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Candida albicans DE MUCOSA VAGINAL:
MORFOTIPAGEM E PRODUCAO DE PROTEINASE
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RESUMO

Cingiienta e seis isolados de Candida albicans obtidos de mucosa vaginal de mulheres
com (n = 30) e sem (n = 26) sintomatologia de candidiase foram identificados pela
produgdo de tubo germinativo em soro bovino fetal e de clamidoconidios em 4gar farinha
de milho através da assimilacdio e fermenta¢@o de carboidratos. Esses isolados foram
submetidos & morfotipagem (caracteristicas morfolégicas da col6nia) e testados quanto
4 produgéo de proteinase. O morfotipo com cédige 5.340 (franjas continuas, de 3 a 5
mm de comprimento, de textura e superficie lisas) foi o mais comumente observado nos
dois grupos de mulheres estudadas. Foi verificada, entretanto, a presenga de franjas
descontinuas, considerada por representar um fator de viruléncia, em 8 (26,6%) isolados
de C. albicans obtidos de mulheres com sintomas de candidiase vaginal e em apenas 1
(3,8%) dentre os provenientes de mulheres assintomaticas. Esse resultado sugere que as
caracteristicas do morfotipo podem servir como indicador de risco para candidiase. Com
relagdo 3 atividade enzimdtica dos isolados, 96,4% das 56 amostras apresentaram producio
de proteinase. Os valores de proteinase obtidos neste trabalho niio indicaram correlagio
entre a presenca dessa enzima e a capacidade de produzir infecgdo.
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INTRODUCAO

A candidiase € uma infec¢do fiingica primdria ou secunddria que
envolve espécies do género Candida, sendo C. albicans o agente etiolégico
mais comum. No homem em condi¢gdes normais, C. albicans faz parte da
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microbiota (15, 19). A candidiase vaginal € considerada um problema de saide
piblica por afetar um nimero elevado de mulheres em todo o mundo.
Aproximadamente de 10% a 55% das mulheres em idade reprodutiva apresentam
colonizagio de Candida na vagina, sitio que pode permanecer por longo periodo
sem que se manifeste a sintomatologia da doenca, sendo necessaria a
participago de varios fatores inerentes ao microrganismo e a0 hospedeiro para
transformar a levedura colonizadora em agente patogénico (13, 22).

Entre os fatores inerentes ao microrganismo, destacam-se a aderéncia
a células do hospedeiro, a produgiio e secregio de enzimas hidroliticas,
proteinases e fosfolipases, bem como a transigio morfolégica de levedura a
filamento, determinantes importantes na patogenicidade de C. albicans (4, 5,
11, 16). A atividade de proteinase exibida por C. albicans tem sido considerada
um dos fatores de viruléncia de maior gravidade por facilitar a invasdo dos
tecidos hospedeiros pelas células fingicas, e conseqiientemente a implantagio
e evolugdo da doenga (1, 6, 10, 20).

Nos tltimos anos muitos trabalhos tém sido reahzados visando
caracterizar e individualizar as leveduras do género Candida. Em virtude da
necessidade de informagdes sobre a transmissdo e a recorréncia desse agente,
metodologias de tipagem também vém sendo empregadas para avaliar o
comportamento ndo somente da espécie, mas também de subpopulagdes da
espécie (3, 12, 21). A formagio de diferentes texturas das franjas produzidas
nas bordas das col6nias e a topografia da superficie dessas coldnias representam
um fenémeno da variagiio morfolégica expressa por diferentes isolados de C.
albicans permitindo a sua distingio (2, 9, 17).

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar C. albicans obtidas
de processos infecciosos e de mucosa vaginal higida, através de morfotipagem
e produgdo de proteinase.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 56 isolados de Candida, sendo 30 obtidos da
mucosa vaginal de pacientes com candidiase e 26 de mulheres carreadoras do
fungo. Todos os isolados foram identificados através da produgdo de tubo
germinativo em soro bovino fetal e de clamidoconidios em 4gar farinha de milho
através de provas de assimilagio e fermentag@o de carboidratos (8).

Morfotipagem
A suspensio de leveduras obtida de col6nias de C. albicans crescidas

em 4gar sabouraud dextrose a 25°C por 48 horas foi padronizada na escala 3 de
MacFarland. Semeou-se a suspenso em estrias de aproximadamente 5 mm de
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largura por 25 mm de comprimento na superficie de placas contendo dgar extrato
de malte incubadas a 25°C por 10 dias.

Ap0s esse periodo, foram avaliados os aspectos macromorfolégicos
das coldnias, como a presencga de franjas e as caracteristicas da sua superficie,
aplicando-se a codificacdo de quatro digitos de acordo com o modelo de
tipificagfo aplicado por Hunter et al. (1989).

Pesquisa de proteinase

Para a deteccdo da producio de proteinase, utilizou-se o procedimento
descrito por Riichel et al. (1982) (18), que emprega a albumina. As placas
contendo os indculos semeados em pontos eqiiidistantes foram incubadas a
37°C durante quatro dias. A presen¢a da enzima foi detectada pela formacio de
um halo ao redor da coldnia da levedura.

A atividade enzimatica (PZ) foi determinada de acordo com a técnica
de Price et al. (1982) (14), através da razdo entre o didmetro da coldnia (dc) e 0
didmetro da coldnia mais a zona de precipitacdo (dcp). Os resultados foram
interpretados da seguinte forma:

PZ = 1,0 = auséncia de atividade enzimatica;

PZ 20,64 < 1,0 = atividade enzimatica positiva;
PZ < 0,64 = atividade enzimatica fortemente positiva.

RESULTADOS

A morfotipagem dos isolados de C. albicans obtidos da mucosa vaginal
de pacientes com candidiase permitiu a identificac@o de 13 morfotipos diferentes,
com o predominio do morfotipo 5.340 (franjas continuas, de 3 a 5 mm de
comprimento, de textura e superficie lisas), observado em 30% (9/30) dos
isolados. Entre as 26 amostras de C. albicans isoladas de mulheres sem
candidiase, 6 morfotipos foram identificados, com predominéncia também do
morfotipo 5.340 em um percentual de 53,8% (14/26) dos isolados. Os morfotipos
de C. albicans obtidos neste estudo estfo apresentados na Tabela 1.

Todos os isolados de C. albicans observados na mucosa vaginal
foram produtores de proteinase em diferentes graus. Naqueles obtidos de
mulheres com candidfase, os valores de PE variaram de 0,31 a 0,8. J4 as leveduras
obtidas de mucosa vaginal de mulheres sem candidiase apresentaram atividade
de proteinase com valores de PZ variando de 0,35 a 1,0. A interpretagdo da
atividade proteolitica dos isolados de C. albicans com base nos valores de PZ
encontra-se na Tabela 2, onde se observa que, em ambos 0s grupos,
predominavam amostras com atividade proteolitica fortemente positiva.
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Tabela 1. Morfotipos de 56 isolados de C. albicans obtidos da mucosa vaginal
de mulheres com e sem candidiase

M . Com candidiase Sem candidiase
orfotipos 5 3
n % n Yo
5.340 09 30,0 14 53,8
5.540 03 10,0 - -
5.525 01 3,30 - -
1.325 01 3,30 - -
5.325 01 3,30 - -
5.345 01 3,30 01 3,8
1.521 ' 01 3,30 - -
1.320 01 3,30 - -
5.240 05 16,6 08 30,8
1.224 01 3,30 - -
5.341 02 6,70 - -
1.340 03 10,0 01 3,8
1.241 01 3,30 - -
5,525 - - 01 3,8
5.225 - - 01 3,8

Tabela 2. Atividade proteolitica de isolados de C. albicans obtidos de mucosa
vaginal de mulheres com e sem candidiase

Proteinase Com candidiase Sem candidiase
N° % N° %
Positiva 13 43,3 9 34,6
Fortemente positiva 17 56,7 17 65,4
Ausente
Tota} 30 100 26 100
DISCUSSAO

A presenca do morfotipo 5.340 em porcentagem significativa das amostras
de C. albicans, independente de sua origem (microbiota normal ou agente de infecg@o),
mostrou que n#o foi possivel, através da metodologia usada, distinguir os isolados
entre causadores de infecgfio ou ndo. Candido et al. (1998) observaram a predominéncia
desse mesmo morfotipo em C. albicans isoladas de préteses dentdrias e saliva, o que
sugere ser ele um componente da microbiota humana normal.

' A técnica de morfotipagem, além de utilizada para estudos
epidemiolégicos como possfvel marcador fenotipico, pode ser usada também
como determinante de viruléncia, devido a presenga de franjas descontinuas
caracterizada pelo primeiro digito (n™ 1, 2 e 3) do sistema de tipagem (3, 7).
Neste trabalho, dentre os isolados de pacientes com candidiase da mucosa
vaginal, oito (26,6%) tinham como primeiro digito o morfotipo que contém o
niimero 1 (franjas descontinuas em 20% da margem), e somente um (3,8%) foi
detectado em amostras de mulheres sem candidiase. Esse dado sugere uma
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possfvel associagio positiva entre a presenga de franjas descontinuas e maior
viruléncia de amostras causadoras de infecgio.

A atividade da proteinase exibida por C. albicans como fator de viruléncia,
fato citado por diferentes pesquisadores, ndo foi observada neste estudo. C.
albicans isoladas de mucosa vaginal assintomética apresentaram percentual de
atividade proteolftica semelhante aquele observado em isolados de pacientes
com lesSes de mucosa vaginal. Esses resultados indicam que outros fatores,
além da proteinase, provavelmente interfiram na patogenicidade do fungo.

Os resultados obtidos permitiram concluir que, além dos dois métodos
empregados, outras técnicas devem ser utilizadas concomitantemente, para
que haja uma adequada caracterizagéo do isolado.

ABSTRACT

Candida albicans isolated from vaginal secretion: morphotype and proteinase
production

Fifty six strains of Candida albicans were isolated from women with and without
clinical symptoms of vaginal candidiasis. The C. albicans isolated from vaginal mucosa
were identified by production of germ-tube in fetal calf serum, of chlamidospores on
corn meal agar and by assimilation of carbon sources. These isolates were submitted
to morphotyping (morphological characteristics of the colony) and tested to proteinase
production. Morphotype 5340 was the most frequently observed in both groups, but
a discontinuous fringe, considered to be a probable virulence factor, was observed in
8 (26.6%) of the C. albicans isolated from women with symptoms of candidiasis.
Morphotyping may serve as a risk indicator for candidiasis. In relation to enzyme
production, 96.4% of the 56 isolates presented proteinase activity. The results observed

did not support positive correlation of proteinase as a virulence factor.
KEYWORDS: Candida albicans. Virulence. Morphotyping. Proteinases.
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