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Frequency and enzymatic activity of Candida spp. oral cavity of diabetic patients of the service of
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TS resumo

Candida spp. O diabetes mellitus (DM), uma doenca enddcrino-metabdlica de alta e crescente prevaléncia, é citada
como responsavel pela ocorréncia das candidiases orais. A candidiase constitui um espectro de infeccdes
causadas por fungos do género Candida, sendo o seu agente mais comum a Candida albicans, embora

Diabetes mellitus

Cavidade oral outras espécies tenham sido identificadas (Candida tropicalis, Candida guillermondii, Candida glabrata,
N o Candida krusei). O objetivo deste trabalho foi avaliar a freqiiéncia e a atividade enzimética de Candida
Mividade enzimética spp. na cavidade oral de pacientes diabéticos atendidos no Servico de Endocrinologia do Hospital

Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC/UFC). Foram coletadas amostras
de 48 pacientes diabéticos, de ambos os sexos, com situacoes variéveis de controle glicémico. Os
materiais clinicos foram colhidos com ajuda de swabs e semeados em placas de Petri contendo agar-
Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubado a 37°C. Os crescimentos foram identificados pelas
provas classicas usadas em micologia. Depois, essas cepas de Candida foram submetidas a provas de
deteccdo de enzimas fosfolipase e proteinase. Destas, 15 amostras (31,25%) apresentaram cultura
positiva para o género Candida. A espécie mais freqliente foi a C. albicans, com 80%, seguida de C.
tropicalis (13,3%) e C. guillermondii (6,7%). Quanto a pesquisa da atividade enzimatica de Candida spp.,
foi observado que 86,6% delas apresentaram atividade de proteinase e 80%, de fosfolipase. Conclui-se
com tais resultados que a C. albicans é a mais freqliente e que as espécies de Candida isoladas possuem
fortes atividades enzimaticas.

abstract PSS

Diabetes mellitus, a endocrine-metabolic disease, of high and increasing prevalence, is cited as responsible | Candida spp.
by the occurrence of oral candidiasis. Candidiasis constitutes a specter of infections caused by fungi of genera
Candida, the most common agent is Candida albicans, but other species have also been identified (Candida
tropicalis, Candida guillermondii, Candida glabrata, Candida krusei). The objective of this work was to | gral cavity
evaluate frequency and enzymatic activity of Candida spp. in the oral cavity of diabetic patients taken care in
the service of endocrinology of the University Hospital Walter Cantidio of the Federal University of the Ceard. | Enzymatic activity
Samples had been collected of 48 diabetic patients, men and women, with various situations of glicemic control.
Clinical materials had been collected with aid of swab and harvested in plates of Petri contend Sabouraud
agar dextrose with cloranfenicol and incubated to 37°C. The grown were identified by the used classic tests
in mycology. In the following, these Candida strains were submitted to tests to detect phospholipase and
proteinase enzymes. Of these, 15 samples (31,35%) presented positive culture for the genera Candida. The
species more frequent was C. albicans with 80%, followed by C. tropicalis (13.3%) and C. guilliermondii
(6.7%). Asfor the research on the enzymatic activity of Candida sp. it was observed that 86.6% presented
activity of proteinase and 80% of phospholipase. It was concluded with these results that C. albicans is more
frequent and that Candida spp. isolated species have strong enzymatic activity.

Diabetes mellitus
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Introducao

A candidiase constitui um espectro de infec¢des causadas
por fungos do género Candida. O agente mais comum é a
Candida albicans, mas outras espécies também tém sido iden-
tificadas, como, por exemplo, C. tropicalis, C. guillermondi,
C. glabrata, C. krusei, entre outras®.

Varios fatores sdo citados como responséveis pela
ocorréncia das candidiases orais, alguns relacionados ao
hospedeiro e outros a propria levedura. Os mais citados rela-
cionados ao hospedeiro sdo: diabetes mellitus (DM), perda de
dentes, restauracGes, aparelhos (ortodonticos e protéticos),
mudancas de habitos alimentares, higiene oral, doencas
sistémicas, alteracdes hormonais, certas drogas sistémicas e
locais, imunodepresséo, radiacéo e quimioterapia‘?.

Entre os fatores relacionados com a levedura (também
denominados fatores de viruléncia) encontram-se o fenéme-
no de aderéncia (adesina), a forma miceliana, a variabilidade
fenotipica, a producao de enzimas extracelulares (protease e
fosfolipase) e as toxinas. Apds a adesdo da levedura as células
do hospedeiro, inicia-se a pseudofilamentacdo da mesma, ja
que é uma caracteristica da vida parasitaria®? 20,

O DM tem sido considerado um fator predisponente
para candidiase. Nesse distdrbio ocorre uma diminuicéo
da capacidade defensiva dos neutréfilos polimorfonucleares
(PMN) e dos linfécitos T relacionada com a hiperglicemia,
gerando um meio favoravel para a reprodugéo de espécies
de Candida“.

A patogenia das Candida spp. esté relacionada a uma
combinacdo de fatores que contribuem para a sua virulén-
cia, destacando-se a producdo de enzimas extracelulares,
como a proteinase e a fosfolipase, como um dos principais
mecanismos de viruléncia. O amplo espectro da candidiase
e a sua significancia clinica tém estimulado o interesse no
estudo desses mecanismos de patogénese(.

E importante ressaltar que estas leveduras podem fazer
parte da microbiota normal e ser encontradas facilmente
como simples comensais. Portanto, o diagndstico da candi-
diase depende do isolamento em cultura e da demonstracéo
da patogenia da espécie isolada®.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a frequiéncia
e os principais fatores de viruléncia de Candida spp. na
mucosa oral de pacientes diabéticos.

Material e métodos

Foram coletadas amostras de material da mucosa oral de
48 pacientes adultos diabéticos, homens e mulheres, com-

pensados e descompensados, provenientes do Ambulatério
de Endocrinologia do Hospital Universitario Walter Cantidio
da Universidade Federal do Ceara (HUWC/UFC), no ano de
2002. Esses pacientes foram selecionados aleatoriamente
durante consultas de acompanhamento ambulatorial. A
coleta do material foi realizada usando-se dois swabs esté-
reis, sendo um para esfregaco em lamina e coloracéo pela
técnica de Gram e outro destinado ao cultivo® .

Os materiais clinicos obtidos através da coleta foram
semeados com um swab pela técnica de esgotamento,
em placas de Petri contendo agar-Sabouraud dextrose
com cloranfenicol e incubado a 37°C. Os crescimentos
foram identificados pelas seguintes provas: teste do tubo
germinativo, microcultivo em agar-fuba, teste para fermen-
tacdo de aclcares (zimograma) e assimilacéo de actcares
(auxonograma)“®.

As espécies de Candida foram submetidas a provas de
deteccdo de enzimas fosfolipase e proteinase. Suspensdes
das leveduras em &gua destilada estéril, equivalente a 1 da
escala de MacFarland, foram inoculadas em pontos equi-
distantes, respectivamente, nos meios de agar-proteinase
(Difco) e agar-fosfolipase (Difco). As placas contendo dois
in6culos de diferentes cultivos permaneceram incubadas a
37°C durante sete dias para proteinase e quatro dias para
fosfolipase(' 1621,

A presenca da enzima proteinase foi observada pela
formacdo de um halo transparente ao redor da col6nia
da levedura, e a presenca da fosfolipase, pela formacédo
de uma zona opaca ao redor da colénia da levedura. As
atividades enzimaticas (PZ) foram medidas dividindo-se o
diametro da coldnia pelo diametro da col6nia mais a zona
de precipitacdo. Em ambos os casos, quando o PZ foi 1,
a atividade enzimatica foi zero; e quando a medida do
PZ ficou entre 0,64 e 0,99, sua atividade foi considerada
positiva4 16:21),

Resultados

Neste estudo foram analisadas 48 amostras de material
colhido da mucosa oral dos pacientes diabéticos. Dessas,
15 (31,2%) apresentaram cultura positiva para o género
Candida.

A espécie mais freqiiente foi a C. albicans, com 80%,
seguida de C. tropicalis (13,3%) e C. guillermondii (6,7%),
de acordo com a Figura 1.

Quanto a pesquisa da atividade enzimatica de Candida
spp., foi observado que 13 apresentaram PZ entre 0,64
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e 0,99, isto é, 86,6% das cepas produziram proteinase,
sendo 12 de Candida albicans e uma de Candida tropicalis.
Em relacdo a fosfolipase, 12 cepas apresentaram PZ entre
0,64 €0,99, isto é, 80% produziram fosfolipase (Figura 2),
sendo todas essas cepas de Candida albicans. Em relacdo
ao tubo germinativo observou-se que essas 12 cepas de
Candida albicans apresentaram esse importante fator de
viruléncia.
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Figura 1 - freqgiiéncia de espécies isoladas do género Candida spp. de amostras da
mucosa oral dos pacientes diabéticos do Ambulatério de Endocrinologia do HUWC/UFC
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Figura 2 - Fatores de viruléncia em Candida spp. isoladas de pacientes diabéticos do
Ambulatério de Endocrinologia do HUWC/UFC

Discussao

Vérios estudos tém comprovado a suscetibilidade de
pacientes diabéticos a infeccdes fingicas e colonizacdo
da cavidade oral por espécies de Candida'?. Além da
colonizagdo na cavidade oral, Lopez-Martinez® encontrou
diferentes tipos de micoses (candidose, dermatofitose e
otomicose) em 54,5% de 66 pacientes diabéticos. Hill et
al.® observaram uma prevaléncia de 49% de candidose
bucal em 51 diabéticos. No nosso estudo, verificamos uma
porcentagem de 31,25% de candidose.

Segundo Fongsmut et al.®, C. albicans é a mais fre-
qliente espécie de Candida isolada na cavidade oral de
diabéticos e pacientes saudaveis, sendo que existe uma
prevaléncia significativamente mais relevante em diabéticos.
No entanto, como contraponto, ha artigos cientificos que
contradizem essas afirmacoes.

V.43 en.4 o p. 241-244 « agosto 2007

No presente estudo a C. albicans foi a espécie de Can-
dida mais comum entre os pacientes diabéticos analisados
(Figura 1), corroborando o estudo de Fongsmut et al.®).
Os autores, estudando a mucosa bucal de pacientes com
diabetes, encontraram uma freqiiéncia de 85% de Candida
albicans, dados bastante semelhantes aos do presente estu-
do, onde foram encontrados 80% de Candida albicans.

Néo foi observada uma relacdo clara entre os niveis de
glicose e a colonizacéo por Candida spp., ja que 44,45%
dos pacientes estavam compensados; e foram isoladas
Candida spp., dado que se contrapde aos resultados de
Gayosso e Mendez-Tovar®, em que todos os casos de
infeccdo por C. albicans foram colhidos de pacientes
descompensados.

No presente trabalho, a producédo de proteinase foi
altamente prevalente (86,6%) nas amostras isoladas
(Figura 2). Até o presente momento, nenhum estudo
havia avaliado a atividade enzimética de Candida isolada
de amostras da cavidade oral de pacientes com diabetes.
Oliveira® observou atividade fortemente proteolitica em
pacientes imunocomprometidos, ressaltando a importan-
cia desta enzima no processo de patogénese. Sousa et
al.'® verificaram que, em pacientes portadores de pré-
tese total, as atividades enziméticas de C. albicans foram
de 52% para producdo de proteinase. Candido et al.("
observaram que 66,7% de Candida albicans isoladas na
mucosa bucal de pacientes da Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto apresentaram atividade proteolitica.
Penha et al.(¥ verificaram, em pacientes da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (USP), que
100% apresentaram atividade proteolitica, demonstrando
forte positividade.

Em relacdo a producéo de fosfolipase, os nossos resultados
mostraram uma atividade fosfolipasica (das C. albicans isoladas)
em 80% das C. albicans isoladas (Figura 2), semelhante aos
trabalhos realizados por outros autores! %1318 Candido et
al.M e Penha et al.'¥ verificaram que as cepas de C. albicans
isoladas da mucosa bucal apresentaram uma atividade fosfo-
lipasica de 83,3%.

Considerando as duas atividades, fosfolipésica e
proteolitica, em 80% das cepas testadas, poderiamos
sugerir uma correlacdo entre a producdo dessas enzimas
e sua patogenia, principalmente se isoladas de individuos
considerados clinicamente sadios, para adotar métodos
preventivos('”.

A presenca de fatores de viruléncia nas amostras

isoladas de pacientes diabéticos sugere a importancia do
estudo sistematico desses fatores, visto que a candidiase
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bucal pode ser o foco de disseminacdo da infeccdo nessa
condicdo.

Estudos posteriores serdo necessarios para determinar
o real impacto desses achados sobre a disseminacdo da
infeccdo.
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