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Atividade enzimatica, producao de slime
e sensibilidade a antifingicos de Candida sp

Enzymatic activity, s/ime production and antifungal
agent sensitivity of Candida sp

Jaqueline Otero Silva', Joseane Cristina Ferreira?
e Regina Célia Candido’

RESUMO

A habilidade de Candida spp secretar enzimas extracelulares e slime tem sido associada como fatores de patogenicidade. Do total de 37 cepas
de Candida sp, 100% foram produtoras de proteinase, 83,8% fosfolipase, 64,9% slime e 100% sensiveis ao fluconazol e itraconazol. Foram
encontradas 17 tipagens (enzima/slime). Esta metodologia apresentou um bom indice discriminatorio (D=0,93) podendo ser utilizado na
caracterizagdo fenotipica das leveduras.
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ABSTRACT

Abilith of Candida spp to secrete extracellular enzymes and slime has been associated as pathogenicity factors. Out of a total of 37 strains of
Candida sp, 100% were proteinase producers, 83.8% were phospholipase producers, 64.9% were slime producers and 100% were sensitive to
Sfluconazole and itraconazole. Seventeen typings (enzymes/slime) were found. This methodology presented a good discrimination rate (D =

0.93) and could be used for phenotypic characterization of yeasts.
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Entre os fungos, Candida sp é o género predominante na
microbiota humana sendo, Candida albicans a espécie mais
freqiiente.

Em Candida albicans, a formacio do tubo germinativo
com conseqiiente desenvolvimento da forma filamentosa, a
variabilidade fenotipica (switching), a producio de toxinas,
a aderéncia a superficie celular e a producio de enzimas
extracelulares, constituem os fatores que contribuem para o
desencadeamento da infecgio por este patégeno’.

Os testes de sensibilidade aos antifiingicos vém sendo
desenvolvidos gradativamente nos tltimos anos, devido a0
aparecimento de cepas resistentes i vivo e in vitro’.

0 presente estudo tem como objetivo verificar a produgio
de proteinase, fosfolipase e slime de Candida sp isoladas de
diferentes sitios corpéreos do homem e ainda verificar o perfil
de sensibilidade as drogas fluconazol e itraconazol.

Organismos testados. Selecionou-se para investigacio 37
leveduras sendo, 31 Candida albicans e 6 Candida parapsilosis

obtidas de amostras bioldgicas de diferentes sitios anatomicos
(fezes, vagina e boca) de 17 pacientes voluntdrios e atendidos
através do Sistema de Satide Integral da Universidade de Sao Paulo
de Ribeirio Preto.

Pesquisa de proteinase e fosfolipase. O estudo da proteinase
foi realizado segundo a metodologia descrita por Ruchel cols® e
o estudo da fosfolipase, segundo Prince cols’, sendo as leituras
realizadas ap6s 7 e 5 dias, respectivamente. A presenca da atividade
da proteinase foi verificada pela formaco de um halo transparente e
de fosfolipase pela formago de um halo opaco ao redor da col6nia. A
atividade enzimdtica de ambas as enzimas foi medida de acordo com a
técnica de Prince cols’ através do valor da zona de precipitagio (PZ).
Para tanto, as atividades enzimdticas PZ foram medidas dividindo-se
o didmetro da colonia pelo didmetro da colonia somado 2 zona de
precipitaco. Os resultados foram apresentados em cédigo sendo o
valor 1 quando PZ=1,0 (sem atividade enzimdtica), valor 2 quando
0,63 <PZ<1,0 (atividade enzimdtica moderada) e valor 3 quando
PZ<0,63 (forte atividade enzimdtica).
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Producio de slime. Foi realizado o método qualitativo
em tubo de acordo com a técnica descrita por Christensen
cols’ e modificada segundo Ozkan cols®, 2005%. Considerou-se
aderéncia negativa (c6digo=0), fracamente positiva (cddigo=1),
moderadamente positiva (c6digo=2) ou fortemente positiva
(codigo =3).

Tipagem (enzima/slime). Foi codificada com algarismos
contendo 3 digitos. O primeiro representando a fosfolipase, o
segundo a proteinase e o terceiro a produgdo de s/ime. O indice
de diversidade (D) da metologia foi realizada de acordo com
Hunter e Gaston’,

Teste de sensibilidade. As leveduras foram avaliadas
quanto 2 sensibilidade ao fluconazol com concentragdes testes
variando de 64 a 0.25pg/mL (Pfizer, Sandwich, UK) e itraconazol
com concentragdes variando de 16 2 0.03pg/mL (Jansen, Reerse,
Belgium). O teste foi realizado pela técnica de microdilui¢io em
caldo, segundo documento do National Committee Clinical
Laboratory Standarts (NCCLS) M27-A2, 2002° utilizando como
cepa controle Candida parapsilosis ATCC 22019.

ATabela 1 mostra que 100% das cepas de Candida albicans
produziram as enzimas proteinase e fosfolipase sendo que, 68,8%
e 32,3% apresentaram forte atividade para as respectivas enzimas.
Estes resultados estdo dentro dos parametros encontrados na
literatura'®.

Tabela 1 - Tipagem enzima/slime de Candida sp nos diferentes sitios
anatomicos de 17 pacientes.

Paciente Tipagem enzima/slime
bucal fecal vaginal

1 230 230 -
2 231 230 -
3 230 230 -
4 233 223 -

5 131 - 121
6 331 323 331
7 331 330 -
8 123 122 -
9 231 320 220
10 230 230 -
11 323 220 -
12 221 232 331
13 232 - 331
14 - 233 321
15 - 231 230
16 - 133 133
17 - 221 220

Néo foram encontradas cepas de Candida parapsilosis
produtoras de fosfolipase corroborando com os resultados de
Candido cols'. No entanto, Shimizu’ verificou atividade de fosfolipase
em Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
Candida guilhiermondii e Candida krusei.

Quanto a produgdo de slime, 35,1% foram negativas, 35,1%
fracamente positivas, 8,1% moderadamente positivas e 21,6%
fortemente positivas. Todos os isolados de Candida parapsilosis
produziram este fator de patogenicidade (Tabela 1). Ozkan
cols'® encontraram em cepas provenientes de sangue, 80,5% de
produgio de slime sendo que 89,4% das Candida parapsilosis
apresentaram esta atividade

Todas as leveduras foram sensiveis aos antifingicos
fluconazol e itraconazol apresentando concentragdes inibit6rias
minimas que variaram de 0,125 a 0,5 e de 0,03 a 0,00,
respectivamente. Ndo encontramos correlagio entre atividade
de slime e resisténcia aos antifiingicos testados corroborando
com resultados de Ozkan cols®. Yiicesoy cols' a0 investigar a
producio de biofilme de virias cepas de Candida encontraram
diferencas significativas entre atividade biofilme e sensibilidade
a0 fluconazol.

A'Tabela 1 mostra a diversidade fenotipica, representada pelo
encontro de 17 diferentes tipagens (enzimals/ime), sugerindo
ocorrer uma facilidade de adaptacdo das cepas nas diferentes
localizagdes anatomicas. No entanto, 5 pacientes apresentaram
cepas com o mesmo perfil (enzima/slime) em diferentes
localizacdes. Esta metodologia apresentou um bom indice de
diversidade (D=0,93) podendo ser utilizado na caracterizacio
fenotipica das leveduras e, portanto, servir como um marcador
epidemioldgico de infeccdes por Candida.
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