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RESUMO

InfecgBes do trato urinario (ITU) afetam homens e mulheres de diferentes
idades e embora tenham na maioria dos casos etiologia bacteriana, as por leveduras
do género Candida podem ser igualmente graves, pois quando ocorrem podem estar
associadas a condicdo de imunodeficiéncias, locais ou sistémicas. Dentre essas
leveduras, as espécies Candida albicans s@o as mais frequentes e identificadas em
cerca de metade dos casos, mas as especies de Candida nédo albicans podem estar
associadas com as complicagbes hospitalares e a resisténcia aos medicamentos
antifangicos utilizados. Este estudo avaliou 6.497 exames de urina Tipo | e em 147
(2,3%) foi identificado a presenca do fungo em diferentes etapas de crescimento,
sendo leveduras com blastoconidios, além da presenca de pseudo-hifas e hifas
verdadeiras. Os isolados de leveduras foram tratados com caldo Mueller Hinton e
soro fetal bovino com a finalidade de induzir a formagdo de tubo germinativo, e
diferenciar os isolados como pertencentes as espécies C. albicans e C. néo
albicans. Os isolados identificados como n&o albicans foram posteriormente
analisados em meio cromogénico e foram identificados como C. glabrata, C.
tropicalis e C. krusei. A presenca de blastoconidios pseudo-hifas e hifas verdadeiras
é fator de gravidade, pois indica adaptacdo do fungo as condi¢des locais, falha de
imunidade e ocorréncia de doenga. Se as amostras de urina ndo forem colhidas com
higiene prévia, poderé ocorrer a contaminagdo com leveduras de origem uretral ou
vaginal, acarretando contaminag&do da amostra e dificultando a analise e diagnostico,

0 que pode justificar maior frequéncia em mulheres.

Palavras Chave: Urina. Candida albicans. Candida néo albicans. Tubo germinativo.

Infecgdo trato urinario



ABSTRACT

Urinary tract infections (UTIs) affect men and women of different ages and
although in most cases bacterial etiology, by yeasts Candida can also be severe,
because when there may be associated with immunodeficiency condition, local or
systemic. Among these yeasts, Candida albicans those species are the most
frequently identified and in about half the cases, but Candida species not albicans
may be associated with hospital complications and resistance to antifungal medicines
used. This study evaluated 6.497 Type | urinalysis and 147 (2.3%) was identified in
the fungus present in different stages of growth, and yeast with blastoconidia, and
the presence of true hyphae and pseudo-hyphae. The yeast isolates were treated
with Mueller Hinton broth and fetal bovine serum in order to induce the formation of
germ tubes and differentiate isolates as belonging to the species Candida albicans
and C. albicans not. Isolates identified as non-albicans were subsequently analyzed
by chromogenic medium and were identified as C. glabrata, C. tropicalis and C.
krusei. The presence of blastoconidia pseudo-hyphae, and hyphae is true factor of
gravity because it indicates adaptation to local conditions of the fungus, immunity
failure and the occurrence of disease. If urine samples are not collected with prior
hygiene, there may be contamination with yeast urethral or vaginal origin, causing
contamination of the sample and complicating the analysis and diagnosis, which can

justify more often in women.

Key words: Urine. Candida albicans. Candida albicans not. Germ tube. Urinary tract

infection
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1 INTRODUCAO

A infeccdo do trato urinario (ITU) é uma das doencas mais comuns e afeta
individuos de diferentes idades, podendo ser definida como colonizag&o bacteriana e
fungica da urina, que resulta em infecgédo das estruturas do aparelho urinario, do rim
até a uretra. Infeccdo de préstata e outras partes do sistema genital masculino
também podem ser incluidas nesta definicdo por estar tdo intimamente ligados
(RUBIN, 2006).

Dentre os micro-organismos causadores das ITUs, leveduras do género
Candida estdo entre os principais agentes infecciosos, principalmente apos a
década de 1970, pois antes, infeccbes graves por essas leveduras eram
consideradas raras. Em nossos dias a incidéncia tem aumentado chegando a ser
uma das principais causas de infecgdes nosocomiais, as quais resultam em sérios
problemas de saude publica (VIDIGAL e SVIDZINSKI, 2009).

Tanto as infec¢des por C. albicans como as por C. ndo albicans, tem crescido
significativamente. As leveduras do género Candida estdo incluidas na divisdo
Deuteromycota, classe Blastomycetes, familia Cryptococcaceae do reino Fungi
(VIDIGAL e SVIDZINSKI, 2009).

O género Candida possui aproximadamente 200 espécies, e as mais
encontradas em quadros clinicos sdo C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
glabrata e C. krusei. Outras espécies menos isoladas séo C. lusitaniae, C. rugosa,
C. pseudotropicalis e C. guillermondii. (SIDRIM, 2004; COLOMBO e GUIMARAES,
2007).

A identificagdo de espécies pode ser realizada por métodos morfolégicos,
bioquimicos e moleculares. Dentre os métodos morfolégicos podemos destacar a
habilidade de formagdo de tubo germinativo e clamidoconidio. Os métodos
bioquimicos utilizam da caracteristica de cada espécie de fermentar (zimograma) ou
assimilar (auxanograma) diferentes acgUcares. Os métodos moleculares tem
permitido elucidar duvidas e confirmar espécies novas ou reclassifica-las como
pertencentes ao complexo albicans. Entretanto os métodos moleculares sdo ainda
de uso restrito, pois ainda depende adaptacdo e maior custo. (LACAZ, 2002,
SINDRM, 2004).
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C. albicans esta associada a infeccdo e doenca de pele e mucosa,
nosocomial, oportunista em diversas condi¢des patoldgicas, C. dubliniensis tem sido
comumente relacionada a lesdes bucais, de modo sistematico em portadores de
imunodeficiéncias relacionadas ao virus HIV e a mais recente descrita, C. africana,
em infecgdes vaginais. As trés espécies citadas tem habilidades de formar tubo
germinativo, e os isolados de C. africana revelaram a formacéo de tubo germinativo
positivo, crescimento lento quando comparado as espécies C. albicans e C.
dubliniensis. Em agar cromogénico pode ser diferenciada de C. albicans e néo
formam clamidoconidio, também diferentemente de C. albicans. (ROMEO, 2008,
ANDREW, 2013).

Colonias de leveduras do género Candida apresentam aspecto liso e cor
branca amarelada, e microscopicamente apresentam células ovaladas com trés a
cinco um de didametro, células jovens identificadas como blastoconidios que indicam
a germinagdo da levedura e formas alongadas chamadas pseudo-hifas, indicando
grande crescimento do fungo. As células ovaladas com blastoconidios Unicos, a
formacdo de pseudo-hifas e atividade de enzimas é reconhecida como fator de
viruléncia do fungo (LACAZ, 2002; SILVA et al., 2007). A aderéncia da levedura do
género Candida no tecido infectado se constitui na primeira etapa para a ocorréncia
de lesdes identificadas como candidiase. (ODDS, 2007).

O fungo adere as células epiteliais na forma de levedura, e necessita estar na
forma de pseudo-hifa para invadir tecidos mais profundos, o que acontece mediante
acado de enzimas liticas (SILVA, 1999; TORTORA et al., 2000;). As leveduras do
género Candida fazem parte da microbiota de multiplos tecidos, mas agem de
maneira oportunista em diversos estados patoldgicos como leucopenia, neoplasias
localizadas ou hematolégicas, desnutricdo, transplantes e portadores da infeccao
pelo virus HIV e a doenca AIDS, acarretando complicagBes graves (OLIVEIRA,
2001; VILLAS BOAS et al., 2004; ZEICHNER, 2004; CELEBI et al., 2007; VIDIGAL e
SVIDZINSKI, 2009).

Dentre os fatores de viruléncia de C. albicans destacam-se a produgédo de
proteinases e fosfolipases, que sdo enzimas facilitadoras da fixacdo da levedura
principalmente nas mucosas. Também h& formagdo do tubo germinativo e hifas
associadas ao aumento de aderéncia as células epiteliais da mucosa. (LACAZ et al.,
2002; MURRAY et al., 2006; CARRETO et al., 2007).
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Segundo COLOMBO e GUIMARAES (2007), as leveduras do género Candida
sd0 micro-organismos comensais e, portanto, ndo causam danos ao individuo em
condicbes de normalidade. No homem tem seu habitat no trato gastrointestinal,
fazendo parte também da mucosa vaginal e da pele. (SIDRIM, 2004). Essas
leveduras s&@o encontradas no solo, na agua, vegetais, alimentos, e em diversos
ambientes, inclusive hospitais. (MARTINS et al., 2010). De acordo com MURRAY et
al. (2006), Candida spp é o patdgeno fungico oportunista mais frequente. Esse fungo
coloniza a mucosa gastrointestinal, atinge a corrente sanguinea por translocacao
gastrointestinal ou através de cateteres vasculares contaminados, interage com a
defesa do hospedeiro e deixa o compartimento intravascular invadindo tecidos
profundos de 6rgdos alvos como figado, bago, rins, coragdo e cérebro. Também
pode ocorrer transmissdo por contato com secre¢gbes da boca, pele, da vagina e
com fezes de individuos infectados e muitos se referem a 4gua como importante
modo de contaminagdo, mas de modo geral, a doencga restringe-se, quase sempre,
as camadas superficiais da pele ou membranas mucosas. (ROUQUAYROL, 2013).

Atualmente os casos de infeccbes pela levedura frequentemente sé&o
hospitalares, sendo chamada de infeccdo secundaria, ou seja, oportunista, que
ocorre quando o paciente debilitado esta com a funcdo fagocitaria do sistema
imunolégico deprimida. Individuos imunocompetentes raramente apresentam este
diagnéstico, mas quando acontece, a infecgcdo € chamada de priméria. Pacientes
hospitalizados s&o alvos importantes e frequentes e em 20% dos casos podem
apresentar candidiria ao longo de sua internagdo devido ao uso prévio de
antibidticos de amplo espectro, medicamentos imunossupressores e
imunomoduladores, procedimentos invasivos que rompem barreiras naturais, sonda
vesical de demora, contato com maos contaminadas de profissionais que prestam os
cuidados, diabetes, idade avancada, sexo feminino, doengas malignas, entre outros.
(COLOMBO e GUIMARAES, 2007).

Antibioticoterapia, que é eficaz no controle das infec¢cdes bacterianas,
também contribui para um maior surgimento dessas infec¢des flngicas, pois 0 uso
de antibidticos aumenta a colonizag&o intestinal pelas leveduras do género Candida,
potencializando o processo de translocacdo. Mesmo quando s&o encontradas
leveduras em individuos imunocompetentes, considera-se uma simples

contaminagdo, geralmente por coleta inadequada com uso de cateter ou por
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presenca de Candida vulvovaginal em mulheres. Neste caso, para alguns autores,
h& apenas colonizacdo e ndo infeccdo verdadeira. (AKALM, 2004).

A simples colonizagdo pode ser assintomatica e dispensar cuidados
terapéuticos, porém, pode se tornar uma infeccdo invasiva em 38% dos casos.
Mesmo assim diferentes autores ainda divergem quanto ao conceito exato de
infeccdo e colonizacdo. (FEBRE et al., 1999; RODRIGUES et al., 2011). Para
alguns, é considerada infeccdo apenas quando a contagem for superior a 100.000
UFC/mL; para outros, acima de 10.000 UFC/mL e h& ainda os que acreditam que
apenas 1.000 UFC/mL ja caracteriza infecgé@o, pois ja houve relato de candidiase
renal clinicamente significativa com este baixo valor de contagem. Para as
comiss@es de controle de infeccdo hospitalar, a definicAo operacional € de 100.000
UFC/mL, como é a adotada para bactérias (RODRIGUES et al., 2011).

Outro parédmetro associado é a presenca, ndo obrigatdria, de hemacias,
leucocitos, pseudo-hifas, e debris necréticos quando ha candidiase. (COLOMBO e
GUIMARAES, 2007; RODRIGUES et al., 2011). De qualquer forma, a presenca de
leveduras em sedimento urindrio € um importante achado para que se considere
uma possivel infeccdo por Candida, pois pode representar uma manifestacao
secundaria a uma infeccdo sisttmica ou ser o ponto de inicio com posterior
ascensdo para vias altas do sistema urindrio e outros tecidos. Pode ainda
representar cistite, uretrite, pielonefrite, candidiase renal, bola fangica ureteropélvica
ou candidiase disseminada com manifestacdo renal (RODRIGUES et al., 2011).

A espécie C. albicans é a mais frequentemente isolada, sendo identificada em
mais da metade dos casos, mas outras espécies tém sido isoladas (KAUFFMAN et
al., 2000). C. parapsilosis é considerada um importante agente nas infeccdes
nosocomiais em casos de fungemia e de candiddria, com ocorréncias principalmente
em criangas e recém-nascidos prematuros, de modo especial, a infeccdo esti
associada ao uso de cateter venoso (PFALLER, 1996; VOSS et al.,, 1996; LEVY,
1998). C. tropicalis tem sido frequentemente isolada em casos de neoplasias,
causando 50% dos casos de candidurias. Tem ocorréncia importante em infeccdes
hospitalares e em idosos imunocomprometidos (ABI-SAID et al., 1997). C.
guilliermondii, C. kefyr e C. rugosa tém sido associadas a casos de candidiase.

Estudos realizados no Brasil também identificaram C. albicans como principal
agente de candiduria, seguido de C. tropicalis e C. glabrata, e que o aumento no

ndmero de casos € observado ap@s cateterismo urinario, uso de antibidticos de
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amplo espectro e uso de corticosterdides, em pacientes diabéticos e pos-cirurgia
abdominal (OLIVEIRA et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2004; PASSOS et al., 2005;
BINELLI et al., 2006; OLIVEIRA e BERETTA, 2013). Candiduria implica na presenca
de leveduras do género Candida no trato urinario, mesmo na auséncia de sinais e
sintomas de infec¢do urinaria. Candida sp sdo agentes oportunistas e falhas no
sistema imunoldgico locais e sistémicas vao facilitar os casos de infecgBes, mas
fatores como nivel de hidratagdo, fluxo urinario e viruléncia da espécie podem
interferir no equilibrio e possibilitar quebra de normalidade, favorecendo a infeccdo
urinaria (RUBIN, 2006).

Muito embora alguns episédios de infeccdo urindria possam passar
despercebidos, os principais sintomas séo disuria, urina com odor fétido, miccdo de
urgéncia e hematuria (RUBIN, 2006; OLIVEIRA e BERETTA, 2013). Neonatos e
criancas até dois anos de idade com ITUs podem ser totalmente assintomaticos ou
apresentarem sintomas inespecificos como irritabilidade, diminuicdo da
amamentacao, menor desenvolvimento pondero-estatural, diarreia e vomitos, febre e
apatia, entre outros. Cerca de 7% dos casos podem estar acompanhados de
ictericia e de hepato-esplenomegalia. Criangas maiores ja podem relatar sintomas
como disuria, frequiéncia e dor abdominal. Adultos com ITUs de vias baixas, limitada
a uretra e bexiga, geralmente apresentam disuria freqlente, urgéncia miccional e
ocasionalmente dor na regido pélvica. ITUs de via alta, particularmente pielonefrite,
sdo frequentemente acompanhadas pelos mesmos sintomas das infecgbes baixas,
além de dor nos flancos e febre. Quando presente, a bacteremia pode confirmar
diagnéstico de pielonefrite ou prostatites. (FEBRE et al., 1999).

Em infeccbes fungicas provocadas por leveduras do género Candida, a
identificacao de sua espécie é essencial, uma vez que a patogenicidade e o perfil de
sensibilidade a um determinado antifingico séo variaveis nessas diferentes espécies
(MIMICA et al., 2009). Espécies de Candida, por exemplo, C.glabrata e C. krusei sdo
resistentes aos antifungicos tradicionalmente utilizados na terapéutica,
principalmente o fluconazol (GOMES et al., 2010).

Muito embora se saiba que a espécie C. albicans seja a mais frequentemente
isolada nos casos de candiduria, identificar a espécie envolvida nas infec¢des é
muito importante para o sucesso do tratamento e recuperacdo do paciente, pois as
espécies C. ndo albicans apresentam casos de resisténcia aos Azois e anfotericina
B (REX et al., 1995; FISHER et al., 2000; HOSPHENTAL et al. 2004). Entretanto,
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diversos estudos tém demonstrado a eficacia do fluconazol em tratamento de
candiduria, e que o tratamento evolui melhor na auséncia ou retirada do cateter
urinario (FAN-HAVARD et al., 1995; SOBEL et al., 1999; SOBEL et al., 2000). Diante
da complexidade de identificar casos de candiduria, a espécie de Candida envolvida
e o risco de resisténcia aos antifungicos utilizados pela clinica médica, se justifica a
necessidade de realizagéo de testes que possam avaliar a sensibilidade da levedura
ao farmaco favorecendo a recuperacéo do paciente, pois a escolha do medicamento
se faz de modo mais assertivo.

Para a avaliacdo de sensibilidade do farmaco pode-se utilizar o método de
microdiluicdo ou método de disco (Kirb-bauer). O método de microdiluicdo é a
técnica padrdo para testes de sensibilidade e o0s resultados podem ser
correlacionados com resultados clinicos. (SANDVEN, 1990; CLSI, 2011).

A técnica de difusdo em disco € mais simples de ser realizada, sendo mais
acessivel aos laboratorios clinicos quando comparada com a microdiluicdo, mas é
necessario ficar atento as normas que devem ser seguidas, como meio de cultura
utilizado, espessura de meio na placa, temperatura de incubacéo e solubilidade de
produto a ser testado. E ha dificuldade para correlacionar os resultados obtidos, pois
esse metodo ainda depende de padronizagdo para antifingicos (KIRAZ et al., 2009).

A frequéncia de casos de infec¢Bes urinarias associadas a leveduras do género
Candida sado preocupantes, visto que podem agravar o quadro clinico de pacientes
j& debilitados. Além disso, a epidemiologia no Brasil e no mundo ainda esta limitada
a casos hospitalares (RODRIGUES et al., 2011; OLIVEIRA e BERETTA, 2013). Os
casos de candiduria em pacientes n&o hospitalizados séo pouco valorizados e deste
modo, a infec¢do, o diagndstico e o tratamento ficam deficitarios. Os casos de ITUs
por leveduras do género Candida vem aumentando nos Ultimos anos tanto no
mundo como no Brasil e se faz necessario estudos para se determinar sua
epidemiologia, diferenciando casos de infec¢des urinérias por diferentes agentes
etiologicos e por fungos em individuos de diferentes idades, homens e mulheres
(RODRIGUES et al., 2011; OLIVEIRA e BERETTA, 2013).

Do mesmo modo, com o aumento das infecgbes por fungos e crescente
descricdo de casos de resisténcia aos antifungicos utilizados, a distingdo entre as
espécies de C. albicans e as ndo albicans pode contribuir para um melhor resultado
ao tratamento medicamentoso, e até compreensdo da resisténcia ao farmaco

utilizado. Deste modo, este estudo tem como objetivo geral verificar a frequéncia de
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casos de candiduria na populacao estudada, descrever as varias formas de estagios
de crescimento com que essas leveduras se apresentam e estabelecer a frequéncia

de contaminacao por espécies albicans e ndo albicans.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia de leveduras do género Candida em exames de urina

tipo .

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a frequéncia de candiduria nas amostras de urina analisadas no
exame de urina tipo |,

o Identificar as amostras com candiduria, diferenciando a presenca de
blastoconidios e pseudo-hifas.

o Avaliar se ha diferenga nos casos de candiduria entre homens e mulheres,

o ldentificar os casos de candiduria por leveduras da espécie albicans e néo
albicans.

o Comparagédo do crescimento do tubo germinativo em caldo Mdueller Hinton e
em soro fetal bovino.

o ldentificar as espécies de leveduras isoladas de amostras de urina, utilizando
CHROMagar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Amostras

Dos 6.497 exames de urina Tipo | realizados de 6 de margo de 2015 a 26 de
fevereiro de 2016, em 147 (2,3%) foi identificado a presenca de leveduras apos
andlise microscopicas.

As amostras de urina utilizadas foram oriundas do laboratério de Andlises
Clinicas (LAC) da Fundag&do Véritas, coletadas de acordo com a técnica, que
estabelece o uso da primeira urina da manha, jato médio e apds higiene prévia, e

que foram previamente utilizadas na anélise do exame tipo |.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Isolados

Foram utilizados amostras de sedimento urinario preparado para analise
microscopica no exame de urina I, de todas as urinas em que se identificou
leveduras. Os sedimentos foram preparados ap6s centrifugar 10 mL de urina a 2000
rpm, por cinco minutos, e descarte de nove mL do sobrenadante. O volume de 20 pL
do sedimento foram incubadas em agar Sabouraud-dextrose, a 30 °C, por até sete
dias. O crescimento de colonia cremosa de cor branco-amarelada foi previamente
identificado como leveduras do género Candida. Posteriormente, cada isolado de
levedura obtido foi mantido em geladeira, a 4 °C até o momento de uso.

Para o ensaio laboratorial, foi realizado repique prévio em agar Sabouraud-

dextrose, incubagédo a 30 °C, para garantir a viabilidade dos fungos nos testes.

3.2.2. Identificagdo de espécies

Para a identificagcdo da levedura em C. albicans e C. n&o albicans foi utilizado
0 método de tubo germinativo adaptado (Teste de Reynolds-Braude) (KREGER,
1984; LACAZ, 2002), considerando que é identificada como C. albicans quando ha
formacdo de tubo germinativo apds trés horas de incubacgéo, a 37 °C, diferenciando

das espécies ndo albicans, que ndo apresenta tal forma de crescimento.



20

Para a realizagdo da prova de formacé&o do tubo germinativo foi utilizado caldo
Mueller Hinton e soro fetal bovino (sigmaaldrich), com a inoculacdo de colbnias
jovens, previamente cultivadas em agar Sabouraud-dextrose por 24 horas, a 30 °C,
para cada inoculo. Cada teste foi incubado a 37 °C por 2 e 4 horas, com posterior
andlise entre lamina e laminula e aumento de 400 vezes.

Foi identificado como tubo germinativo positivo quando se identificou
leveduras com prolongamento fino de blastoconidio e na auséncia de constrigao.

Posteriormente os isolados de leveduras obtidas das amostras de urina
previamente identificados como Candida n&o albicans foram semeados em
CHROMagar (Laborclin), incubados a 37 °C por 24 e 48 horas com a finalidade de
identificar as espécies causadoras de ITUs nessa populacdo estudada.

A leitura do teste cromogénico foi realizado de acordo com a cor e textura
com que as colbnias se apresentaram apos as 24 e 48 horas de incubagéo. Coldnias
verdes foram classificadas com C. albicans, Col6nias azuis como C. tropicalis, C.
glabratas com crescimento rosa claro, C. krusei com crescimento rosa mais intenso
e colonia de aspecto rugoso. Colbnias que apresentaram crescimento limitado ou de

outras cores foram classificadas como indeterminadas.

3.2.3. Pesquisa de formas leveduriformes

Foi separado 20 pL do sedimento de todas as amostras de urina em que foi
identificado formas leveduriformes, para analise em lamina de microscopia. Apés
secar a temperatura ambiente, foi tratado com coloragédo de gram, com a finalidade
de se verificar a morfologia da levedura presente e a presenga de pseudo-hifas.

As leveduras do género Candida apresentam células arredondadas ou ovais,
com brotamento unipolar e formacdo de pseudo-micélio. Neste estudo a presenca
de leveduras e de blastoconidios foi indicativo de colonizagdo pelo fungo, e a

presenca de pseudo-hifas e hifas verdadeiras de infeccdo sintomética pela levedura.

3.2.4. Comité ética

Projeto aprovado parecer nimero 1.431.068 de 1/03/2016.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de leveduras do género Candida sp na urina, seja no exame
direto ou na cultura, ndo identifica um quadro de infeccdo do trato urinério. A
presenca de Candida sp. na urina pode significar que o paciente esta apresentando
uma cistite ou pielonefrite, mas também pode revelar apenas coloniza¢do do
perineo, da uretra ou da bexiga. Continua sendo uma dificuldade determinar quando
a presenca de candiduria caracteriza uma infeccdo do trato urinario ou uma
colonizag&o ou contaminagdo no momento da coleta. (AKALM, 2004). Desta forma,
a diferenca entre infec¢@o e contaminacéo necessita de critérios de padronizagéao.

Das 6.497 amostras de urina analisadas, 4.513 (69,5%) eram de mulheres e
1.984 (30,5%) de homens; pacientes de diferentes idades. Foram identificadas 147
(2,3 %) amostras com leveduras em diferentes fases de crescimento, e deste total,
138 (93,9%) eram de mulheres (Tabela 1).

Tabela 1. Relagdo de amostras de urinas, de homens e mulheres de diferentes
idades, com identificacdo de formas leveduriformes em diferentes fases de
crescimento.

Homens (%) Mulheres (%) Total (%)
Total urina analisadas 1984 (30,5) 4513 (69,5) 6497 (100)
Total urina com levedura 9(6,1) 138 (93,9) 147 (100)

As analises revelaram leveduras em diferentes fases de crescimento, sendo
que em 100 (68,0%) foram observadas formas de leveduras ovaladas ou
arredondadas com a presenca de blastoconideos, e em 32,0% das amostras
também a presenca de pseudo-hifas e hifas verdadeiras (ver figura 1 e 2). Desses
casos com crescimento em forma de pseudo-hifas e hifas verdadeiras, sdo 2,1% em
amostras de homens e 97,9% em mulheres. A presenca de pseudo-hifas e hifas
verdadeiras sugere infeccdo sintomatica pela levedura, e pode ser decorrente de

prévia contaminagdo vaginal, visto que a maioria dos casos ocorre no sexo feminino.
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Figura 1. O crescimento de formas leveduriformes se apresenta com leveduras de
formas arredondadas ou ovais com blastoconidios (A) e com formacao de pseudo-
hifas e hifa verdadeira (B) de levedura isoladas das amostras de urina.

Das 147 amostras de urina em que se identificou leveduras, 84 foram
submetidas a prova de formacdo de tubo germinativo para diferenciar espécies
albicans e nao albicans. A analise de formacdo de tubo germinativo foi realizada
apos duas e quatro horas de incubacdo com caldo Mueller Hinton e soro fetal
bovino. (Figura 2).

A formacéo de tubo germinativo ocorre in vitro quando as condi¢des de cultivo
ndo sao ideais para a levedura, em especial a falta de alguns nutrientes, mas
também alteragdes de pH e temperatura, e identificam principalmente as espécies
de C. albicans. (LACAZ, 2002; KIM et al., 2002).

Figura 2. Formacdo de tubo germinativo, de técnicas de formagdo de tubo
germinativo utilizando caldo Mueller Hinton (A) e em soro fetal bovino (B) como
substrato.

Dos isolados obtidos, 84 estavam adequadas para as provas de diferenciagao
de espécies. Destas, em 45 (53,6%), foi observada a formacédo de tubo germinativo
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em até 4 horas de incubacéo, diferenciando as espécies albicans. A formagédo de
tubo germinativo foi positiva em 42 (93,3%%) amostras, utilizando soro fetal bovino e
em 26 (57,8%) quando tratadas com o caldo Mieller Hinton. Em 23 (51,1%)
amostras foi possivel visualizar a presenca de tubo germinativo pelos dois testes.

O soro fetal bovino se mostrou mais adequado para a realizagcdo desta
andlise quando comparado ao caldo, mesmo assim o caldo foi suficiente para
identificar quase 58% das amostras, podendo ser uma alternativa a outra
metodologia pela facilidade de uso e menor custo. Tradicionalmente a prova é
realizada com soro humano fresco, mas o0 risco de contaminacdo nessa
manipulacdo desaconselha seu uso.

Os resultados obtidos neste estudo sédo semelhantes ao de outros autores,
quando demonstram maior sensibilidade do soro fetal bovino na inducdo de
formacéo de tubo germinativo e identificar espécies Candida albicans. (RIMEK et al.,
2008,; MATTEI et al., 2014).

Dos 84 isolados submetidos as provas de identificacdo de espécies, em 39
(46,4%) nao foram observadas a formagao de tubo germinativo, sendo classificadas
como leveduras de espécies ndo albicans (Tabela 2) . Destas foram semeadas em
CHROMagar e destas 30,8% (12) de C. tropicalis com col6nia em tons de azul,
23,1% (9) de C. glabrata, revelando coldnias de cor rosa clara e lisas, 10,2% (4)
identificadas com C. Krusei ap6s coloragdo do meio na cor rosa intenso, 5,1% (2) de
colénias de cor verde, identificando C. albicans e 30,8% (12) identificadas como
indeterminadas (Tabela 3; Figura 3). A frequéncia de espécies de leveduras dos
géneros C. albicans e C. ndo albicans revelados nessas amostras de urina, sdo
semelhantes as descritas por outros estudos, e em outros produtos biolégicos além
da urina, sendo o maior numero de caos acarretados pela espécie albicans. (REX et
al., 2000; CROCCO et al, 2004; ARAUJO et al, 2005, BARBEDO et al., 2010).

Tabela 2. Relagdo de amostras de urina submetidas & prova do tubo germinativo
identificando as espécies de Candida albicans e de C. n&o albicans.

C. albicans C. nao albicans

Total (%)
tubo germinativo positivo (%) tubo germinativo negativo (%)

45 (53,6) 39 (46,4) 84 (100)
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Das 39 amostras testadas pelo método cromogénico, previamente
identificadas como nado albicans pela prova do tubo germinativo, em apenas duas
(5,1%) foi revelado a presenca de C. albicans pelo método, indicando alta
sensibilidade do método morfolégico em diferenciar as espécies de C. albicans e de

C. nao albicans.

Tabela 3. Relacdo de isolados de leveduras identificadas como néo albicans apos
andlise em meio cromogénico (Chromagar).

Espécies Identificadas (%)

C. tropicalis 12 (30,8)
C. glabrata 9(23,1)
C. krusei 4 (10,2)
C. albicans* 2(5,1)

indeterminadas 12 (30,8)
Total 39 (100)

* 2 isolados foram identificados como C. albicans pelo Chromagar, tendo sido classificados anteriormente como C.
ndo albicans pelo tubo germnativo.

FIGURA 3. Resultados de inoculacdo de isolados de leveduras de espécies de
Candida nao albicans de amostras de urina em meio cromégeno. Foram definidas
como C. tropicalis colbnias em tons de azul, C. glabrata colbnias de cor rosa clara e
lisas, C. Krusei as de cor rosa intenso e rugosas e verde para C. albicans.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Das amostras de urina avaliadas, 2,3% apresentaram contaminagdo com
formas leveduriformes, sendo 56% por espécie C. albicans. Das espécies nao
albicans, identificou-se com maior frequéncia, de C. tropicalis, C. glabrata e C.
krusei.

A prova do tubo germinativo realizado com o soro fetal bovino € uma opg¢éo
confiavel para diferenciar as espécies do complexo albicans, bem como determinar
se a infeccdo é causada por espécies ndo albicans , que tem sido cada vez mais
associada a casos de infecgbes com o agravante de resisténcia aos medicamentos
de uso convencional e associada a infecgdes de origem nosocomial.

A presenca de pseudo-hifas e hifas verdadeiras € um fator de gravidade, pois
indica adaptacao do fungo as condigdes locais e ocorréncia de doenca. Entretanto a
presenca de bactérias em amostras de urina dificulta a andlise, pois amostras de
urina podem ter sido colhidas em desacordo com o protocolo, inclusive na presenca
de contaminantes de origem vaginal, mascarando o resultado e dificultando a
conduta clinica. Esta interferéncia de contaminantes de origem genital na urina
compromete a correlacdo entre a presenca aumentada de leucdOcitos com a

presenca da levedura.
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ANEXOS

APENDICE A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Res. CONEP 196/96)
Titulo do Projeto: Frequéncia de leveduras do género Candida em amostras de

urina, diferenciando estagios de colonizagéo e infeccao
Endereco/ telefone:

Pesquisador responsével:
Local: Bauru - SP

Eu, Profa Dra. Silvana Torossian Coradi, Residente na Rua professor Luis Braga 4-
20 Cidade de Bauru, portador do R.G.17229558-0. entendo que qualquer informagé&o
obtida sobre mim sera confidencial. Também entendo que meus registros de
pesquisa estéo disponiveis para revisdo dos pesquisadores.

Esclareceram-me que minha identidade ndo ser& revelada em nenhuma publicagdo
desta pesquisa; por conseguinte, consinto na publicacdo para propdsitos cientificos.
Riscos e Beneficios

N&o haverd risco algum referente a participagdo na pesquisa e o estudo contribuird
para a descoberta de novos tratamentos em Ulceras varicosas.

Custos e Pagamentos

N&do terd custos e pagamentos associados a participacdo do sujeito de pesquisa
neste estudo, assim como a sua participagdo ndo sera remunerada.

Direito de Desisténcia

Entendo que estou livre para recusar minha participacdo neste estudo ou para
desistir a qualquer momento e que a minha decisdo néo afetard adversamente meu
tratamento na clinica ou causar perda de beneficios para os quais eu poderei ser
indicado.

Consentimento Voluntério
Certifico que li ou foi-me lido o texto de consentimento e entendi seu conteudo.
Minha assinatura demonstra que concordei livremente em participar deste estudo.

Assinatura do participante da pesquisa:.
Data..

Certifico que expliquel @ (0) Sr.(B) o , a
natureza, o proposito, os beneficios e 0os possiveis riscos associados a sua
participagdo nesta pesquisa; que respondi a todas as questdes que me foram
feitas e testemunhei assinatura acima.
Assinatura do Pesquisador Responsavel..

Data:
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