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Resumo

Summary

#

Introdugdo: Entre as vulvovaginites, a candidiase é apontada
como a causa mais freqiiente em mulheres na idade fértil. Atualmen-
te, vdrias pesquisas mostram o aumento na freqiéncia das espécies
n&o-albicans e grande preocupagdo com episédios de repeticdo.
A espécie de Candida encontrada com maior freqiéncia é a
Candida albicans, mas outras espécies como Candida fropicalis,
Candida glabrata e Candida krusei, também tem sido isoladas.
Objetivo: A proposta deste estudo foi determinar a freqiéncia
de colonizagdo vaginal por Candida sp., identificar as espécies
isoladas e determinar os niveis relativos de proteinase e fosfoli-
pase. Material e Método: As amostras coletadas foram semeadas
em dgar Sabouraud dextrose. Apés crescimento, as cepas foram
isoladas e identificadas através de microcultivo. Resultados: Das
88 amostras coletadas, 18,18 % foram positivas para Candida
sp. E, destas, 81,25 % para Candida albicans, seguidas por C.
tropicalis (6,25 %), C. glabrata { 6,25 %) e C. krusei ( 6,25 %).
A avaliagdo da atividade enzimdtica demonstrou que 58,25 %
das colénias de Candida sp. produziram proteinase e 68,75 %
fosfolipase.

Palavras-Chave: Candida sp., candidiase vulvovaginal,
fosfolipase e proteinase

Isolation of Candida sp. from vaginal mucosal of
woman taken care of in a service of gynecology of Santo
Angelo City - RS

Background: Among the vulvovaginitis, candidiasis is the most
frequent cause in women at reproductive age. Several researches
have showed an increase in the frequency of the non-albicans spe-
cies, and a great concern with repetitive episodes. The species that
appears in major cases is Candida albicans, although some other
species are also documented, like Candida tropicalis, Candida
glabrata and Candida krusei. Objectives: The aim of this study was
to determine the frequency of vaginal colonization by Candida,
identify species of isolates and determining the relative level of the
proteinase and phospholipase. Material And Method: The material
collected were inoculated on Sabouraud dextrose agar, and the
isolates were identified through microculture test. Results: From the
88 samples collected 18,18 % were positive to Candida spp and
within them, 81,25 % were Candida albicans followed by C. tro-
picalis (6,25%), C. glabrata (6,25 %) and C. krusei (6,25 %). The
enzymatic evaluation demonstrated that 58,25 % of Candida spp
colonies produced profeinase and 68,75 % phospholipase.

Keywords: Candida sp., vulvovaginal candidiasis, phospho-
lipase and proteinase

Introduc¢ado
género Candida pertence ao
Reino Fungi, grupo Eumyco-

@ ta, filo Deuteromycota, clas-

se Blastomycetes e faz parte da familia
Criptococcacea. As principais espécies
de interesse clinico neste género sdo
Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei, Candida parapsilosis e
Candida tropicalis (3, 15, 29).

A Candida é uma levedura di-

moérfica, considerada um patdgeno
oportunista, o qual depende de fa-
tores proprios de viruléncia e fatores
pré- disponentes do hospedeiro para
causar a infecgdo. As leveduras do
género Candida fazem parte da flora
normal do intestino e da vagina, per-
manecem neste habitat como coloni-
zantes e quando encontram condigdes
apropriadas se multiplicam, expdem
os fatores de viruléncia, invadem
a mucosa e causam a infecgdo. As

candidiases apresentam uma grande
variedade de manifestagdes clinicas,
as quais podem ser divididas em can-
didiase muco-cutanea, caracterizada
pelo surgimento de lesdes de pele,
unhas e mucosas da orofaringe e geni-
tais; candidiase sistémica ou visceral,
caracterizada por disseminacdo do
microrganismo por via sangtiinea para
outros d6rgdos e candidiase alérgica,
com lesdes semelhantes as dermato-
fitoses (6, 10, 15, 29).
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O poder patogénico da Candida
sp. depende de alguns fatores de
viruléncia como a capacidade de cres-
cer a 37°C, a qual permite um bom
desenvolvimento no corpo humano; a
formacao de hifas e pseudohifas, as
quais representam um obstaculo para
a fagocitose e permitem a fixagao da
levedura nos epitélios; a produgdo
de fosfolipases e de proteinases que
auxiliam na aderéncia da levedura
a mucosa do hospedeiro e também
facilitam a invasdo fungica; e as ma-
nanas que promovem a depressao da
imunidade (15, 22, 26, 29).

A vulvovaginite é a infeccao mais
comum do trato genital feminino,
caracterizada por uma triade de sin-
tomas como dor vulvovaginal, pruri-
do e ardor. Nos casos de candidiase
vulvovaginal os sintomas envolvem
também inflamacdo, leucorréia espes-
sa, grumosa € com mau odor, vulva
e vagina hiperemiadas, edemacia-
das e com fissuras, mucosa vaginal
com placas brancas, amareladas ou
pseudomembranosas. Como fatores
predisponentes para a candidiase
vulvovaginal, podem ser citados o
uso de antibioticos de amplo espectro,
contraceptivos orais com alta concen-
tragdo de estrogénio, vida sexual ati-
va, alto teor de glicogénio das células
epiteliais da vagina e gravidez (3, 4,
10, 18, 21, 26, 27, 30, 31).

A candidiase vulvovaginal ocupa
0 segundo lugar entre as vaginites.
Estima-se que 75% das mulheres
adultas apresentem pelo menos um
episodio de vulvovaginite fungica em
sua vida, sendo que 5 % irdo apresen-
tar candidiase vulvovaginal recorrente.
Candida albicans pode ser isolada de
20 - 25% de pacientes assintomaticas
saudaveis, pois esta levedura é um mi-
crorganismo comensal da flora vaginal.
Estima-se que as cepas ndo-albicans
tém aumentado muito nos ultimos
anos. Clinicamente, ambas infecgBes
sdo indistinguiveis, uma vez que cau-
sam sintomas muito semelhantes (10,
12, 18, 21, 26, 27, 32).

O diagnostico clinico da candi-
diase vulvovaginal é sugerido pela

presenga dos sintomas classicos. Esta
constatagdo deve ser confirmada pelo
diagndstico laboratorial, onde sdo
coletadas amostras de exudato vagi-
nal com o auxilio de swabs estéreis.
Na microscopia, a ldamina deve ser
confeccionada com KOH 10 - 40%,
onde sdo observadas estruturas
blastoconidiadas, associadas ou nao
a pseudohifas. Para o isolamento de
leveduras, as amostras podem ser
semeadas em agar Sabouraud, onde
apos incubacdo a 37°C por 24 - 48
horas, as colOnias aparecem com
textura glabrosa e coloragao branco-
amareladas. A determinacdo das
espécies é realizada por testes de
assimilacdo e fermentacao de carboi-
dratos, prova do tubo germinativo e
semeadura no meio CHROMagar (12,
14, 21, 29, 30, 32).

O objetivo do presente trabalho foi
isolar Candida sp. da mucosa vaginal,
determinar as espécies e avaliar a
producdo das enzimas fosfolipase e
proteinase nos isolados clinicos.

Materiais e Métodos_

Pacientes

Foram coletados swabs da mucosa
vaginal de 88 pacientes, independen-
te de ter ou ndo sintomas de candidia-
se vulvovaginal, com idade entre 17 e
65 anos, atendidas em um servico de
ginecologia do Municipio de Santo An-
gelo - RS. As coletas foram realizadas
por um clinico atuante no respectivo
consultoério, no periodo de um ano.
Os swabs foram armazenados em
meio de transporte, sob refrigeracao
(40C) até o momento do cultivo. As
pacientes incluidas na pesquisa assi-
naram um termo de consentimento
livre e esclarecido e foram informadas
sobre a finalidade da pesquisa, bem
como tiveram garantida a privacida-
de e confiabilidade dos mesmos. O
presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Uni-
versidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das MissOes, sob protocolo
n° 032-4/TCH/06.

Isolamento de Candida sp.

Os swabs da mucosa vaginal foram
semeados em placas de Petri contendo
agar Sabouraud e incubados a 370C
por 48 horas. As col6nias cremosas
de coloragao clara que cresceram
sob o meio de cultura e ao exame
microscopico apresentaram-se como
blastoconideos, foram caracterizadas
como Candida sp.

Determinacao das espécies

As amostras foram submetidas a
determinacdo da espécie, pela prova
do tubo germinativo. Nesta técnica,
colbnias de leveduras recentemente
repicadas foram incubadas em 500 pL
de soro humano a 37°C por 3 horas,
em banho d’agua. Apds a incubacdo
foi realizada a pesquisa microscopica
do tubo germinativo nas amostras
testadas. Foi incluida uma cepa de C.
albicans ATCC 10231 para controle
positivo. As amostras que produziram
tubo germinativo foram classificadas
como Candida albicans. Para a deter-
minagdo das espécies ndo-albicans,
foi realizado o microcultivo, conforme
Sidrim & Moreira (29).

Atividade de fosfolipase e
proteinase

Os isolados foram submetidos a
pesquisa de enzimas fosfolipase e
proteinase. Suspensoes das leveduras
em agua destilada esterilizada, equi-
valente a 1 na escala de MacFarland,
foram inoculadas em pontos equidis-
tantes, respectivamente, nos meios de
agar proteinase (extrato de levedura
11,7g; albumina bovina 2g; protovit
3 gotas, agar 18g e H,0 1000 mL) e
agar fosfolipase (agar Sabouraud 65g;
NaCl 57,3g; CaCl, 0,55g; gema de ovo
40g e H,0 1000 mL).

As placas contendo dois indculos
de diferentes cultivos permaneceram
incubadas a 37°C, durante sete dias
para proteinase e quatro dias para
fosfolipase. A presenca da atividade da
proteinase e da fosfolipase foi verificada
pela formacdo de um halo transparente
ou opaco ao redor da colbnia, respec-
tivamente. A atividade enzimatica (Pz)
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foi obtida por meio da razdo entre o
diametro da col6nia e o didmetro da
colonia mais a zona de precipitagdo.
Quando Pz foi igual a 1, foi considerada
atividade enzimatica negativa; 0,64 <
Pz > 1,0, atividade enzimatica positiva
e Pz < 0,63 atividade enzimatica forte-
mente positiva (16).

Resultados
|

Dos 88 swabs da mucosa vaginal
analisados, foi possivel isolar levedu-
ras do género Candida de 16 amostras
(18,18%).

Candida albicans foi a espécie
predominantemente identificada, cor-
respondendo a 81,25% (13/16) dos
isolados. Observou-se 1/16 (6,25%) de
cepas de Candida krusei, 1/16 (6,25%)
de Candida glabrata e 1/16 (6,25%) de
Candida tropicalis (Figura 1).

A pesquisa da atividade enzimatica foi
realizada com as 16 amostras isoladas,
dentre estas, 11 amostras (68,75%)
foram produtoras de fosfolipase e nove
amostras (56,25%) produtoras de
proteinase, com indices de Pz variando
entre 0,31 e 0,79 indicando atividade
enzimatica positiva e fortemente posi-
tiva para os isolados (Tabela 1).

Discussdo
|

A candidiase vulvovaginal é a se-
gunda maior causa de vaginite aguda,
precedida apenas pelas infecgdes bac-
terianas (13). A levedura pode variar
da forma comensal para a forma pa-
togénica, levando ao desenvolvimento
de manifestagoes clinicas. As espécies
do género Candida s3ao agentes de
vaginite, Candida albicans é a prin-
cipal espécie evolvida nesta infeccdo
seguida por Candida glabrata, Candida
krusei, Candida tropicalis, entre outras
(1, 5,6, 13).

Em nosso estudo, a freqliéncia
de cultura positiva para leveduras do
género Candida sp. foi de 18,18%.
Segundo estudo realizado por Sua-
rez, et al. (32), no qual foi avaliada a

O C. krusei
B C. glabrata
B C. albicans

W C.tropicalis

Figura 1. Espécies do género Candida isoladas

Tabela 1. Atividade de fosfolipase e proteinase de espécies de Candida sp. isoladas da

mucosa vaginal

03 Candida krusei 1 1
06 Candida glabrata 1 1
09 Candida albicans 0,79 1
10 Candida albicans 1 0,31
13 Candida albicans 1 0,58
16 Candida albicans 1 0,64
19 Candida albicans 0,71 0,52
32 Candida albicans 0,77 0,52
43 Candida albicans 0,70 0,74
48 Candida albicans 0,71 0,48
49 Candida albicans 0,69 0,61
58 Candida tropicalis 0,73 1
62 Candida albicans 1 0,53
78 Candida albicans 0,75 0,36
87 Candida albicans 1 0,33
88 Candida albicans 0,70 1

presenca de leveduras em exudatos
vaginais de 138 mulheres, a presen-
¢a de Candida sp. foi estimada em
88,49% das pacientes, Trichosporum
em 10,79% e Rhodotorula em 0,72%
dos casos.

Em estudo desenvolvido por Neto,
etal. (18), leveduras pertencentes ao
género Candida foram encontradas
em 18 casos (25%). No trabalho de
Azzam-W, et al. (3), das 200 pacientes

avaliadas, Candida sp. representou
84,2% dos casos. Os resultados de
Rosa & Rumel (27), indicam que a
prevaléncia de Candida sp. na mu-
cosa vaginal foi de 19,3 %, o qual se
assemelha ao resultado obtido pelo
presente trabalho. Essa diferencga
pode ser explicada, por este estudo
englobar pacientes assintomaticas e
sintomaticas.

Dentre as espécies isoladas neste
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estudo, Candida albicans foi a espécie
mais prevalente (81,25%) e as espé-
cies ndo-albicans corresponderam a
18,75% dos isolados. Ferrazza, et al.
(10) identificaram em seu trabalho
que 77,4% dos casos de candidiase
vulvovaginal sdo devidos a espécie
Candida albicans. De acordo com
Crocco, et al. (9), a predominancia de
Candida albicans pode ser observada
tanto em pacientes imunocompeten-
tes como em imunossuprimidas e teve
uma prevaléncia de 76% em seus iso-
lados. Suarez, et al. (32) identificaram
um indice de 50% de Candida albicans
entre seus isolados.

As espécies nao-albicans isoladas
neste trabalho estdo de acordo com
a literatura revisada, com 1,6% de
Candida glabrata, 1,6% de Candida
krusei e 1,6% de Candida tropicalis.
De acordo com o estudo realizado
por Neto et al. (18), em 18 casos de
candidiase vulvovaginal, 22,2% dos
isolados foram Candida nao-albicans,
prevalecendo a Candida glabrata.
Conforme trabalho de Oliveira, et al.
(20), Candida tropicalis foi isolada
em 53% dos casos, enquanto que
Candida albicans foi encontrada em
apenas 36% dos isolados, o que de-
monstra um aumento na freqiiéncia de
isolamento de leveduras ndo-albicans
(10). Os episoddios de candidiase vul-
vovaginal recorrente geralmente sdo
causados por espécies nao-albicans
(13, 25).

Candida glabrata é uma espécie
que tem emergido como importante
patégeno, sendo a segunda espécie
mais isolada em infecgdes superfi-
ciais (11). Em estudo realizado por
Azzam, et al. (3) em pacientes com
vulvovaginite, C. glabrata represen-
tou 10,42% de seus isolados. Em
trabalho desenvolvido por Neto, et
al. (18) envolvendo pacientes assin-
tomaticas e sintomaticas, a espécie
em questdo foi a mais prevalente
entre as espécies ndo-albicans
(16,7%). Esses resultados indicam
uma tendéncia de mudanga na etio-
logia da candidiase apds décadas
de predominio de Candida albicans

(13). Entretanto, em nosso estudo
ndo foi evidenciado o predominio
de uma espécie ndo-albicans em
relacdo as outras, tendo em vista o
reduzido niumero de isolados ndo-
albicans.

Nesta pesquisa, foi analisada a
producdo das enzimas fosfolipase e
proteinase e os resultados obtidos
estdo de acordo com os parametros
encontrados por outros autores.
A producgdo de proteinase e fosfo-
lipase foi detectada nas amostras
de Candida albicans isoladas, o que
comprova o alto poder patogénico
desta espécie (3, 10, 24). Naglik,
et al. (17) abordam que a producao
destas enzimas é maior em espécies
de C. albicans e esta diretamente
relacionada ao poder de viruléncia e
patogenicidade da espécie. Segundo
Cardona-Castro, et al. (8), a pro-
ducdo de enzimas proteoliticas tem
relacdo com os casos de infeccles
recorrentes.

Os isolados de Candida albicans
identificadas como produtoras de
proteinase e fosfolipase apresentaram
uma atividade enzimatica positiva e
fortemente positiva, com Pz variando
entre 0,31 e 0,79. Candido, et al. (7)
e Menezes, et al. (16) obtiveram resul-
tados semelhantes em seus estudos,
com variacao de Pz de 0,3 a 0,9; e
0,64 a 0,99 respectivamente. Dentre
as amostras analisadas no presen-
te trabalho, 58,25% apresentaram
atividade positiva para proteinase e
68,75% mostraram positividade para
fosfolipase.

Quanto a atividade enzimatica
de Candida albicans, 84,61% foram
produtoras de fosfolipase e 61,83%
foram produtoras de proteinase. Es-
tes resultados estdo de acordo com
os encontrados por Candido, et al.
(7), que mostram uma freqiéncia
de 71,9% de positividade para fosfo-
lipase e de 68,7% de proteinase em
espécies de Candida albicans isoladas
em seu estudo. Os isolados de Can-
dida nao-albicans nao apresentaram
atividade de proteinase e apenas o
isolado de Candida tropicalis demons-

trou producao de fosfolipase, com
Pz de 0,73. Estes resultados eram
esperados, uma vez que as espécies
ndo-albicans como C. krusei e C.
glabrata ndao sao produtoras destas
enzimas (2).

Os efeitos das enzimas fosfolipase
e proteinase sao importantes, pois
promovem a degradacdo dos compo-
nentes da membrana celular, o que
facilita a adesdo do fungo a parede
vaginal, permitindo a invasdo tecidual.
A fosfolipase se localiza na superficie
da levedura e na extremidade do tubo
germinativo, causando danos ao epi-
télio. Quanto a proteinase, esta tem
a capacidade de inativar moléculas do
sistema imune e degrada as proteinas
do hospedeiro. Pode-se dizer que a
secregdo de proteinase e fosfolipase
sdo fatores de viruléncia importantes
nas infecg0es de mucosa, uma vez que
contribuem para a indugdo do proces-
so inflamatoério (13, 17, 18, 19, 28,
33). O isolamento das cepas agentes
da candidiase vulvovaginal, a deter-
minagdo das espécies e a avaliagdo
dos fatores de viruléncia sdo impres-
cindiveis para uma boa compreenséo
dos casos clinicos, principalmente em
casos recorrentes.

Conclusdo
|

e A freqliéncia de isolamento de
Candida sp. da mucosa vaginal foi de
18,18%.

e Dentre os isolados, 81,25%
foram caracterizados como Candida
albicans e 18,75% como cepas nao-
albicans.

e As espécies de Candida albicans
produtoras de proteinase e fosfolipase
apresentaram uma atividade enzima-
tica positiva e fortemente positiva,
com Pz variando entre 0,31 a 0,79. i
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