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RESUMO - A candidiase é considerada a principal infec¢éo flingica oportunista em seres humanos e a espécie
mais comum € a Candida albicans, porém, outras espécies identificadas vém aumentando consideravelmente,
como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. dubliniensis, entre outras. A producao de toxinas e enzimas
extracelulares constitui um dos fatores mais importantes para o desencadeamento de infec¢des pelo género
Candida. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo verificar a producéo de fosfolipase e proteinase
em amostras clinicas de leveduras isoladas de pacientes hospitalizados, bem como classificar a atividade
enzimatica de cada isolado. Foram estudadas 105 amostras de pacientes de um Hospital Universitario da
regido do Vale do Paraiba. Dentre as espécies estudadas, a mais frequente foi Candida albicans (38,1%).
Quanto a pesquisa para atividade proteolitica, 52,39% apresentaram indice 2 (positiva) e 21,9% para indice 3
(fortemente positiva) e para a atividade fosfolipasica, 12,38% apresentaram indice 2 e 29,52% para indice 3,
demonstrando assim, que os isolados apresentaram altos indices de atividade enzimatica e provavelmente se

relacionem com a patogenicidade do isolado.

Palavras-chave: Fatores de viruléncia, Candida, infec¢cdo hospitalar

Area do conhecimento: Microbiologia

Introducéo

A candidiase, principal infeccdo flingica
oportunista do ser humano, é provocada por
leveduras do género Candida, que fazem parte da
microbiota enddgena do corpo humano (MENEZES
et al., 2004). Sua ampla variedade de
apresentacdo e a sua significAncia clinica tém
estimulado o interesse no estudo dos mecanismos
de patogenicidade das espécies de Candida e na
identificacdo de seus fatores de viruléncia (LACAZ
et al.,, 2002; PENHA et al., 2000; ZAITZ et al.,
1998).

Varios mecanismos sao sugestivos da
viruléncia tal como: capacidade de assumir varias
formas, chamadas de variagdes adaptaveis;
habilidade da forma de hifas; capacidade de aderir
as mucosas superficiais; producdo de enzimas
hidroliticas; proteinases que hidrolisam peptideos
(HUBE, 1998) e fosfolipases que hidrolisam
fosfolipideos (IBRAHIM et al., 1995).

A producédo de fosfolipase é considerada um
fator importante para o processo de infeccéo,
variando conforme a amostra. Essa enzima
localizada na superficie da levedura e na
extremidade do tubo germinativo, atua pela
hidrolise dos fosfolipideos, dando origem aos
lisofosfolipideos que causam dano a célula epitelial
(PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

A enzima proteinase produzida por diferentes
espécies de Candida é capaz de degradar varios
substratos como: queratina, colageno, albumina,
fibronectina, hemoglobina, cadeia pesada de
imunoglobulina e proteinas de matriz extracelular
(HATTORI et al.,1981; KAMINISHI et al., 1986;
RUCHEL et al.,, 1992). Sendo assim, o presente
estudo visa contribuir, através da pesquisa de
enzimas extracelulares expressas por diferentes
espécies de Candida, para o melhor entendimento
dos mecanismos de patogenicidade dessas
leveduras isoladas de amostras hospitalares de
casos de colonizacao e/ou infeccéo.

Metodologia

Foram estudadas 105 amostras clinicas de
pacientes internados de um Hospital Universitario,
da cidade de Taubaté, do estado de Sao Paulo, no
Laboratério de Micologia do IAL-Taubaté e
Microbiologia, da Faculdade de Ciéncias da Saude,
da Universidade do Vale do Paraiba. Sendo estas
amostras, cedidas pela Profa. MSc Sénia Khouri
Crosariol.

As amostras foram semeadas, primeiramente,
em meio Chromagar® para verificar sua pureza.
Estando puras, as amostras foram semeadas em
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placas de Petri descartaveis contendo agar
Sabouraud-dextrose pela técnica de esgotamento e
incubadas a 37°C. As colbnias isoladas foram
semeadas em tubos inclinados contendo agar
Sabouraud-dextrose e incubados a 37°C. As cepas
foram submetidas a pesquisa de enzimas
proteinases e fosfolipases.

A produgcdo de proteinase foi verificada
segundo Richel et al., (1982).

A producdo de fosfolipase foi verificada
segundo Price et al., (1982).

Os testes foram realizados empregando a
cepa-padrdo de Candida albicans (ICB-12A) como
controle positivo. A atividade enzimética (Pz) foi
mediada segundo Price et al. (1982), utilizando a
razdo entre o didmetro da colbnia (dc) e o diametro
da coldnia mais a zona de precipitagdo (dcp), ou
seja, Pz=dc/dcp. Os resultados de Pz foram
considerados da seguinte maneira: (1) negativa
(PZ=1), (2) positiva (PZ>0,64 <1,0) e (3) fortemente
positiva (PZ<0,64).

Resultados

Para a verificagcdo quanto a producao de
enzimas proteinase e fosfolipase, houve uma
producdo de um halo de degradacdo ao redor da
colbnia para proteinase e um halo de precipitagédo
ao redor da colénia para fosfolipase, conforme
mostra a foto 1.

Foto 1 — (A) Teste de atividade enzimatica para
proteinase. (B) Teste de atividade enzimatica para
fosfolipase.

Quanto a pesquisa da atividade enzimatica
para a atividade proteolitica, 25,71% apresentaram
atividade negativa (1), 52,39% atividade positiva (2)
e 21,90% atividade fortemente positiva (3),
conforme mostra o grafico 1.
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Gréfico 1 — Freqliéncia de indice enzimatico de
proteinase em amostras de Candida isoladas de
amostras hospitalares de pacientes internados em
um hospital universitario em Taubaté, Sdo Paulo
(2002-2003).

Quanto a pesquisa da atividade enzimatica
para a  atividade fosfolipasica, 58,10%
apresentaram atividade negativa (1), 12,38%
atividade positiva (2) e 29,52% atividade fortemente
positiva (3), conforme mostra o gréfico 2.

o3 m58,10%
@l 0029,52%

m2

Gréfico 2 - Frequéncia de indice enzimatico de
fosfolipase em amostras de Candida isoladas de
amostras hospitalares de pacientes internados em
um hospital universitario em Taubaté, Sdo Paulo
(2002-2003).

A tabela 1 mostra a distribuicdo enzimatica
para proteinase em relacdo a infeccdo hospitalar
(I.H.) e colonizagédo (C) por espécies de leveduras.
Pode-se observar que, 23,82% das espécies em
situacdo de infeccdo hospitalar sdo positivas para
proteinase e 50,47% das espécies em situacéo de
colonizagéo séo positivas para proteinase.

X1 Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica e

348

VIl Encontro Latino Americano de P6s-Graduacéo — Universidade do Vale do Paraiba



Tabela 1 — Atividade proteolitica apresentada por
amostras de leveduras isoladas em situagdo de
infeccao hospitalar e colonizacéo.
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I.H. = Infec¢&o hospitalar

C = Colonizagao

indice 1 — Auséncia de atividade enzimatica

indice 2 — Atividade enzimética positiva

indice 3 — Atividade enzimética fortemente positiva

Pz = Valores da atividade enzimatica, segundo Price et
al. (1982)

Para a distribuicdo enziméatica para fosfolipase,
em relagdo a infecgdo hospitalar (I.H.) e
colonizagéo (C), 12,38% das espécies em situacao
de infeccéo hospitalar sdo positivas para fosfolipase
e 29,52% das espécies em situacao de colonizacédo
para fosfolipase como mostra a tabela 2.

Tabela 2 — Atividade fosfolipasica apresentada por
amostras de leveduras isoladas em situacdo de
infeccdo hospitalar e colonizagao.
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I.H. = Infec¢&o hospitalar

C = Colonizacéo

indice 1 — Auséncia de atividade enzimatica

indice 2 — Atividade enzimética positiva

indice 3 — Atividade enzimética fortemente positiva

Pz = Valores da atividade enzimética, segundo Price et
al. (1982)

Discusséao

Os fatores de viruléncia de Candida spp tém
atraido interesse como possivel meio para o
desenvolvimento de novas intervencdes
terapéuticas contra candidiase (GHANNOUM,
2000).

Um dos fatores de viruléncia do género
Candida mais estudado, é a producédo de enzimas
extracelulares como proteinases acidas e
fosfolipases, uma vez que exercem importante
papel na patogénese de candidiase (HUBE, 1996,
1998; IBRAHIM et al., 1995; RUCHEL, 1999).

Segundo Richel et al. (1983) verificaram uma
correspondéncia por ordem de viruléncia das
espécies mais envolvidas em quadros patolégicos
para o homem, conforme a quantificacdo da
proteinase, sendo as espécies C. tropicalis e C.
parapsilosis as mais importantes depois de C.
albicans. No presente trabalho, C. albicans foi a
espécie que mais apresentou atividade fortemente
positiva para proteinase (50%). Para esta mesma
atividade, C. parapsilosis apresentou 14,29%.

Samaranayake et al. (1984) avaliaram a
capacidade de diferentes espécies de Candida spp,
em produzir fosfolipase e seus resultados
mostraram que de 41 isolados de Candida, 79%
das cepas de C. albicans estudadas produziram
fosfolipases enquanto que, nenhuma cepa de C.
tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis produziram
esta enzima. No presente trabalho, 100% das
espécies de C. albicans produziram fosfolipase e
4% de C. tropicalis. Entretanto, C. glabrata e C.
parapsilosis ndo produziram atividade fosfolipasica,
concordando assim, com o referido autor.

Vérios investigadores tém demonstrado a
presenca de fosfolipase in vitro, em isolados
clinicos de C. albicans. Entretanto, na presente
pesquisa, foi também observada a producdo de
fosfolipase em C. tropicalis (4%), porém em menor
proporcédo do que em C. albicans (100%).

Leveduras isoladas de casos colonizacao,
tiveram maior producéo de fosfolipase e proteinase
em relacdo aos casos de infec¢do hospitalar, sendo
importante salientar que, isolados de colonizacdo
com potencial de viruléncia sdo de grande risco
para o desenvolvimento de doengas invasivas
(TRAORE; SPRINGTHORPE; SATTAR, 2002;
BONASSOLI; BERTOLI; SVIDZINSKI, 2005).

Conclusao
Quanto a producédo de exoenzimas, das 105

amostras, 21,90%  apresentaram  atividade
fortemente positiva (indice 3) para proteinase e
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29,52% das amostras apresentaram  atividade
fortemente positiva para fosfolipase.

Através da producéo de enzimas
extracelulares, podemos concluir que, C. albicans
foi a espécie que apresentou maior porcentagem de
producéo tanto de fosfolipase quanto de proteinase,
sendo esta considerada, dentre as espécies
estudadas, a mais patogénica. Entretanto, €
importante observar outros fatores relacionados a
viruléncia, tais como: adesdo, formacédo de tubo
germinativo, toxinas do microrganismo, como
também os fatores relacionados ao hospedeiro.
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