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RESUMO: O presente estudo avaliou hemograma, proteinas plasmaticas totais (PPT), hemocultura
e urocultura de ratos Wistar com candidose experimental sistémica. Os animais (n=12) foram
inoculados com Candida albicans e acompanhados por 30 dias. A coleta de sangue e urina foi feita
durante as necropsias. No eritrograma, 11,1% apresentaram anemia e 44,4% policitemia, enquanto
que as PPT estavam aumentadas em 11,1% dos ratos. Em relacdo ao leucograma, 88,9%
apresentaram leucopenia por neutropenia e linfopenia. Os neutréfilos segmentados tiveram um
aumento dos valores relativos (28-48%) em 66,7% dos animais quando comparados aos outros do
grupo experimental (8-15%). A cultura da urina apresentou-se positiva em 33% das amostras e a do
sangue em 25%, sendo que somente um animal com candidiria ndo apresentou hemocultura
positiva. Os resultados demonstram que o hemograma completo, a urucultura e a hemocultura
apresentaram-se de pouco valor no diagndstico especifico de candidose sistémica experimental.
Andlises seriadas podem aumentar as chances de uro-hemoculturas positivas, e assim possibilitar a
instituicdo de terapéutica precoce que possa beneficiar o paciente, e assim melhorar o progndstico
para a enfermidade.
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DIAGNOSTIC VALUE OF BLOOD COUNT, URINE AND BLOOD CULTURES IN
EXPERIMENTAL SYSTEMIC CANDIDIASIS

ABSTRACT: This study evaluated blood count, total plasma protein (TPP), blood culture and urine of
Wistar rats (n=12) with experimental systemic candidiasis. The animals were inoculated with Candida
albicans and monitored for 30 days. The collection of blood and urine was made during the autopsy.
In red blood cell, was observed anemic in 11.1% and polycythemia in 44.4%, while the PPT were
increased in 11.1% of rats. In the WBC, 88.9% had severe neutropenia and lymphopenia. The
segmented neutrophils had increase in relative values (28-48%) in 66.7% of animals when compared
to other experimental group (8-15%). The urine culture were positive in 33% and blood samples in
25%, only one animal with candida on urine had no positive blood cultures. The results demonstrate
that the full blood count, the culture of blood and the culture of urine showed little value in specific
diagnosis of experimental systemic candidiasis. Serial analyzes may increase the chances of positive
blood and urine cultures, and thus enable the institution of early treatment that can benefit the patient,
and thus improve prognosis.
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INTRODUCAO

Candidose é a infec¢do causada
por fungos do género Candida, onde o
agente mais comum é a Candida
albicans, porém existem outras espécies
de crescente importancia nos quadros
clinicos, tais como: Candida tropicalis,
Candida guillermondii, Candida glabrata,
Candida krusei, entre aproximadamente
200 outras espécies. Colonizam
normalmente diversos sitios
anatomicos, como cavidade oral,
tegumento, trato reprodutivo e
digestério, além de apresentar-se em
secrecbes brbnquicas, urina, fezes e
sangue, dentre outras (MIRADA et al.,
2005; MENEZES et al., 2006; ALVARES
et al., 2007; REIS-GOMES et al., 2013).
Os casos de candidoses em animais
tem C. albicans como a espécie mais
frequentemente envolvida (VELASCO,
2000; MORETTI et al., 2004; JIN e LIN,
2005; JADHAV e PAL, 2006; KIVARIA e
NOORDHUIZEN, 2007), no entanto,
espécies como C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei, também sido
citadas como agentes de infec¢cdes em
cédes e gatos (MUELLER et al.,, 2002;
PRESSLER et al., 2003; OZAWA et al.,
2005; KIVARIA e NOORDHUIZEN,
2007).

As infeccdes sistémicas  por
Candida spp. sao descritas
frequentemente em pacientes humanos,
especialmente nos
imunocomprometidos, estimando-se
uma taxa de mortalidade, por
candidemia, em torno de 40-60% (BLOT
et al., 2002; VIUDES et al, 2002;
GIOLO et al, 2010). Na medicina
veterinaria, encontramos  infeccdes
localizadas e sistémicas relatadas ainda

de forma ocasional, sendo estas
principalmente em animais de
companhia (MULLER et al., 2002;

MORETTI et al., 2004; MORETTI et al.,
2006, CLEFF et al., 2007).

Candidemias em pacientes
humanos podem ser adquiridas por via

exdgena, através do contato das maos
de profissionais de salde, com
pacientes portadores de cateteres
vasculares em posicao central, implante
de préteses contaminadas, bem como
pela administracdo parenteral de
solugbes contaminadas (COLOMBO e
GUIMARAES, 2003). Outra forma de
aquisicdo da infeccdo € por Vvia
endoégena, devido a translocacdo do
patégeno através do trato
gastrointestinal, j& que a colonizacao
por Candida spp. neste sistema, sendo
descrito em em até 70% da populacao
(COLOMBO e GUIMARAES, 2003). Na
medicina veterinaria, a candidemia tem
sido pouco relatada (GERDING et al.,
1994), mas a possibilidade de
disseminacdo de Candida spp. para
diversos tecidos € uma realidade cada
vez mais proxima destes pacientes,
sendo que, os profissionais devem estar
preparados para o0 diagnéstico e
administracdo da terapia adequada
(COLOMBO et al., 2003).

Desta forma, o diagnéstico
precoce de candidose sistémica €
fundamental para que o tratamento seja
rapidamente instituido, aumentando,
assim, a probabilidade de sucesso
terapéutico. Uma das formas de
diagndstico da micose séo isolamento e
identificagdo  das leveduras em
amostras de  sangue  periférico,
caracterizando candidemia (GIOLO et
al., 2010). Para isolamento do agente é
utilizada a hemocultura, e a identificagéo
€ realizada segundo as caracteristicas
bioquimicas e morfologicas (GIOLO et
al., 2010).

Considerando a importancia da
rapidez no diagnéstico de candidose
sistémica, o trabalho teve como objetivo
avaliar a frequéncia de urocultura e
hemocultura positivas, assim como
alterac6es hematologicas presentes em
animais experimentais com candidose
sistémica.
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MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo dos valores
hematolégicos, da urucultura e da
hemocultura observados em casos de
candidiase  experimental sistémica,
foram utilizados 12 ratos Wistar adultos,
mantidos em ambiente com condicbes
controladas de temperatura e umidade,
recebendo racdo e agua ad libitum,
durante 30 dias. Sendo desenvolvido de
acordo com as normas estabelecidas

pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).
A candidose experimental

sisttmica foi desenvolvida conforme
protocolo estabelecido por Yamaguchi
(1987), Anaissie et al. (1993) e Chami et
al. (2004), sendo que a presenca da
enfermidades nos ratos foi comprovada
atraves do retroisolamento do
microorganismo dos 0rgaos internos e
secrecdes, além de que foi observado a
presenca de infiltrados de C. albicans no
exame histopatolégico dos 6rgdos
coletados.

O in6culo foi preparado com
isolado de Candida albicans proveniente
de caso clinico de candidose cuténea
em cao (CLEFF et al., 2007), sendo este
ajustado em aproximadamente
2x10°UFC/mL, concentracdo a qual foi
alcancada atraves da utlizagdo da
escala de Mc Farland, confirmada por
plate. Os animais foram previamente
anestesiados com xilazina (10mg/kg) e
guetamina (80mg/kg), via intraperitoneal
(Lapchik et al. 2009) e inoculados, via
sistémica, pela veia lateral da cauda,
com 0,DmL de suspensao fangica,
sendo acompanhados diariamente, por
um periodo de 30 dias.

Realizou-se eutanasia em trés
animais por semana, com associacao
de xilazina e quetamina e tiopental,
conforme metodologia estabelecida pelo
Conselhno  Federal de  Medicina
Veterinaria, Resolucdo n° 714 de 20 de
julho de 2002. O processamento
hematolégico foi  realizado com

sistemica

amostras sanguineas obtidas através de
puncdo cardiaca, apdés anestesia. As
amostras foram acondicionadas em
tubos com EDTA e encaminhadas para
posterior andlise laboratorial. Todas as
amostras de sangue foram processadas
em até no maximo uma hora pdés-coleta
no laboratério de analise clinicas
pertencente ao HCV-UFPel, sendo
realizados exames de hemograma
completo e Proteinas Plasméticas
Totais (PPT). A série vermelha
(eritrocitos, hematdcrito, concentragcdo
de hemoglobina), assim como a
contagem total de leucécitos foi
efetuada em contador automatico de
células especifico para células das
diferentes espécies animais (Celm® CC-
530). O diferencial leucocitario, por sua
vez, foi obtido através da realizacdo de
esfregagcos sanguineos frescos corados
com pandtico (Newprov®) com a
posterior andlise microscopica de 100
células em aumento de 1000X. A
dosagem de proteinas plasméaticas
totais (PPT) foi determinada com a
posterior leitura dos valores através do
refratdmetro.

Durante a necropsia, foi analisada
a macromorfologia dos rins, figado,
encéfalo, bexiga, baco e pulmdo em
busca de alteracbes compativeis com
candidose e realizada a puncéo vesical.
Uma aliquota do sangue e da urina,
além de fragmentos dos 6rgaos, foram
cultivados em duplicata, em placas
contendo &gar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol incubadas a
35°C por 48h para retroisolamento do
agente. ApGs o crescimento realizou-se
analise macrocoscoépica e
micromorfolégica das coldnias, além da
prova do tubo germinativo e microcultivo
em &gar fuba para avaliacdo da
filamentizagao e formacéo de
clamidioconidios e subcultivo em Agar
CHRO Magar (seletivo e diferencial para
identificar C. albicans através da
coloracdo verde médio que a mesma
apresenta neste meio), sendo possivel
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através desses testes a confirmacéo da
colonizacdo dos tecidos e fluidos por
Candida albicans.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, 0s
animais apresentaram apatia,
emagrecimento, nédulos cutédneos e
alteracdes neurolégicas como andar em
circulos, lateralidade da cabeca e
incoordenacdo. Os achados de
necropsia revelaram comprometimento

geral dos 6rgdos com lesbes
macroscopicas nodulares e
esbranquicadas, compativeis  com

candidose sistémica, sendo que o0s
principais 6rgaos envolvidos foram rins
(12/12), figado (4/12), encéfalo (4/12) e
bexiga (4/12). No cultivo para
retroisolamento do agente, observou-se
crescimento de coldnias leveduriformes
identificadas como C. albicans em todos
0S orgaos coletados, sendo
principalmente em rins (12/12), encéfalo
(12/12) e figado (11/12). As lesbes
foram compativeis com os estudos de
Anaissie et al. (1993), onde utilizou-se o
mesmo modelo experimental com
inoculacéo sistémica de C. albicans.

Dos doze animais estudados, trés
que vieram a Obito ao longo do
experimento, dois nas primeiras 72h e o
terceiro no quarto dia de experimento,
ndo sendo possivel a coleta para
realizacdo de exames complementares.
Os animais que vieram a Obito
apresentavam sinais clinicos
neurologicos mais evidentes, incluindo
alteracdo de deambulacdo e ataxia,
além de inapeténcia e emagrecimento
intenso. Cerca de 40 a 60% dos
pacientes humanos com candidose
disseminada morrem durante o periodo
de internacdo (Colombo e Guimarées,
2003). Em um estudo com pacientes
renais transplantados, observou-se trés
casos de candidose disseminada sendo
que, dois pacientes vieram a Obito
(MOISES NETO et al., 1997).

Em relagdo ao leucograma, seis
animais avaliados (66,7%), observou-se
aumento dos neutrdfilos segmentados
(28-48%), enquanto que os outros (3/9)
animais mantiveram valores entre 8% e
15%. Em oito animais (88,9%)
observou-se leucopenia por neutropenia
e linfopenia; sendo que quatro animais
tinham contagem de leucdcitos totais
entre 4.000 e 5.000mm?3 trés entre
2.000 e 3.000 mm® e um animal
apresentou 1.200 leucdcitos totais. Os
glébulos brancos sao responséaveis pelo
combate as infeccbes, sendo que a
contagem normal destas células em
ratos Wistar fica entre 6.0 e 10.5 x 10°
mm? aproximadamente (Feldman et al.,
2000). A leucopenia observada ja era
esperada devido a imunossupressao
provocada nos animais experimentais
para o desenvolvimento e manutengéo
da infeccdo (CHAMI et al., 2004).

As espécies do género Candida

sdo responsaveis pelas principais
causas de infeccdes fungicas
nosocomiais, podendo ocorrer a
qualquer mudanca no  equilibrio

hormonal ou na depressédo da resposta
imune, seja por doencga ou resultante de
tratamentos (SILVA et al., 2014).

No eritrograma 11,1% (n=1)
apresentaram anemia e 44,4% (n=4)
policitemia, enquanto que as proteinas
plasmaticas totais (PPT) estavam
aumentadas em 11,1% (n=1) dos
animais. A PPT aumentada e policitemia
relativa sdo caracteristicas de uma
desidratacdo (Feldman et al., 2000).
Segundo alguns autores, as leveduras
podem causar destruicdo de eritrécitos
pela producdo de hemolisinas (LUO et
al.,, 2004; GIOLO et al., 2010), sendo
que Candida spp. pode causar
hemolise parcial e/ou total (LUO et al.,
2004; YIGIT et al., 2009). Rorig et al.
(2009) demonstraram que C. albicans
tem maior capacidade hemolitica
guando comparadas a C. glabrata, C.
parapsiolosis, C. tropicalis, C.
Guilhermondii e C. krusei.
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Todos o0s animais estudados
apresentaram envolvimento renal
(12/12) com formacao de

microabcessos no cortex. A literatura
nos evidencia que a disseminacao
hematdgena das leveduras do género
Candida ocorre através dos multiplos
abcessos formados ao longo do cortex
renal (SILVA, 2008). Entretanto, nem
todos o0s animais do experimento
apresentaram candiddria,
demonstrando, desta maneira, a
necessidade de varias coletas de urina
para se estabelecer o diagnodstico de
certeza quando ha suspeita de
candidose invasiva. Na medicina
humana, a urocultura é um exame de
triagem comum e frequente nos
pacientes expostos a fatores de risco,
sendo que até 20% dos pacientes
hospitalizados, nas unidades de terapia
intensiva, podem apresentar candiduria
ao longo de sua internacdo (COLOMBO
e GUIMARAES, 2007).

Alguns pesquisadores consideram
a existéncia de Candida na urina como
patogénica, independente da contagem,
enquanto outros acreditam que a
colonizagdo exista em contagens
superiores a 15mil/mL (FIGUEREDO,
2010; SILVA et al., 2014).

A partir das amostras de urina
coletadas dos animais experimentais,
33% (4/9) foram positivas na urocultura,
enquanto que 25% (3/9) das amostras
do sangue apresentaram-se positivas na
hemocultura. Apenas um animal com
candiduria ndo apresentou candidemia.
Estudos avaliando hemocultura e
urocultura em animais ndo foram
encontrados na literatura consultada,
entretanto os resultados concordam
com dados de pacientes humanos, onde
isolou-se Candida spp. de 100 pacientes
hospitalizados avaliados através da
urocultura, sendo identificado C.
tropicalis em 53% e C. albicans em 36%
destes casos (COLOMBO e
GUIMARAES, 2007). Bodey et al.
(2002) em estudo epidemiolégico de

sistemica
candidemia em pacientes
imunocomprometidos, identificaram,

através da hemocultura, 236 casos de
Candida spp, despertando assim, uma
maior atencdo para a obtencdo do
diagndstico precoce, para assim instituir
terapia imediata.

Em um estudo envolvendo 45.468
hemoculturas de quatro hospitais
terciarios de S&o Paulo, observou-se
isolamento de Candida spp. em 4% dos
casos (COLOMBO e GUIMARAES,
2007). O limitante € que a sensibilidade
da hemocultura em infec¢des naturais €
baixa, em torno de 50%, com elevado
namero de casos falsos negativos
(ALONSO-VALLE et al., 2003).

Segundo a literatura, o isolamento
em cultura com posterior identificacdo
das leveduras do género Candida ainda
€ a metodologia mais utlizada e
disponivel na maioria dos laboratérios
clinicos (EGGIMANN et al., 2003;
ELLEPOLA e MORRISON, 2005).

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos nesse
estudo, podemos demonstram que o
hemograma completo, urucultura e
hemocultura apresentaram-se de pouco
valor no diagnéstico especifico de
candidose  sistémica  experimental,
porém, analises seriadas podem
aumentar as chances de uro-
hemoculturas  positivas, e assim
possibilitar a instituicdo de terapéutica
precoce que possa beneficiar o
paciente, e assim melhorar o
prognéstico.
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