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RESUMO. As leveduras estdo amplamente distribuidas no ambiente sendo também habitantes normais do
corpo humano. Sao consideradas patdgenas oportunistas causando infeccdes que variam desde superficiais
até profundas e fatais. O conhecimento da microbiota normal pode ajudar o médico a ter perspectiva sobre
uma possivel fonte e a importancia de microrganismos isolados de infec¢des. O estudo teve como objetivo
verificar a presenca de leveduras em amostras de mucosas bucal, vaginal, anal e de fezes de individuos
aparentemente saudaveis ou que apresentavam algum sintoma de infec¢o fungica. Foram utilizados para
isolamento os meios de agar Sabouraud cloranfenicol, Biggy agar, CHROM agar Candida e Pagano Levin
agar. Isolou-se leveduras em 40.7% (35/86) das amostras bucais, 26.2% (11/42) das amostras vaginais de
pacientes assintomaticos, 44.8% (13/29) das amostras vaginais provenientes de mulheres com desconforto
vaginal, 34.6% (9/26) das amostras anais, 77.5% (31/40) das amostras de fezes. C. albicans foi a espécie
prevalente em todos os tipos de amostras. As fezes apresentaram diversidade de espécies representadas
pelos géneros Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Cryptococcus, e Hansenula
atualmente, Pichia.
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INTRODUCAO

As leveduras sdo ubiquas no meio ambiente, sendo
encontradas no solo, na dgua, nos vegetais e como habitantes
do corpo humano, fazendo parte da microbiota normal enddgena.
Podem estar presentes em espécimes clinicos, como resultado
de contaminago ambiental, colonizagido ou processo infeccioso.
Portanto, o significado de sua presenga em material bioldgico
depende do numero de amostras positivas com o mesmo
organismo em um mesmo paciente, do numero de coldnias
formadas e se o material é proveniente de sitios estéreis ou
n5_026,44'

Por fazer parte da microbiota humana, as leveduras sido
consideradas patégenas oportunistas € podem causar muitos
processos infecciosos que variam desde quadros clinicos
benignos ou assintomaticos até aqueles graves e fatais. Estas
infec¢des ndo tém limitagdo geografica porque ocorrem
principalmente em pacientes com predisposi¢do a elas. Os
principais fatores envolvidos s2o: desajuste hormonal, uso de
imunossupressivos ou antimicrobianos de amplo espectro por
periodos prolongados, uso de cateter venoso, alimentagdo
parenteral e doencas como diabetes mellitus, neoplasias,
leucemias, AIDS e outras que causam diminuicdo do sistema
imunologico®!%4,

Entre as leveduras, os géneros de maior importancia
médica sdo: Candida, Cryptococcus, Hansenula atualmente,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Torulopsis e
Trichosporon.

Segundo Kurtzman e Fell?!, sdo descritas 163 espécies
do género Candida das quais cerca de 20 ja foram associadas a
processos infecciosos.

Estas espécies e, principalmente, C. albicans vivem
normalmente na orofaringe, secrecio bronquica, vagina, urina,
fezes colonizando o trato respiratorio, geniturindrio e
gastrointestinal?>3,

A incidéncia de infeccdes mistas por multiplas espécies
de leveduras esta crescendo, principalmente devido ao aumento
de pacientes imunocomprometidos e ao uso de antimicrobianos
de amplo espectro!134%. Embora C. albicans continue sendo a
levedura mais freqiientemente envolvida nos processos
patoldgicos, a emergéncia de outras espécies tem sido claramente
evidenciada. Varios autores tém relatado um aumento no nimero
de infecc¢des devido a C. fropicalis, C. parapsilosis, C. krusei,
C. lusitaniae, C. glabrata e outras 1423283145,

O conhecimento da microbiota normal de qualquer parte
do organismo ajuda o médico a ter perspectiva sobre a possivel
fonte e importancia de microrganismos isolados de infec¢des
clinicas. Um exemplo ¢ a identificagdo de microrganismos de
fontes exogenas ou enddgenas ao homem, para estudos de
infec¢des hospitalares!>4!.

Atualmente, nos EUA, o género Candida é reconhecido
como o quarto patdgeno responsavel por infecgio sist€émica
hospitalar, com taxa de mortalidade entre 55 a 70%°233.

O objetivo deste estudo foi verificar a presencga de
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leveduras em mucosas e fezes de individuos aparentemente
saudaveis ou ndo através da utilizagdo de quatro meios seletivos
para leveduras.

MATERIAL E METODOS

1. Pacientes e amostras biologicas

No periodo de maio de 1999 a setembro de 2000 foram
colhidas 223 amostras biologicas provenientes das mucosas da
boca (86), da vagina (71), do anus (26) e fezes (40) de 86 pessoas
incluindo pacientes atendidos pelo Sistema Integrado de Saude
da USP e de voluntarios ao trabalho representados por
universitarios, funcionarios da satde e pessoas diretamente
ligadas a eles. Todos tinham idade acima de 21 anos, do sexo
masculino ou feminino, aparentemente saudaveis ou
apresentando alguma sintomatologia para infec¢do fungica. Os
mesmos receberam explicagdo acerca da investigagdo e
consentiram na sua inclusdo na pesquisa, preenchendo um
protocolo de permissdo e avaliacdo. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz Central -
Séao Paulo.

As amostras das mucosas foram coletadas por “swabs”
esterilizados, e imediatamente introduzidos em tubos contendo
1 mL de solugdo fisioldgica. As amostras de fezes foram colhidas
em frascos plasticos esterilizados comercializados para cultura
e diluidas na propor¢do de 1g para 5 mL de solucdo fisioldgica
esterilizada.

2. Leveduras: isolamento e identificacio

As suspensdes das amostras de fezes e dos contetidos
vaginais, orais e anais foram homogeneizadas em vortex. Volumes
de 100 mL das respectivas amostras foram semeados por
espalhamento em varias dire¢des nas placas de Petri contendo
os seguintes meios de cultura: dgar Sabouraud dextrose (Difco)
acrescido de cloranfenicol 100 mg/L, CHROMagar Candida
(Probac), Pagano Levin agar (Difco) e Biggy agar (Difco). Apos
incuba¢do a 30°C por 72 horas um exemplar de cada variante
colonial foi repicado em tubo com dgar Sabouraud dextrose para
manutengdo e posterior identifica¢do. Esta foi baseada nas
provas de filamentacdo; produgdo de tubo germinativo,
ascosporos, urease e fenoloxidase; zimograma, auxanograma,
crescimento em diferentes temperaturas de incubagdo como
recomendado por Kurtzman e Feel?!. Utilizou-se também o sistema
de identificacdo comercial AP120C AUX (bioMérieux). As placas
foram reincubadas por até 7 dias para favorecer o crescimento
de leveduras fastidiosas.

RESULTADOS

Das 86 pessoas investigadas, 57 ndo apresentavam qualquer
sintomatologia para infeccdo e 29 mulheres queixavam-se de
desconforto vaginal como ardor, prurido, odor fétido ou corrimento.
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Tabela 1. Isolamento de leveduras de diferentes materiais bioldgicos

N°de amostras contendo varias

Material biologico e Grupo de pacientes Culturas positivas (x) leveduras associadas
n/N % x=2 x=3 x=4 ou mais
Mucosa bucal: Sem protese dentaria + ndo fumantes 22/64 34,4% 2 1 -
Com proétese dentaria + ndo fumantes 8/14 57,1% - - -
Sem proétese dentaria + fumantes 5/8 62,5% 1 - -
Com prétese dentaria + fumantes 0/0 0% - - -
Mucosa vaginal:
Assintomaticas 11(42) 26,2% 3 - -
Sintomaticas 13(29) 44.8% 2 - -
Mucosa anal:  Assintomaticas 9(26) 34,6% 4 1 -
Fezes:
Assintomaticos 31(40) 77,5% 15 6 2

n /N = n°de amostras positivas / n® total de amostras

Foram isoladas leveduras em 40,7% (35/86) das
amostras bucais; 26,2% (11/42) das amostras vaginais de
mulheres assintomaticas; 44,8% (13/29) das amostras vaginais
de pacientes que apresentaram desconforto vaginal; 34,6% (9/
26) das amostras anais; 77,5% (31/40) das amostras de fezes
(Tabela 1).

Entre as culturas de amostras da cavidade bucal obteve-
se isolamento de uma a trés espécies de leveduras, conforme
apresentado na Tabela 1. C. albicans foi a espécie prevalente
em culturas monomicrobianas (uma espécie de levedura) e
polimicrobianas (duas ou mais espécies de leveduras) conforme
demonstram as Tabelas 1 e 2.

De 24 amostras vaginais com culturas positivas
provenientes de pessoas sintomaticas ou ndo, 19 (79,2%)
apresentaram culturas monomicrobianas enquanto que em 5
(20,8%) foram isoladas duas espécies (Tabela 1). C. albicans
foi a espécie prevalente tanto para pessoas sintomaticas como
assintomaticas (Tabelas 2 e 3).

Nas culturas de fezes predominou o isolamento com mais
de uma espécie de leveduras (74,2%), sendo encontrado culturas
monomicrobianas em 25,8%. Entre as culturas de amostras anais
observou-se o isolamento de um tipo de levedura em 44,6% (4/
9) e o isolamento de duas espécies em 55,6% (5/9) conforme
apresentado na Tabelal.

As Tabelas 2 e 3 exibem as espécies isoladas nos
diferentes materiais biolégicos. Em amostras de fezes observou-
se oito espécies do género Candida além dos géneros
Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Cryptococcus e
Hansenula.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O ser humano pode ser portador de leveduras,
principalmente do género Candida'®***. Contudo, a prevaléncia
das espécies nos diferentes sitios anatdmicos depende do tipo
de amostra clinica investigada, da metodologia utilizada no
processo de isolamento, assim como dos diversos grupos
populacionais, o que dificulta as comparagdes entre os diferentes
estudos >4,

A natureza comensal de Candida sp enfatiza a forma
oportunista da candidose oral *. A literatura relata 30 a 65% da
incidéncia de leveduras na cavidade oral, sem evidéncia de
infecg¢do!?. Diversas Candida sp tém sido isoladas como
comensais na cavidade bucal, incluindo C. albicans, C. tropicalis,
C. stellatoidea, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii e
C. glabrata™*.

Entre as amostras clinicas investigadas neste trabalho,
foram obtidos 40,7% de culturas positivas para leveduras em
secrec¢do de cavidade bucal, sendo C. albicans isolada na maioria
das ocasides (Tabelas 1 e 2). Resultados estes pertinentes com
a literatura citada.

Nenhum paciente apresentou alteragdes na cavidade
bucal, e as leveduras isoladas foram consideradas comensais.
No entanto, ao avaliar as fichas dos pacientes, observou-se
que 14 deles faziam uso de proteses dentarias totais ou ndo
sendo todos ndo fumantes (Tabela 1). O uso de protese total é
um importante fator que favorece a colonizagéo de leveduras '*
720, Na exclusdo desses pacientes, verificou-se uma taxa de
34,4% (22/64) de pessoas sadias e colonizadas por leveduras.
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Tabela 2. Espécies de leveduras isoladas em culturas monomicrobianas nos diferentes materiais biologicos.

Amostras biologicas

Espécie Mucosa bucal® Mucosa vaginal Mucosa anal® Fezes® Numero total de
amostras positivas (%)
Sem prétese  Com prétese  Sem protese  assintomaticas —sintomaticas
e ndo fumantes e ndo fumantes e fumantes

Candida albicans 15 7 2 7 8 1 4 44(68,7%)
Candida parapsilosis 3 1 1 1 6(9,4%)
Candida glabrata 2 2 4(6,2%)
Candida tropicalis 1 1(1,6%)
Candida guilliermondii 1 1(1,6%)
Candida fabianii 1 1(1,6%)
Rhodotorula rubra 1 1 1 1 1 5(7,7%)
Rhodotorula minuta 1 1(1,6%)
Trichosporon sp 1 1(1,6%)
TOTAL 19 8 4 9 12 5 7 64 (100%)

*Nao houve amostras de pacientes com protese dentaria e fumante; ® pessoas assintomaticas
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Tabela 3. Isolamento de mais de uma espécie de levedura em culturas em diferentes materiais bioldgicos.

Combinacdes de espécies

Amostras bioldgicas

Mucosa Fezes! Total

Bucal  Vaginal ~ Anal‘

C. albicans + R. rubra

C. albicans + C. parapsilosis

C. albicans + C. glabrata

C. albicans + T. inkin

C. albicans + C. tropicalis

. albicans + C. guilliermondii

C. albicans + C. fabiani

C. albicans + C. krusei

C. albicans + C. guilliermondii + R. rubra
C. albicans + C. parapsilosis + R. rubra
C. albicans + C. parapsilosis+ C. bombi
C. albicans + C. parapsilosis+ S. cerevisae

Q

C. albicans + C. parapsilosis + C. krusei+ C. tropicalis + R. rubra + T. mucoides

C. parapsilosis + C. rugosa + H. anomala
C. parapsilosis + R. rubra

C. parapsilosis + T. inkin

C. parapsilosis + C. guilliermondii

C. parapsilosis + C. zeylanoides

C. parapsilosis + R. rubra+ T. inkin

C. parapsilosis + C. krusei + T. asahii

C. parapsilosis +R. rubra + S. cerevisae + T. inkin
C. parapsilosis + R. rubra + C. albidus®
C. krusei + T. inkin + S. cerevisae

C. krusei + C. zeylanoides

C. krusei + R. rubra

C.glabrata + T. mucoides

T. asahii + R. rubra

12 1 2
lb
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Amostras bioldgicas de pacientes: “sem protese dentaria e ndo fumante, ® sem protese dentaria e fumante, ¢ sintomatica,

dassintomatica; ¢ Cryptococcus albidus
*nimero total de amostras positivas

Este resultado foi proximo aos de Wray et al.* e Jorge et
al.?’, de 35 a 37,4%. Porém, inferior a outros autores que
observaram de 47% a 52% 3. Estas diferengas provavelmente
aconteceram, devido ao tipo de populaco atendida na presente
pesquisa, que constituia- se de pessoas com bons habitos de
higiene bucal e na sua maioria ndo fumantes (64/72) conforme
demostra a Tabela 1.

Oito dos 14 usuarios de protese (57,1%) foram
colonizados por leveduras. Considerando que esses pacientes
ndo apresentavam manifestagdes clinicas e ndo eram fumantes,
isto contribui com a idéia de que apenas a presenga do
microrganismo ndo determina a doenga e sim a somatoria de
varios fatores relacionados ao fungo tais como producdo de
enzimas, adesdo, dimorfismo, produ¢do de toxinas e
principalmente aos ligados 4 defesa do hospedeiro™*.

Foram observadas culturas mistas em quatro amostras
da cavidade bucal com diferentes combinac¢des de espécies

(Tabela 3). Culturas de amostras bucais com duas espécies ou
mais também foram observadas por outros autores®* no entanto,
os dados da presente pesquisa divergiu de Candido et al.** que
encontraram C. tropicalis na maioria das associagoes.

O isolamento de C. albicans em secregdes vaginais nao
implica, necessariamente, em quadro patologico, sendo de
aproximadamente 30% a freqiiéncia desta em mulheres normais®
2636 No presente estudo encontrou-se 26,2% de culturas
positivas neste grupo de pacientes estando de acordo com a
literatura citada.

Os fungos dos géneros Candida, Saccharomyces,
Rhodotorula e Trichosporon podem ser isolados da vagina
humana!'8-2737,

No presente trabalho, verificou-se uma predominancia de
C. albicans em ambos os grupos de pacientes (assintomaticas e
sintomaticas). Segundo varios autores, esta espécie ¢ isolada em
mais de 80% dos pacientes assintomaticas ou ndo?3%%,
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E importante ressaltar que C. glabrata foi isolada somente
em amostras de pacientes sintomaticas. Esta espécie tem sido
relatada como agente de infecgdes vaginais por Geiger et al.'®,
Hurley et al.'’, porém tem sido também isolada de pessoas
saudaveis®?’. Em cinco ocasides foram detectadas culturas com
mais de uma espécie de levedura demonstrando a possibilidade
de culturas mistas neste tipo de material ?’. As associa¢des foram
distintas para cada paciente conforme demonstra a Tabela 3.
Moura?” também relatou associa¢des de leveduras em culturas
de secrecdo vaginal em pacientes com sintomatologia e
encontrou uma predominancia na combinagido entre C.
parapsilosis e C. tropicalis. Candido et al.® obtiveram de 23
pacientes, duas culturas mistas de amostras vaginais, sendo
observada as associacdes entre C. albicans e C. tropicalis, R.
rubra e C. tropicalis.

Devido a natureza comensal, algumas controvérsias t€ém
ocorrido quanto a interpretagdo de resultados de culturas
positivas para leveduras em amostras vaginais.
Tradicionalmente, qualquer crescimento de leveduras do género
Candida era considerado achados patogénicos neste sitio
anatdomico®. No entanto, alguns autores tém relacionado a
presenca de sintomas a quantidade de leveduras presentes na
vagina'82838,

Odds et al.?® correlacionaram a concentragio de Candida
na vagina com os sinais e sintomas de candidose vaginal. Entre
106 mulheres abrigando leveduras na vagina, sem outra causa
patoldgica genital presente, os autores encontraram uma
associacdo significativa entre a quantidade de leveduras em
individuos com sintomas de prurido e corrimento vaginal
anormal. Nao foram observadas diferencas entre o nimero de
leveduras vaginais e o uso de contraceptivo oral e antibidticos
ou o estagio do ciclo menstrual. O prurido e o corrimento vaginal
foram portanto, fortes indicadores de infec¢@o por Candida.

Hopwood et al.'” consideraram um niimero acima de 10
colonias de leveduras, isoladas de “swab” vaginal, como critério
para diagnostico.

Considerando as 29 pacientes com queixa de ardor,
corrimento, prurido, irritacdo e odor fétido, obteve-se culturas
positivas em 44,8% (13), sendo que, destas, 11 apresentaram
em média contagens superiores a 10 unidades formadoras de
colonias. A presenca de leveduras em pacientes assintomaticas
ocorreu em 26,2%, sendo que a maioria delas (7/10) apresentaram
contagem inferior a 10 coldnias.

Apesar da amostragem ser pequena, os dados
demonstraram claramente a importancia da contagem de
leveduras em secregdes vaginais. Segundo Odds et al.?,
amostras colhidas com “swabs” n2o sdo ideais para analise
quantitativa, porém eles consideram uma metodologia razoavel
para uma analise semi-quantitativa.

Essencialmente, todas as areas do trato gastrointestinal
humano podem abrigar espécies de Candida. Em individuos
saudaveis sdo relatados indices de 80%*.

Alguns trabalhos correlacionaram a presenca de fungos,
especialmente leveduras e casos de diarréia em humanos. As
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diarréias por leveduras podem ocorrer especialmente em
criancas, quando nenhuma outra espécie patogénica for
encontrada e o numero de leveduras for significativo, seguido
de falha na terapia antibacteriana e sucesso com drogas
antimicoticas'>#.

Em fezes, C. albicans tem sido predominante em varios
grupos incluindo recém nascidos, criangas com e sem diarréia,
adultos saudéveis ou com alguma anormalidade e em pacientes
HIV positivos 1342,

No presente trabalho foram obtidas culturas positivas
para leveduras em 77,5% (31/40) das amostras de fezes analisadas.
A elevada freqtiéncia no isolamento de leveduras deve-se
provavelmente a utilizagdo de quatro meios de cultura no

isolamento primario.
Fezes apresentou uma microbiota diversificada de
leveduras representadas pelos géneros Candida,

Cryptococcus, Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon e
Hansenula, sendo predominantes C. albicans e C. parapsilosis
(Tabelas 2 e 3). Estes dados estdo de acordo com Tallero et al.*?,
que detectaram em 2.221 amostras de fezes, as mesmas espécies
inclusive as menos freqiientes, Cryptococcus albidus e Candida
rugosa com predominancia de C. albicans e C. parapsilosis.
No entanto, a presente pesquisa encontrou 74,2% de culturas
mistas por leveduras (Tabelas 1 e 3) divergindo dos autores
acima que encontraram 35%. Esta divergéncia pode ser ocorrido
devido a populagdo estudada, bem como a metodologia utilizada,
uma vez que os mesmos utilizaram apenas agar Sabouraud como
meio seletivo para leveduras no isolamento primario.

Considerando que o intestino age como reservatdrio de
leveduras, com grande potencial de colonizar a pele da regido
perianal, foram colhidas amostras de 26 pacientes aparentemente
normais. Obteve-se 34,6% de culturas positivas para leveduras
com predominacia de C. albicans e C. parapsilosis encontrando
em cinco ocasides culturas mistas com diferentes associagdes.
Maffei® observou uma freqiiéncia menor (28,7%), no isolamento
de leveduras em amostras anais de gestantes encontrando
também C. albicans e C. parapsilosis como espécies
predominantes. Candido et al.® encontraram valores ainda
menores (24%) em amostras anais e observaram uma cultura
mista apresentando associagao entre C. albicans e R. rubra. A
maior freqiiéncia, no isolamento de leveduras, observada no
presente trabalho em relagéo aos trabalhos citados, pode também
ser justificada pelo uso de mais de um meio de cultura no primo
isolamento.

Apesar de fezes e mucosas anais representarem o
conteudo intestinal, ¢ esperado que a freqiiéncia de leveduras
nessa tltima seja menor, principalmente devido a quantidade de
material representada pelas diferentes amostras.

Concluindo, os dados do presente estudo refletem a
grande diversificacdo de leveduras na microbiota humana da
boca, vagina, anus e fezes. Este conhecimento ¢ importante
visto que hoje em dia o maior risco de infec¢do ocorre através
de microrganismos de nossa propria microbiota.

Muitas espécies, antes consideradas nao patogénicas,
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hoje sdo reconhecidas como causadoras de infecgdes,
provocando muitas vezes quadros graves. Além disso, algumas
delas, como por exemplo C. krusei, conferem resisténcia
intrinseca a certos antifingicos, comumente usados nos
tratamentos, e outras como C. dubliniensis, podem adquirir

rapidamente resisténcia aos mesmos. Estes fatores aliados ao
aumento da incidéncia de pessoas imunodeprimidas, t€ém levado
a necessidade de um maior conhecimento da microbiota bem
como de metodologias mais apropriadas para o isolamento e
identificacdo de leveduras.
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ABSTRACT. The yeasts are widely distributed in our environment, being also normal inhabitants of our
bodies. Yeasts are considered to be opportunistic pathogens causing infectious processes ranging from
superficial to deep and fatal ones. The knowledge of the normal microbiota can help physicians to obtain
a perspective about the possible source and importance of microorganisms isolated from infections. The
objective of the present study was to determine the presence of yeasts in samples of the oral, vaginal, and
anal mucosae and in fecal samples from apparently healthy individuals or individuals who presented
symptoms of fungal infection. The media used for isolation were Sabouraud chloramphenicol agar, Biggy
agar, CHROM agar Candida and Pagano Levin agar. Yeasts were isolated from 40.7% (35/86) of the oral
samples, 26.2% (11/42) of the vaginal samples from asymptomatic individuals, 44.8% (13/29) of the vaginal
samples from women with vaginal discomfort, from 34.6% (9/26) of the anal samples, and 77.5% (31/40) of
the fecal samples. C. albicans was the predominant species in all sample types. Feces presented species
diversity represented by the genera Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon, Cryptococcus,

and Hansenula nowadays Pichia.

KEY WORDS. Candida albicans, feces, microbiota, mucosae, yeasts.
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