instrumentos e Equipamentos de Laboratério Ltda) a
37°C e 150 rpm, por 18 horas. Apés o periodo de incubagdo, as células foram
centrifugadas a 3000 g , por 5 minutos (Centrifuga 215 — Fanen Ind. e Com.),
de acordo com WALTERS & BLOBEL (1986). Para remocdo de restos de
meio de cultivo e possiveis metabolitos extracelulares, os sedimentos foram

lavados trés vezes com salina estéril gelada (AXELSEN, 1973). A cada
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centrifugacéo foi descartado o sobrenadante, e ap6s a tltima centrifugagéo, S5g

do sedimento (SD) foi removido (FIG. 1).

3.3.2. Obtenciao dos antigenos

Células de leveduras (5g) foram transferidas para um almofariz,
adicionando-se, a seguir, pequenos volumes de nitrogénio liquido (GOMES,
1995). Apds a completa evaporacdo do nitrogénio, o material resultante foi
macerado com pistilo por aproximadamente 3 minutos, e os lisados acrescidos
de 5 mL de salina estéril gelada . Aliquotas dos lisados foram submetidas a
trés diferentes tempos de centrifugacgdes, 5, 10 e 60 minutos, coletando-se os
sobrenadantes. As centrifugacdes foram feitas a 105.000g ¢ 4° C em
ultracentrifuga (Beckman L8-60M, com rotor SW 41.Ti.). Como resultado
deste procedimento, ocorre a formacdo de um sobrenadante claro no tubo
entre duas zonas turvas e um sedimento. Essas duas camadas foram evitadas
na pipetagem do fluido claro (AXELSEN, 1973). Todos os sobrenadantes
foram filtrados em membranas Millex de 0,22 gm (Millipore) para garantir a
esterilizagdo (BURNIE et al, 1985; GUINET et al, 1979) e foram
armazenados a -75 °C em tubos de 1,5 mL para serem utilizados
posteriormente nos ensaios de ELISA e SDS-PAGE. As aliquotas das
linhagens CBS-562 e 97-a submetidas a 60 minutos de centrifuga¢io
(AXELSEN, 1973) foram utilizadas também como antigenos na imunizagio
de coelhos (FIG. 1). A concentragdo protéica das amostras foi determinada
pelo método de BRADFORD (1978).
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Cultura/Yeast Peptone Dextrose (YPD)/(18 hs)/37°C

v

Centrifugag@o-3000g - 5 min.

l

SDI

v
SDII
v
v
SD I

:

5 g cultura tmida

v

Criofratura das células com nitrogénio
liquido — aproximadamente 3 min.

Lavagem
v
SNp
Lavagem
v
SNp
Lavagem
v
SNp

SD - Sedimento
SNp— Sobrenadante descartado
SNa - Sobrenadante- antigenos

4 3 v
Ultracentrifugagédo Ultracentrifugagio Ultracentrifugagéo
105.000g, 5 min. a4 °C || 105.000g, 10 min. 2 4°C 105.000g, 60 min. a4°C
v L 4 v
SNa SNa SNa

FIGURA 1: Método de extracgio e obtenciio de antigenos.
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3.4. Método de identificacio por meio de cultivo cromogénico

O meio de cultura cromogénico CHROMagar Candida® (Probac do
Brasil) € um método de identificacdo presuntiva destinado ao isolamento e
diferenciagé@o de algumas espécies de Candida sp. Em uma placa de meio de
cultura cromogénico foram estriados, os isolados de cavidade bucal de
Candida, as linhagens-tipo e k. marxianus descritas na TAB. 1. A placa foi
mantida a 37 °C e apods 48 horas, foi observada a coloragdo e morfologia das
colonias conforme a TAB. 2 (ODDS & BERNAERTS, 1994; BEIGHTON et
al., 1995; BAUMGARTNER et al., 1996; PFALLER et al., 1996; GIUSIANO
& MANGIATERRA, 1998).

TABELA 2: Relacio das espécies, coloracio e morfologia da cultura obtida no teste de

crescimento em meio de cultivo cromogénico (CHROMagar Candida®).

Espécie Coloracio da colonia Morfologia da colonia
Candida albicans Verde Claro Lisa
Candida parapsilosis Branco, Creme ou Rosa Lisa
Candida tropicalis Azul Acinzentado Lisa
Candida krusei Rosa Rugosa
Candida guilliermondii Purpura, Rosa claro Lisa
Kluyveromyces marxianus * *

*Dado ndo disponivel na literatura
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3.5. Sorologia
3.5.1. Producio de anticorpos policlonais

3.5.1.1. Método de imunizacéo com C. albicans, linhagem-tipo CBS-

562 e para a linhagem isolada de cavidade bucal, 97-a

Foram utilizados, para a producdo de anticorpos policlonais, dois
coelhos fémeas da raca Nova Zelandia, pesando em média 2,8 Kg com 2
meses de idade, que receberam as designagdes A, e A 3. InjegGes
intramusculares de 0,5 mg/ml. de antigenos da linhagem-tipo CBS-562
emulsionados com adjuvante de Freund incompleto estéril (25% lanolina +
75% nujol) foram aplicadas na regido proxima aos linfonodos dos membros
posteriores (OLIVEIRA, 1975), e repetidas a intervalos de 15 dias. Outros
dois coelhos, designados A; e Ay, foram imunizados com antigenos da

linhagem C. albicans 97-a, repetindo-se 0 mesmo esquema de imunizag@o
anterior (TAB. 3).

Os antissoros produzidos foram codificados com as letras maitsculas
AS seguido de um hifen, o nimero do animal imunizado e entre parénteses o

dia da coleta do antissoro.

3.5.1.2. Sangria e conservacio dos soros

Antes de se iniciar o calendario de imuniza¢8o para obtengdo de
antissoros contra antigenos da linhagem-tipo de C. albicans CBS-562 e da
linhagem C. albicans 97-a; foi feito um pequeno corte longitudinal na veia
marginal da orelha dos coelhos e recolhido o sangue (10 a 20 mL) em frascos
de vidro (BURNIE et al, 1985), separando-se o soro que foi usado como

controle negativo nas reagGes soroldgicas. Apos a primeira imunizagdo, foram
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feitas sangrias a intervalos semanais obtendo-se o antissoro (AS), os quais
foram posteriormente utilizados nas reac¢des sorologicas. O sangue coletado
permaneceu por uma ou duas horas a temperatura ambiente, € o soro foi
obtido apos centrifugacdo a 4000 g durante 5 minutos. Estes foram entdo

aliquotados e conservados em freezer a -75 °C.

TABELA 3: Esquema de imunizacio usado na producio de anticorpos policlonais.

Dia da 1* Dia da 2* Dia da 3°
Coelho e e . Dose* Linhagem
injecio injeciao injecio
A, 15-04-98 30-04-98 15-05-98 0.5 97-a
A, 15-04-98 30-04-98 15-05-98 0.5 CBS-562
A; 15-04-98 30-04-98 15-05-98 0.5 CBS-562
Ay 15-04-98 30-04-98 15-05-98 0.5 97-a

*Dose = mg/mL/ membro posterior

3.5.2. Determinacao do titulo dos antissoros

Os titulos de anticorpos produzidos pelos coelhos imunizados com
antigenos de C. albicans foram mensurados através de testes de dupla difuséo
em gel de agar a 1% (OUCHTERLONY, 1949; OUCHTERLONY, 1962) e
através do ensaio imunoenzimatico (ELISA) (CROWTHER, 1995).

3.5.2.1. Dupla difusdo em agar

Os testes de dupla difusdo foram feitos em gel de agarose 1% com

tampdo PBS 0,001 M pH 7,0 (HOFLING, 1975), sobre laminas de
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microscopio. Os anticorpos obtidos foram diluidos seguindo-se uma
progressdo geométrica de razdo 2, a partir de uma diluicdo 1:2 em tampdo
fosfato, e colocados em orificios no gel dispostos ao redor de um orificio
central contendo o antigeno. Os orificios foram preenchidos com 10 pL da
suspensdo de anticorpos ou de antigeno. A diluigdo méxima na qual ainda foi

visivel a linha de precipitagéo, foi considerada como o titulo dos anticorpos
obtidos (HARAKAVA, 1993).

3.5.2.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Placas de poliestireno de 96 orificios foram sensibilizadas com os
antigenos de C. albicans CBS-562 e 97-a, colocando-se 50ulL por pogo, e

incubando por 1 hora a 37°C.

Ap6s a sensibilizag8o, os sitios ativos remanescentes no plastico foram
bloqueados com 200uL de tampdo Bloqueio (APENDICE 3.2) por pogo, por
mais uma hora a 37°C. Em seguida, as placas foram vertidas descartando-se o
liquido em excesso, € as dilui¢des dos soros de coelho anti-C. albicans (a
serem testados) foram adicionadas as placas, em duplicata, e incubados por
uma hora a 37°C. Os orificios foram entfo lavados com 200uL de PBS-T-G
(APENDICE 3.3) por 3 vezes. e secados com papel absorvente até que o
excesso de liquido fosse eliminado. A seguir, fez-se a incubagéo (uma hora a
37°C) com conjugado anti-IgG de coelho-peroxidase (Pierce, Lote n°
931207162) diluido 1:500 (conforme instrugdes do fabricante). Apds mais 3
lavagens com PBS-T-G, a reacdo foi revelada com orto-fenilenodiamina
(OPD) e H,0,, diluido em tampéo de OPD (APENDICE 3.4) no escuro por 2
a 3 minutos, quando foi bloqueada com solu¢do “STOPPER” para OPD
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(APENDICE 3.5), procedendo-se a leitura em leitor de microplaca (Bio-Rad
Model 550) a 492 nm.

3.5.3. Anilise dos antigenos em reaciio aos anticorpos policlonais

produzidos

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) realizados conforme o item
anterior, foram analisados, utilizando-se os extratos protéicos descrito no item

3.3.2 em reagéo aos antissoros produzidos.

3.5.4. Purificacio de soro de coelho anti-C. albicans em Proteina A

Os soros dos coelhos foram purificados em uma coluna de sefarose-
proteina A (Affi-gel protein A agarose, Bio-Rad, cat. n® 153-6153) segundo
Ol & HERZENBERG, (1980). A coluna, preparada com 5 cm, foi lavada com
100mL de solugdo de Tris-HC1 1M pH 9.0 (APENDICE 3.6) e pulsionada por
bomba peristaltica. O soro foi preparado, antes de passar pela coluna,
adicionando-se para cada 1,5 mL de soro, 4 mL da solugéo de Tris-NaCl 0,2M
pH 8.2 (APENDICE 3.7) e filtrado em membrana 0,22pm.

Em sistema fechado 5,5 mL da solu¢do contendo o soro, foram passados
pela coluna por duas horas, com auxilio de bomba peristaltica. Apds esse
periodo, a coluna foi lavada com 100 mL de tampdo Tris-NaCl 0,2 M pH 8.2
para a remogdo das impurezas contidas no soro, ficando retidas na coluna
apenas imunoglobulinas do tipo IgG. A coluna foi eluida com tampéo Glicina-
NaCl 0,2M pH 3,0 (APENDICE 3.8). O eluato foi recolhido em aliquotas de 2
mL em 10 tubos contendo 50 pL do tampdo Tris-HCl. Um tubo controle
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recebeu 50 pL do tampéo Tris-HC1 1M pH 9.0 acrescido de 2 mL de tamp3o
Glicina-NacCl 0,2M.

De cada tubo, foi retirada uma aliquota de 20uL para realizacéo do teste
de quantificagc@o protéica (BRADFORD, 1978). Os tubos correspondentes as
amostras dos orificios que adquiriram coloragdo azul, foram separados e
submetidos a uma didlise em membrana de celulose, em 1 litro de tampdo PBS
pH 7,3, por uma noite a 5°C sob agitagdo. Apods este periodo, a solugdo de
PBS foi trocada e a didlise seguiu-se por mais 3 horas. As amostras foram
entdo recolhidas em tubos estéreis e lidas em espectrofotometro a 280 nm,
onde a relagdo D.O./mg de IgG utilizada foi de 1,3:1. As amostras foram
separadas em aliquotas (1 mg/mL de IgG do soro) e armazenadas a —20 °C.

3.5.5. Ensaio imunoenzimatico quantitativo

Neste ensaio, os anticorpos purificados conforme o item 3.5.4, foram
utilizados em concentracdes pré-estabelecidas de lug/mL, 5 pg/mL e 10
png/mL em rea¢do com os antigenos centrifugados a 105.000g por 60 minutos
obtidos conforme o item 3.3.2. O soro bruto diluido a 1:200, foi utilizado

nessa reagdo para ser comparando com o soro purificado.

3.6. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

Extratos protéicos obtidos conforme o item 3.3.2 em diferentes tempos

de centrifugacgdo, foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida.
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3.6.1. Preparo das amostras

A 500 pL dos sobrenadantes protéicos obtidos a partir das culturas de
leveduras, conforme descrito no item 3.3.2, adicionou-se a mesma propor¢do
de tampao de amostra (ALFENAS et al,, 1991). Em seguida, as misturas

foram fervidas por 10 minutos. Essas, foram ajustadas a concentragio protéica

de 800 pg/mL (AMES, 1974) e armazenadas a —20° C até o momento do uso.

3.6.2. Eletroforese

As amostras foram submetidas a técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) em sistema tampéo
descontinuo, de acordo com LAEMMLI (1970),em cuba de acrilico descrita
por STUDIER (1973), de dimensdes 180 x 160 mm, com placas de vidro de
165mm x 145 mm e espacadores de 1 mm de espessura. Utilizaram-se dois
tipos de géis adaptados por LAEMMLI (1970), o gel empilhador 4% e o gel

separador a 12%.

Foram transferidos 20pul. das amostras para as canaletas do gel
empilhador e cobertas com tampdo de corrida, o qual também foi adicionado
nos recipientes superior e inferior da cuba. A primeira canaleta ficou sempre
reservada para a adi¢cdo de 10uL do padrdo de massa molecular (Pharmacia-
LMW — COD. 17-0446-01). Estabeleceu-se inicialmente uma corrida a 80
volts ¢ 40 mA para o gel empilhador durante 20 minutos, elevando-se
posteriormente a voltagem a 120volts e 60 mA para o gel separador, que foi
mantida até o término da corrida eletroforética. Essas propor¢cdes foram

previamente definidas para dois géis de 1 mm.
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3.6.3. Método de coloragio por prata

O método utilizado de coloragio por prata foi realizado segundo DION
& POMENTI (1983) e GOTTLIEB & CHAVKO (1987).

Apo6s a corrida eletroforética o gel foi transferido para uma solugéo
fixadora (APENDICE 7.1) permanecendo “overnight”. Apés esse periodo a
solugdo foi descartada e o gel foi lavado em agua deionizada e logo em
seguida uma solugdo incubadora (APENDICE 7.2) foi adicionada por 20
minutos; 3 lavagens sucessivas de 15 minutos foram efetuadas em agua
deionizada antes da coloragdo. Adicionou-se ao gel a solucdo de prata
(APENDICE 7.3) por 20 minutos, € novamente o gel foi lavado. Uma soluggo
reveladora (APENDICE 7.4) foi adicionada e o gel foi mantido em
movimento constante até o aparecimento das bandas protéicas. Para bloquear
o processo de coloracdo do gel, a solugdo reveladora foi descartada e
substituida pela solugdo “stop” (APENDICE 7.5) por 10 minutos, sendo
posteriormente descorado por lavagem em dgua corrente por 1 hora. O gel foi

entdo guardado em solugéo de glicerol a 10%.

3.7. Analise numérica dos perfis eletroforéticos das proteinas

Os dados obtidos dos perfis eletroforéticos das amostras submetidas a
105.000g por 60 minutos conforme o item 3.6, foram utilizados para a analise

numérica.

Para tanto, os géis foram interpostos entre duas folhas de filme para
transparéncia, € a imagem foi capturada em um “twin-scanner”(Scan Jet 4C e
adaptador para transparéncia HP 4C. Hewlett Packard Co.) onde suas imagens

positivas foram processadas através do software Kodak Digital Science 1D™
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originando os valores das massas moleculares das bandas protéicas de cada

amostra em relacédo a linha distal de migracdo do corante azul de bromofenol

presente no tampéio de amostra.

As bandas protéicas, representadas pelos valores de massas moleculares
tiveram suas distdncias de migracdo convertidas em valores numéricos que
receberam representagdes 1 (um) e 0 (zero), para a presenga e auséncia das
bandas respectivamente, numa comparacio entre os perfis eletroforéticos. O
conjunto dessas informagSes gerou uma matriz de dados binérios que foi
plotada no sistema NTSYS-pc versdo 1.70 (Apllied Biostatistcs, 1992),
empregando-se o programa QUALITATIVE e o coeficiente de similaridade
SM (Simple Matching Coefficient), que gerou uma matriz de similaridade

entre as amostras.

Através do mesmo sistema computacional, a matriz de similaridade foi
transferida para o programa SAHN-Clustering (desempenho seqiiencial e
aglomeragdo hierdrquica de grupos), e pelo método de agrupamento UPGMA
(FARRIS, 1969; SNEATH & JOHNSON, 1972; SNEATH & SOKAL, 1973),
obteve-se um dendrograma que possibilita a avaliagdo dos graus de

similaridade fenética existente entre as amostras utilizadas neste experimento.
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4. RESULTADOS

4.1. Teste cromogénico (CHROMagar Candida®)

As linhagens das espécies, C. albicans, C guilliermondii, C
parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis ¢ K. marxianus descritas no TAB. 1
foram inoculadas em meio CHROMagar Candida® e os resultados foram
avaliados. Os dados obtidos neste teste, mostraram a formag¢do de cinco
grupos de microrganismos com relagéo a colorag@o e morfologia das colonias,
entre as 19 linhagens empregadas como mostra a TAB. 4. Dentre estes, trés

grupos mostraram coldnias com coloragdes e morfologia especificas para C.

albicans, C. tropicalis e C. krusei.
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TABELA 4 — Relacio das amostras de leveduras submetidas a identificacdo

presuntiva em meio cromogénico.

Grupo Cddigo de Origem Coloracio Morfologia
I CBS-562, 97-3, F-72, E-37, Verde Claro Lisa
FCF-405,FCF-152 ¢ 1-b
I CBS-94, FCF-430 e Ct-4 Azul Acinzentado Lisa
m CBS-566, 1IM-90 e 1Z-1339 Rosa Claro Lisa
v CBS-573 Rosa Claro Rugosa
A% CBS-604, 21-c, 7-a, 4-c e 17-b Creme Lisa

4.2. Determinacio da concentracio protéica dos antigenos

Os valores de concentragdes protéicas obtidas pelos diferentes tempos
de centrifugacdes foram determinadas através do método de BRADFORD
(1978) em microplaca de 96 orificios a 540 nm, e estéo relacionados na TAB.
5. Estes valores foram utilizados para o célculo da concentracéo dos antigenos

CBS-562 e 97-a destinados a imunizagdo dos coelhos.
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TABELA 5: Concentragio protéica em mg/mL dos extratos das amostras, submetidas

a 5, 10 e 60 minutos a 105.000 g.

Concentracoes protéicas em mg/mL

Codigo de Origem
5 minutos 10 minutos 60 minutos

CBS-562 5,75 2,71 2,2
97-a 4,30 2,95 1,57
F-72 6,22 439 3,32
E-37 3,56 2,39 2,14
17-b 4,28 3,20 1,73
CBS-566 4,58 2,82 2,59
FCF-405 6,90 6,04 4,75
FCF-152 4,75 423 3,56
CBS-604 5,36 4,48 3,16
21-¢ 3,49 2,35 1,48
T-a 4,79 2,42 2,09
CBS-573 9,13 5,15 3,23
1M-90 7,73 5,12 4,05
4-c 4,75 2,75 0,98
CBS-94 4,47 3,33 1,74
1-b 2,17 1,36 0,82
FCF-430 5,87 4,73 2,21
Ct-4 4,28 4,01 1,7

1Z-1339 6,22 6,03 5,56
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4.3. Imunizacio

Os antissoros produzidos nos animais A, € A; contra a linhagem CBS-
562 e nos animais A; ¢ A4 contra a linhagem 97-a, obtidos durante o periodo
de imunizagdo (49 dias), foram testados contra ambos antigenos, através de

ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para verificar a produgéo de anticorpos.

No 14° dia de imunizagio, observou-se uma resposta positiva nos
animais injetados com os antigenos de C. albicans. A partir do 35° dia, os
coelhos A; e A, apresentaram um decréscimo na produgdo de anticorpos
enquanto que os animais Az € A; ainda apresentaram um aumento na resposta,

como esta expresso nas (FIG. 2 e 3).

—@— Coelho Al
—— Coelho A2
Coelho A3

—3— Coelho A4

D. 0.492 nm
SO O D b e
AT T Y I " T I B B
SN AR BN

0 7 14 21 28 35 42 49

Intervalo de imumizacio (dias)

FIGURA 2: Teste imunoenzimatico (ELLISA) com anticorpos policlonais em reaciio

com antigenos de C. albicans (CBS-562).
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FIGURA 3: Teste imunoenzimatico (ELISA) com anticorpos policlonais em reacdo

com antigenos de C. albicans (97-a).

4.4. Otimizacio do teste imunoenzimatico (ELISA)

Na otimizagdo dos ensaios por ELISA, foram padronizadas as dilui¢gdes
ideais dos antigenos, dos antissoros produzidos ¢ selecionado o melhor animal

imunizado para cada antigeno.

4.4.1. Escolha dos animais
Os soros obtidos dos animais imunizados com as linhagens CBS-562 e
97-a, respectivamente: (A; e Ay4), foram selecionados para os testes

imunoenzimaticos posteriores por apresentarem melhor titulo de anticorpos.

4.4.2. Diluicao dos antissoros

A melhor diluicdo do antissoro para reagir com antigenos
citoplasmaticos das leveduras, foi estabelecida em 1:200, ap6s realizagdo de
varios testes (ELISA) partindo de 1:100 a 1:800 da dilui¢do do antissoro. Os
soros escolhidos para as reagdes subsequentes, foram os coletados no 42° dia

de imunizagdo por apresentar altos titulos.

! DRicamp
| BEPLIOTECA exmTmee
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4.4.3. Diluicdo do antigeno

Para estabelecer a concentragdo ideal dos antigenos citoplasmaticos
usados nos testes sorologicos, foram testadas as linhagens CBS-562 e 97-a
(ambas utilizadas para imunizagdo), CBS-573, que apresentou a maior

concentra¢do protéica e I1Z-1339, como controle negativo.

A FIG. 4 expressa os resultados obtidos nos testes de padronizagdo na
dilui¢do dos antigenos em reagdo com o antissoro AS-3(42) produzido pela
inoculagdo com as linhagens de C. albicans. A melhor diluicdo do antigeno
obtida foi de 1:100, ndo apresentando diferenga significativa em relagdo as

amostras menos diluidas.

1,4
1,2
g 1 —— CBS-562
=
S 0,8 —8—97-a
-
S 0,6 CBS-573
. 0,4
/R 3¢ 1Z 1339
0,2 N
0

Puro 1.10 1.20 1.50 1.100 1.200 Soro

Normal
Diluicées dos antigenos

FIGURA 4: Teste imunoenzimatico (ELLISA) com anticorpos policlonais AS-3(42) em
reacio com antigenos diluidos CBS-562, 97-a, CBS-573 e 1Z-1339.
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4.5. Dupla difusio em agar

Os testes de dupla difusdo em agar 1%, foram menos efetivos para
mostrar os titulos de imuniza¢des dos coelhos nesse experimento e, portanto,

foram desconsiderados.

4.6. Testes sorolégicos (ELISA) com antigenos obtidos em diferentes

tempos de centrifugacdes

Antigenos das 19 linhagens citadas no TAB. 1, obtidos em diferentes
tempos de centrifugagdes, foram testados em reagdo aos antissoros coletados
no 42° dia de imunizagio dos animais Aj; e A4, denominados AS-3(42) e AS-

4(42), respectivamente.

Os resultados obtidos encontram-se nas (FIG. 5 € 6).

1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

—&— 5 min.

| —=— 10 min.

60 min.

D. 0. 492 nm

1 23 4567 8 910111213141516171819

Linhagens

FIGURA 5: Teste imunoenzimatico (ELISA) com antissoro AS-3 (42) em reacio com
antigenos de Candida (1 a 18) e K. marxianus (19) obtidos em diferentes tempos de

centrifugaciio.
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FIGURA 6: Teste imunoenzimitico (ELISA) com antissoro AS-4(42) em reacdo com

antigenos de Candida (1 a 18) e K. marxianus (19), obtidos em diferentes tempos de

centrifugaciio.

4.7. Purificacio das IgG

A purificagdo de IgG em coluna de Sefarose-proteina A usando-se 1,5

mL de soro bruto dos animais Az € A4, deu origem aos resultados descritos na

TAB. 6.

TABELA 6: Dosagem de IgG purificada em coluna de Sefarose-proteina A.

Animal D. O. a 280 nm mg IgG/mL*
As 1.9231 1,48
Ay 2,1560 1,66

* mg de IgG/mL segue a equacdo: 1,3 D. 0. = 1 mg/mL de IgG.
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4.8. Testes imunoquantitativos

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram feitos com soro purificado
anti-C. albicans em reagdo com antigenos relacionados no TAB. 1. A FIG. 7,
expressa os resultados obtidos com antissoro purificado do animal A; e a FIG.

8 expressa os resultados obtidos em reagdo ao antissoro purificado do animal
A4 As IgGs purificadas foram testadas nas concentragdes de 1 pg/mL, 5
ng/mL e 10 pg/mL, comparando-se com o soro bruto (diluido 1:200), onde foi
constatado que 10 pg/mL seria a quantidade ideal de IgG que reage com os
antigenos. Menores concentragdes como lug € Spg/mL ndo mostraram um

nivel de reagdo consideravel.

—— [ —o—Soro Bruto (1:200)
| —=— 1uglgGs/mL

: S ug IgGs/mL
—¢— 10 ug IgGs/mL

D. O. 492 nm

1 234567 8910111213141516171819

Linhagens

FIGURA 7: Teste imunoenzimatico (ELISA) com soro bruto AS-3(42) e purificado

(IgGs) em reagao com antigenos das 19 linhagens de leveduras testadas.
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FIGURA 8: Teste imunoenzimatico (ELLISA) com soro bruto AS-4(42) e purificado

(IgGs) em reac¢ao com antigenos de 19 limhagens de leveduras testadas.

4.9. Eletroforese de proteinas intracelulares - SDS-PAGE

A FIG. 9 mostra os resultados do perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida, das amostras 97-a e CBS-573, submetidas a 105.000 g por 5,
10 e 60 minutos corados por prata, usando-se um marcador de massa
molecular variando de 14,4 a 94 kDa (MMM). Testes semelhantes foram

também levados a efeitos com as demais linhagens descritas na (TAB. 1).
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MMM 97-a(5 min) 97-2(10 min)  97-a(60 min) CBS-573(5 min) CBS-573(10 min) CBS-573(60 min)

94 kDa

67 kDa

43 kDa

30kDa

20,1 kDa

14,4 kDa

-

FIGURA 9: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de extratos protéicos das linhagens (97-
a) e (CBS-573).

As FIG. 10 e 11, expressam os resultados do perfil eletroforético de
antigenos citoplasmaticos a 105.000 g por 60 minutos corados por prata, dos
sobrenadantes protéicos das leveduras, usando-se um marcador de massa

molecular variando de 14,4 a 94 kDa (MMM).

O GEL 1 (FIG. 10) indica os resultados do perfil eletroforético (SDS-
PAGiE) dos extratos protéicos de 10 linhagens de leveduras obtidas a 105.000¢g
por 60 minutos. Linhagens 1) CBS-562, 2) 97-a, 3) F-72, 4) E-72, 5) FCF-
405, 6) FCF-152), 7) 1-b, 8) CBS-94, 9) FCF-430 e 10) Ct-4 enquanto que o0s
resultados das amostras 11) CBS-604,12) 21-c, 13) 7-a, 14) 4-c, 15)17-b, 16)
CBS-566, 17) CBS-573, 18) 1IM-90 e 19) 1Z-1339 estdo expressas no GEL 2
(FIG. 11). Diferengas qualitativas entre as espécies foram observadas em
relagdo aos padrdes protéicos obtidos nos dois géis, mostrando as diferencas

interespecificas quando as linhagens foram comparadas.
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GEL1

94 kDa

67 kDa

43 kDa

30 kDa

20,1KDa

14,4 kDa

FIGURA 10: Perfil eletroforético (SDS-P A GE) dos extratos protéicos das linhagens de
leveduras obtidos por centrifugacio a 105.000 g por 60 minutos; MMM) Marcador de
massa molecular, Linhagens 1) CBS-562, 2) 97-a, 3) F-72, 4) E-72, 5) FCF-405, 6)
FCF-152), 7) 1-b, 8) CBS-94, 9) FCF-430 e 10) Ct-4.



GEL2

94 kDa

67 kDa

43 kDa

30 kDa

20,1 kDa

14,4 kDa

FIGURA 11: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) dos extratos protéicos das linhagens de
leveduras obtidos por centrifugacdo a 105.000 g por 60 minutos; MMM) Marcador de
massa molecular, Linhagens 11) CBS-604, 12) 21-¢, 13) 7-a, 14) 4-c, 15) 17-b, 16) CBS-
566, 17) CBS-573, 18) 1M-90 e 19) IZ-1339.
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4.11. Diagrama de bandas

Na eletroforese por SDS-PAGE de proteinas soliveis das amostras
coradas com nitrato de prata os géis foram analisados pelo programa Kodak
Digital Science 1D ™ que permitiu a obten¢do de 2 diagramas de bandas, que
estdo expressos nas FIG. 12 e 13 mostrando a presenca ou auséncia dessas

bandas nos géis.

O diagrama da FIG. 12, mostra os resultados indicativos da presenca
e/ou auséncia de bandas das linhagens (CBS-562, 97-a, F-72, E-37, FCF-405,
FCF-152 e 1-b) analisadas pelo programa, apresentando o mesmo padréo (25
bandas), enquanto que 3 linhagens (CBS-94, FCF-430 e Ct-4) apresentaram
28 bandas.

O diagrama da FIG. 13, mostra os resultados indicativos da presenca
e/ou auséncia de bandas das linhagens (CBS-604, 21-c, 7-a, 4-c e 17-b)
analisadas pelo programa, apresentando 27 bandas, e as linhagens CBS-566,
CBS-573, 1M-90 e [Z-1339, apresentaram um numero de 23, 27, 31 e 28

bandas, respectivamente.
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linhagens CBS-604, 21-c, 7-a, 4-c, 17-b, CBS-566, CBS-573, 1M-90 e 1Z-1339.
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4.12. Dendrograma

Amostras das 19 linhagens de leveduras, submetidas a extracdo de
proteinas intracelulares, centrifugadas por 60 minutos e analisadas por SDS-
PAGE, permitiram a obten¢do de perfis eletroforéticos caracteristicos das
linhagens em particular, os quais foram analisados pelo programa NTSYS-pc
versdo 1.70, que forneceu as massas moleculares das bandas de proteinas em
relagdo as massas moleculares padrdes (MMM) conhecidas empregadas no
gel. Esses dados permitiram a construgdo de uma matriz de dados binérios,
onde os valores 0 e 1, puderam ser analisados 2 a 2. O uso do coeficiente de
similaridade SM (Simple Matching), e do método de agrupamento UPGMA,
possibilitou a forma¢do de uma matriz de similaridade e o agrupamento das
amostras empregadas.

Este procedimento, permitiu a formagéo de III grupos, envolvendo
linhagens-tipo de Candida sp. Grupo I com 7 linhagens de C. albicans (CBS-
562, 97-a, F-72, E-37, FCF-405, FCF-152 e 1-b) agrupadas com um Sgy =
1,000, Grupo II com 3 linhagens de C. tropicalis (CBS-94, FCF-430 e Ct-4)
com Sgy= 1,000, Grupo III com cinco linhagens de C. parapsilosis (CBS-604,
21-c, 7-a, 4-c e 17-b) com Sgyy = 1,000. As linhagens de C. guilliermondii
(CBS-566), C. krusei (CBS-573), K. marxianus (1Z-1339) ¢ 1M-90 ndo se
agruparam a outras linhagens, quando comparadas conforme mostra a (FIG.
14).
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FIGURA14: Dendrograma de similaridade dos perfis eletroforéticos obtidos das 19

linhagens de leveduras analisadas, utilizando-se o coeficiente de similaridade Simple
Matching (SM).
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5. DISCUSSAO

O meio diferencial, CHROMagar Candida® tem sido empregado em
laboratdrios clinicos como rotina, sendo um meio sélido composto por
peptona, glucose, agar, cloranfenicol e uma mistura cromogénica, que pode
ser usado no isolamento e identificacdo presuntiva de Candida spp. e a
diferenciac@o destas espécies de outras leveduras baseando-se, na diferenca de
cores produzidas nas colonias pela reag@o de enzimas espécie-especificas com
substratos cromogénicos (ODDS & BERNAERTS, 1994).

As 19 linhagens empregadas neste trabalho, previamente identificadas
bioquimicamente e descritas na TAB. 1, foram testadas neste meio
CHROMagar Candida® e os resultados obtidos podem ser observados na
TAB. 4. Pode-se detectar a formagao de 5 grupos, de acordo com a coloragéo
e a morfologia das colonias apresentadas, como descrevem (ODDS &
BERNAERTS 1994; BEIGHTON et al, 1995; BAUMGARTNER et al,
1996; PFALLER et al, 1996 ¢ GIUSIANO & MANGIATERRA 1998) tais
como: coloragdo verde claro (lisa); azul acinzentado (lisa); rosa claro (lisa);
rosa claro (rugosa) e creme (lisa), envolvendo as amostras (CBS-562, 97-a, F-
72, E-37 (C. albicans), 1-b (C. tropicalis), FCF-405 e FCF-152 (C.
guilliermondii)); (CBS-94, FCF-430 e Ct-4 (C. tropicalis)); 1M-90 (C.
krusei), CBS 566 (C. guilliermondii), 1Z-1339 (K. marxianus); CBS-573 (C.
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krusei) e (CBS-604, 21-c, 7-a (C. parapsilosis), 4-c (C. krusei) e 17-b (C.
albicans)), respectivamente.

Linhagens anteriormente identificadas como C. guilliermondii (FCF-
405 e FCF-152) e C. tropicalis (1-b) (TAB. 1), foram classificadas por este
método como C. albicans. As linhagens 17-b de C. albicans e 4-c de C.
krusei, apresentaram colorag¢do creme, atipica destas espécies e a amostra 1M-
90 identificada como C. krusei, revelou colonias com colorag¢do rosa claro e
lisas, ao invés de colonias rosa claro rugosas, tipica desta espécie. Esses dados
mostram que o método de identificagio CHROMagar Candida® possui maior
sensibilidade para as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, mas ndo
para as demais espécies testadas. Nossos resultados foram semelhantes aos de
MERLINO et al. (1998) e ODDS & BERNAERTS (1994) entre outros autores
(PFALLER et al, 1996; BEIGTHON et al., 1995) na identificacdo destas
espécies, demostrando que este meio cromogénico apresenta uma alta
especificidade para C. albicans (aproximadamente 100%) e distingéo
presuntiva para C. tropicalis € C. krusei pelas suas cores e morfologia
diferenciais de suas colonias das de outras espécies de leveduras. Estes
resultados sugerem que o uso desse meio € limitado e de preferéncia deve ser
associado & outras técnicas e métodos, quando a identificagdo envolver
estudos que impliquem a presenca de varias espécies, € ndo de uma espécie
em particular, como por exemplo C. albicans.

A aplicagdo de outras técnicas como o teste imunoenzimatico (ELISA),
tem sido um recurso soroldgico importante em estudos epidemiolégicos e de
diagnostico, na caracterizac@o de leveduras e outros microrganismos PINTER
et al. (1995) e DUARTE (1995), levando-se em conta ser um teste que possui
uma alta sensibilidade, avalia grande quantidade de amostras num curto

espaco de tempo, com um pequeno consumo de reagentes € consequentemente
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apresenta baixo custo. A sensibilidade do teste pode ser aumentada ainda mais
com a purificagdo de uma classe de imunoglobulina como as do tipo IgG de
outras, eliminando também restos de hemacias e leucdcitos, além de lipidios
que sdo moléculas que diminuem a sensibilidade do teste, segundo
(HARLOW & LANE, 1988).

Antes da avaliagdo dos testes imunoenzimaticos (ELISA) para a
caracterizac@o das amostras de leveduras, estas foram preparadas baseando-se
no método descrito por AXELSEN (1973) para a extragdo de proteinas
intracelulares, obtidas por ultracentrifugacdo a 105.000 g por 60 minutos.
Outros autores como PINTER ef al. (1995) indicam, no entanto, a obtengdo de
sobrenadantes protéicos atrav€s de um menor tempo (30 minutos) de
centrifugacéo. Testes com sobrenadantes obtidos por centrifugacdo a 5
minutos € 10 minutos (105.000 g), tempo ainda menor, permitiram a obtengéo
de resultados semelhantes na reatividade dos soros produzidos quando
comparados por ELISA, como se observa nas FIG. 5 e 6, o que sugere ser 0s
tempos citados, suficientes para o preparo de antigenos com potencial
imunogénico adequado na produgéo de anticorpos, para fins soroldgicos.

Os testes imunoenzimaticos (ELISA), empregando-se anticorpos
policlonais produzidos contra antigenos citoplasmaticos de duas linhagens de
C. albicans, com antigenos obtidos por centrifugacdo a 5, 10 e 60 minutos
objetivando-se avaliar a capacidade de diferenciacdo de C. albicans de outras
espécies de Candida sp., demonstraram reagdo cruzada entre as espécies
empregadas, tanto com o soro bruto (1:200) quanto purificado (10pg/mL),
como mostram as FIG. 5, 6, 7 e 8. Os resultados obtidos nestes testes, foram
semelhantes aos encontrados em pesquisas empregando-se outros métodos
sorologicos, como: imunoeletroforese simples (BIGUET et al, 1962),

imunoeletroforese ~ bidimensional  linear (AXELSEN, 1976) e
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imunoeletroforese cruzada (GUINET er al, 1979), detectando-se reagdo
cruzada entre os extratos citoplasmaticos soliveis obtidos a 105.000 g por 60
minutos de centrifugacdo, principalmente entre C. albicans e C. tropicalis,
indicativo da existéncia de antigenos comuns entre estas duas espécies. Estes
dados permitem no entanto, sugerir que a técnica de ELISA possa ser usada,
talvez, como um teste preliminar na triagem de amostras inter-especificas, as
quais se deseja diferenciar, anterior ao emprego de técnicas que envolvam
biologia molecular, com potencial de resolugdo intra-especifica e que tém sido
usadas como rotina nos laboratérios clinicos e de pesquisa.

A eletroforese de proteinas totais, foi utilizada como um terceiro
método na caracterizacdo dos 19 isolados, por ser amplamente utilizado em
pesquisas que envolvem taxonomia e caracterizagdo de microrganismos tais
como bactérias, (KERSTERS & DE LEY, 1975; COSTAS et al, 1987,
COSTAS et al., 1989) e diferentes espécies de leveduras (VANCANNEYT et
al., 1991; ANTONSSON et al., 1994; GOMES, 1995).

O emprego da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
combinado com a andlise numérica dos perfis eletroforéticos das bandas
protéicas (FIG. 10, 11, 12 e 13) das 19 linhagens de leveduras, baseando-se no
coeficiente de similaridade Simple Matching (SM) e no método de
agrupamento UPGMA, originou um dendrograma de similaridade, observado
na FIG. 14, onde pode-se observar a formagdo de III grupos entre os isolados
de Candida sp., envolvendo as linhagens-tipo de C. albicans, C. tropicalis €
C. parapsilosis, quando comparadas.

A linhagem-tipo de C. albicans (CBS-562) se agrupou com 6 isolados
(97-a, F-72, E-37, FCF-405, FCF-152 e 1-b) formando o grupo I, a linhagem-
tipo de C. tropicalis (CBS-94) se agrupou com 2 isolados (FCF-430 e Ct-4)
formando o grupo II e a linhagem-tipo de C. parapsilosis (CBS-604) se
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agrupou com 4 isolados (21-c, 7-a, 4-c e 17-b) formando o grupo III. Cada um
desses grupos teve um grau de similaridade (S) de Sgy = 1,000 (100%). As
linhagens usadas como linhagens-tipo C. guilliermondii (CBS-566), C. krusei
(CBS-573) e K. marxianus (1Z-1339), e um isolado de cavidade oral 1M-90,
ndo se agrupam com outras linhagens a nivel de espécie, como podemos
observar na FIG. 14.

Os graus de similaridade ao nivel de espécie foram semelhantes aos
encontrados por um estudo sistematico feito por VANCANNEYT et al
(1991). Os grupos de C. albicans € C. tropicalis formados nos estudos desses
autores, relacionam-se com Sgy = 0,840, enquanto em nosso experimento o
valor de similaridade para essas espécies foi de. Ssm > 0,844. Embora o
coeficiente de correlagdo usado pelos mesmos, tenha sido baseado no
momento de Person (), que emprega caracteres quantitativos considerando
somente  presenca de bandas, nds aplicamos uma andlise qualitativa,
baseando-se na presenca (1) e auséncia (0) de um determinado carater, que se
expressam na matriz de dados bindarios. Nossos resultados foram, no entanto,
superiores a aqueles encontrados por SHECHTER et al. (1972) os quais
estudaram proteinas 4cidas e bdsicas nfo desnaturadas, aplicando-se o
coeficiente de associacdo (similaridade) Jaccard (J) que exclui as combinagdes
negativas — obtendo-se para as espécies C. albicans, C. krusei e C.
parapsilosis um grau de associagdo S; > 0,40 mostrando que C.
guilliermondii relaciona-se as espécies anteriores com Sy > 0,32 e C
tropicalis se associando por ultimo com S; > 0,25. Com esses resultados, os
autores concluiram que C. krusei e C. parapsilosis s80 mais aparentadas
seguidas, pela C. albicans, C. guilliermondii e C. tropicalis. Esses resultados,
aparentemente divergentes, podem estar relacionados ao uso de um coeficiente

de associagdo diferente daquele que nds aplicamos (SM), associado as
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condi¢des de cultivo, modo de extragdo das proteinas intracelulares, preparo
das amostras, e principios da separagdo eletroforética, fatores estes que
segundo KERSTERS (1985), podem influenciar nos resultados finais da
analise numérica.

Os resultados da SDS-PAGE, através da andlise do perfil eletroforético
dos sobrenadantes, obtidos em trés diferentes tempos de ultracentrifugagéo,
mostraram diferencas significativas na concentragdo protéica das bandas e
também no desaparecimento de algumas, como mostra a FIG. 9. Isso se deve
provavelmente, ao longo tempo (60 minutos) de centrifugacdo, onde algumas
proteases atuam degradando proteinas, mesmo sob refrigera¢do, além disso, a
alta velocidade empregada, também contribuiu para o desaparecimento de
bandas que foram com certeza carreadas junto com os debris celulares
(BRUCE ALBERTS et al, 1989), o que sugere, portanto, ndo haver
necessidade das amostras serem submetidas a longos tempos de centrifugagéo.
As amostras centrifugadas a 105.000 g por 60 minutos, utilizadas na produgéo
do soro policlonal, e aplicadas no teste de ELISA, revelaram na eletroforese
uma perda de proteinas. Pesquisas semelhantes, levadas a efeito por DUARTE
(1996) submetendo as amostras a uma centrifugacdo de 13.000 g por 5
minutos, demonstraram que ndo ha perdas de proteinas durante o processo de
centrifugagdo, sugerindo que o tempo de centrifugacdo e consequentemente o
preparo de antigenos na produgdo de anticorpos, pode ser um fator limitante
em testes sorologicos.

A anailise dos resultados obtidos na avaliagdo dos métodos
CHROMagar Candida®, ELISA e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), com énfase na identificag@o e caracterizagdo de espécies de leveduras
com propositos clinicos e de pesquisa, levados & efeito neste trabalho,

permitem considerar que a técnica de SDS-PAGE, se mostra mais adequada
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para fins de estudos taxon6micos, epidemiologicos e de aplicagdo clinica.

Anticorpos policlonais, em reacdo com antigenos obtidos de extratos
protéicos intracelulares de espécies de leveduras submetidos a testes
imunoenzimaticos, como o método de ELISA, apresentam reagdo cruzada
entre as espécies, indicando a necessidade do isolamento de anticorpos puros,
que tanto podem reagir com antigeno-especificos ou inespecificos, ou entdo, a
produgdo de anticorpos monoclonais a partir de células em cultura,
amplamente disseminada em muitas ciéncias bioldgicas, nas quais o anticorpo
¢ empregado como uma sonda altamente especifica.

O método de identificacio CHROMagar Candida®, demonstra
especificidade para as espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, mas nio
para outras espécies de Candida sp. o que o torna menos adequado para a
identificacdo de amostras diversificadas ou contendo varias espécies deste

género.
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6. CONCLUSOES

O método de identificagio CHROMagar Candida® demonstra maior
especificidade para as espécies C. albicans, C. tropicalis € C. krusei, mas néo
para as demais espécies testadas.

Os anticorpos policlonais produzidos para a espécie C. albicans, reagem
com os antigenos homologos, mas apresentam reacdo cruzada com outras
espécies de Candida.

A técnica de SDS-PAGE aplicada com extratos protéicos
citoplasmaticos, permitiu a obtencéo de perfis eletroforéticos, que submetidos
a analise numérica, originou um dendrograma que indica as relagGes de
afinidades fenéticas entre espécies de Candida, necessarios aos estudos

taxondmicos, epidemiologicos e de sistematica.
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8 - APENDICE

1 - Meios de cultura
1.1 - Meio Completo para Leveduras (M.C.L.)

Peptona........cccooiviiiviiiniiieiiiecce e, 10g
Extrato de levedura................................. 10g
GIUCOSE.....oi it 20g
Fosfato bibasico de potassio................... 05g
AGAT....coiiiiiiiieiee et e 20g
Aguadestilada....................... g.s.p. 1000 mL

Todos os componentes foram adicionados a agua destilada e levados a
ebuli¢io em banho maria. Fracionar-se-a aliquotas de 10 mL, em tubos de
cultura que foram autoclavados a 120 °C, sob 1 atm, por 20 minutos. Os tubos

foram inclinados enquanto o meio estiver liqiiefeito.
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1.2 - Yeast Peptone Dextrose (YPD)

Extrato de levedura.......ccccceenrrrnnnennnnenn. 10 g
Peptona.....ccoeeeeeeivnnneninieee e 20¢g
GlUCOSE..eeieeeeieeeieeectcerteeree e reeereeeecneens 20g
Agua destilada...........ccceeuueuce. g.s.p.- 1000 mL

Todos os componentes foram adicionados a &4gua destilada, sob
agitacdo. Uma vez dissolvidos os componentes, fracionar aliquotas de 50 mL,
em Erlenmeyers e autoclavar sob as mesmas condi¢des citadas em 1.1 do

apéndice.

2 - Identificacio dos coelhos
Os animais foram marcados com acido picrico 2% com a seguinte

identificac¢do:
Coelho n.°1-A;
Coelhon.°2 - A,
Coelhon.°3 - A3

Coelhon.°4—- A4

3 - Solucgdes para as reacdes de ELISA
3.1 - Tampao Salina Fosfato (PBS)

NaCL. et eaene 8¢g
Q] R 020¢g
BN E:DY 5 10 F R 1.15¢g
| QS Y SO O 020g
Agua destilada.......c..cccuuunennee. q.s.p. 1000 mL

PH. oo 7.3



3.2 - Tampao Bloqueio

Soro Albumina Bovina (BSA)........ccccu.... lg
PBS. e e q.s.p- 100 mL
3.3 - Tampio PBS-T-G

Tween 20.....cc e e 0,05 mL
GelatiNa.......eeeeeecieeeeeereeeeee e 0,25 mL
14 3 TR g.s.p. 100 mL
3.4 - Tampao OPD

Acido Citrico 0,4 M......cccueuemrunreees 12,15 mL
NayP040,4 M.....oneeneiieceeecereeeceeeenen, 25,7 mL
H0230 VOl 300 pL
Agua deionizada..........cco.......... q.s.p. 200 mL
PHe oo 5.3

Deve ser guardado em frasco escuro.

3.5 - Solucio “STOPPER” para OPD
H,S0,2,5M

3.6 - Tampao Tris-NaCl

Tris-Base 0,05 M....coueeeeeenenierrrnennnenennee 8,55¢
NaCl 0,15 Mu.coeieiieeceeeeeeeeeeceeeeeeene 8,76 g
Agua deionizada....................... g.s.p. 1000 mL
PH. o 8.2

Acertar o pH com HC1 0,75 N.
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3.7 - Tampao Tris-HCI
Trizma Base 1M....cccccovvvveinninnnnnnn. 121,14 g
15) 5 PO OO 9.0

O pH deve ser acertado com HCI concentrado.

3.8 - Tampéo Glicina

Glicina 50 mM.....ccccvveivinenncnnnneennnieennnne 3,75 g.
NaCl 0,15 M.t 8,76 g
Agua deionizada.............c........ q.s.p. 1000 mL
5] 1SS 3.0

Acertar o pH com HC1 0,75 N.

4 - Solucoes para a eletroforese SDS-PAGE:

4.1 - Tampao de amostra

Tris-HC1 0,5 M pH 6.8......cccnnnrirenene 25 mL
SDS . eiiiececreeeeeertesteesere et erte e e e raeereeseraenaensenes 2g
(€] 1T01=5 (o) PO SRR 10 mL
2-mercaptoetanol........ccccceececcuerinerrceeeennnes 5mL

Solugédo de Azul de Bromofenol 0,1%....... 1 mL
Agua deionizada........cccceecurcecencn... q.s.p-100 mL



4.2 - Solucoes estoque para gel de SDS-PAGE
4.2.1 - Acrilamida

Acrilamida.........ccoveeeeniicciiiininiinieereenes 30g
Bis-Acrilamida........cccceeceeenninniiniiennenennnne 0,8¢g
Agua deionizada......................... g.s.p. 100 mL

Deve ser guardado em frasco escuro. Esta solugdo tem vida til

de duas semanas.

4.2.2 - Tampiao “Lower”

Tris-HCL 1,5 M ..ot 90,8g
SIS reeteereerenteeeeeete e e s e e e e srae s naasrasaneneens 2g
Agua deionizada..........ccoeu.n....... g.s.p. 1000 mL
) = 8.8

O pH deve ser ajustado com HCI concentrado.

4.2.3 - Tampiao “Upper”

Tris-HC1 0,5 M ..o 30,29¢
SDS ..ttt ettt 2g
Agua deionizada........coceu....... g.s.p. 1000 mL
PH o 6.8

O pH deve ser ajustado com HCI concentrado.

111



112

4.2.4 - Tampio de corrida 4x concentrado

TIIS=DASE..ceeviieiereeeececiecte e 12¢g
(€3 76314 - U OUPP O 57,6g
Agua deionizada...........c.ccneecee.. q.s.p. 1000 mL

Este tamp&o deve ser diluido 1:3 em agua deionizada e acrescentado 1%

de SDS para o uso.

4.3 - Solucio de Persulfato de Amonio 10%

Persulfato de amonio........cccceeereerernneeenee. 0,1g
Agua deionizada........cccceruercerrrrerennnes 1 mL
5 - Gel separador a 12% de poliacrilamida
Acrilamida........coooveereeeieniieeeeeneees 7,92 mL
Tampao “Lower”........ccouveeeeeeenncncnnens 10 mL
Agua Deionizada..........cccoeeeerueeruennnnns 1,38 mL
TEMED....ocireeeeeeeerereeceneeeecneeeens 15 uL
Persulfato de aménio 10%................... 330 uL

6 - Gel empilhador a 4% de poliacrilamida

Acrilamida......ccccceeeeeevveereneennnneennnen. 1,10 mL
Tampao “Upper”.....cccecevevevninncnne 3,30 mL
Agua deionizada..........ccovecercururennenne. 1,80 mL
TEMED.....cccoviiiiriinnininic e 15 uL
Persulfato de amoénio 10%.................. 200 uL

Todas as solugdes preparadas foram mantidas em geladeira a 5 %Ceo
glutaraldeido a 25% a —21°C.
Obs:TEMED (N, N, N',N'-Tetrametil-etilenodiamina)
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7 - Solucdes para coloracio do gel com prata

7.1 - Solucao Fixadora

Ftanol 96°GLP. Ao 400 mL
ACidO ACELICO. ..., 100 mL
Agua deionizada.........cccoenn........ g.s.p.- 1000 mL

Lavar rapidamente o gel com agua deionizada apds 12 horas

7.2 - Solucédo Incubadora

Tiosulfato de s0dio......cccccueerrrvrecrrecnennnnen. lg
Acetato de S6dio 3 HyO..oveverveoeeeeeeennnen 17 ¢
Glutaraldeido 25 %.....cccccevvuevreueeeennees 1,3 mL
Etanol 96° GLP. A.....oocceeercmreunrrernnenn. 75 mL
Agua deionizada...........coccu........ q.s.p. 250 mL

Incubar por 20 minutos. O glutaraldeido deve ser adicionado somente

no momento do uso.

7.3 - Solucéo de Prata

Nitrato de Prata........ccccoeveneniiiininnancenns 0,25 ¢g
Formaldeido........coooeveeevmnneinniienennns 50 uL
Agua deionizada.............o.e......... g.s.p. 250 mL

O Formaldeido deve ser adicionado no momento do uso e incubar por

20 minutos. Lavar o gel com dgua deionizada apds o tempo de incubacio.

7.4 - Solucio Reveladora

Carbonato de s0dio......c.cceeeeeervurrreeannen 6,25 ¢
Formaldeido........cocceveeeiieiiiiinvcncnccnen. 25uL
Agua deionizada..........ccovne...... g.s.p. 250 mL

Deixar incubando em agitac#o, até o aparecimento das bandas.
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7.5 - Solugao “Stop”

EDTA 2 HyO..ouooeieieeiiecrieiiieceeene 3,65¢g

Agua deionizada.............o........ q.s.p. 250 mL

Incubar 5 a 10 minutos. E importante manter o volume de 250 mL para
gel de 1 mm, pois a reducéo deste volume interfere na nitidez da coloragdo.

Apés incubagdo lavar o gel em agua corrente por 1 hora.



