EFEITO DA ADIÇÃO DE ÁGUA DE COCO EM PÓ A MEIO DE CULTURA PARA DETECÇÃO DE Candida albicans
EFFECT OF ADDING COCONUT WATER POWDER TO CULTURE MEDIUM FOR DETECTION OF Candida albicans
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ABSTRACT
Candida species are considered opportunistic pathogens; however, these microorganisms are normally found in the human body. The pathogenic capacity of Candida spp. is related to a combination of factors that enhance its virulence. Clinical and laboratory diagnosis is important for proper treatment. The aim of this study was to evaluate the isolation and growth time of Candida albicans in a culture medium enriched with the addition of powdered coconut water (PCA), which stands out for its rich composition in nutrients, and thus to compare the proposed medium to the conventional, regarding the growth time of C. albicans. After preparing the base, 18g of PCA was added. As a result, the medium in the agar with PCA showed higher yeast counts (CFU/mL) compared to the conventional medium (Saboraud) in a shorter time interval, because PCA potentiated the growth of the Candida albicans strain, so that already in 18 hours it was possible to observe a growth of colonies much higher than in the concentration of 10-2 of the conventional medium. In conclusion, it was possible to observe that PCA potentiated the growth of the Candida albicans strain evaluated, showing a superior colony growth in relation to the conventional medium.
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INTRODUÇÃO
As espécies de Candida são determinadas em até 15% das espécies nosocomiais da corrente sanguínea e estão associadas a uma taxa de mortalidade de 5% a 71%. Candida spp é a principal causa de infecção fúngica com espectro de gravidade que pode variar de infecção mucocutânea à infecção com risco de vida (SIMOES, 2005). A capacidade patogênica das Candida spp. está relacionada a uma combinação de fatores que potencializam sua virulência. Dentre estes, destaca-se a produção de enzimas hidrolíticas extracelulares, que auxiliam em seu processo de invasão tecidual. Um estudo recente relatou um aumento de candidemia de 50% entre 2000 a 2005 e demostrou que a Candida albicans continua sendo a principal causa de infecções da corrente sanguínea em ambientes hospitalares (SOARES, OLIVEIRA e CARNEIRA, 2013).
Assim como as outras espécies do gênero Candida, a Candida albicans pode causar graves infecções em pacientes imunocomprometidos e em outras situações hospitalares que causem dano ao sistema imunológico. A C. albicans tornou-se um patógeno humano de grande relevância clínica, dado que está associado a altos níveis de morbidade e mortalidade resultantes de infecções em pacientes hospitalizados. Nesse contexto, as infecções por Candida albicans tem gerado grande interesse entre pesquisadores, dado seu grande potencial patogênico, principalmente em ambientes hospitalares. Em virtude disso, tornou-se indispensável a implementação de protocolos padrão para identificação de patógenos fúngicos e especialmente de C. albicans. 
Atualmente o protocolo indica o uso do meio de cultura Saboraud como padrão ouro para isolamento de Candida spp.   E a partir de uma identificação morfológica, o isolado é transferido para o meio CHROMagar Candida para determinação da espécie. Tal procedimento, apesar de sua eficiência torna-se bastante oneroso quanto ao tempo e o custo para determinação das espécies. Desta forma, verificou-se a necessidade de desenvolver um meio mais seletivo e rápido para isolamento de C. albicans. Nesta perspectiva o presente estudo visa avaliar o tempo de isolamento e crescimento da Candida albicans em um meio de cultura enriquecido com a adição de água de coco em pó (ACP). 

MATERIAL E MÉTODOS

O meio ágar Sabouraud foi preparado de acordo com as instruções do fabricante. Para o preparo do meio de cultura contendo ACP, foram pesadas 7,5g de ágar (Kasvi, Itália), para 200ml de água destilada. Após a pesagem, hidratou-se o mesmo com uma pequena quantidade de água destilada, até torná-lo úmido, em seguida, acrescentou-se o restante da água com o auxílio de uma proveta e um bastão de vidro. Após o preparo da base, foi acrescentada 18g de água de coco em pó, conforme indicado. Após homogeneização, o pH foi determinado e corrigido, e a solução esterilizada, sendo os meios distribuídos em placas de Petri descartáveis e estéreis.
Previamente ao cultivo foi preparada uma suspensão de 1 ml Candida albicans URM5689 com 0,1 mL com uma alça calibrada e transferida para um tubo de cultura com 9 ml de solução salina de 0,9% esterilizada (10-1) que foi homogeneizada em agitador de tubos. Em seguida, realizou-se uma diluição seriada até se atingir a diluição 10- 6. Após as diluições, foi realizada a semeadura em placas de Petri contendo o meio de cultura, pipetando 0,1 ml de cada diluição e espalhando o inóculo com auxílio da alça de Drigalsky.
A avaliação do crescimento foi determinada por contagem em placas do número de células viáveis (UFC/mL). Após o crescimento, foi feita a contagem de unidades formadoras de colônias nos dois meios. A contagem de cada placa foi realizada para estimar o número de colônias, escolhendo as placas que apresentaram de 10 a 150 colônias. E o cálculo da média da unidade formadora de colônia (UFC) conforme descrito por VIEIRA e FERNANDES, 2012.
Para avaliar a normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov, em seguida foi utilizado uma análise de variância (Two-Way ANOVA) para comparar os meios de cultura e as concentrações estudadas, posteriormente foi realizada uma análise de medidas repetidas no tempo comparando a quantidade de colônias durante os períodos observados. As médias foram comparadas através do teste de Tukey com p<0.05. Os dados foram analisados pelo software RStudio v1.4.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Verificou-se que na diluição de 10-1 nos tempos de incubação de 18, 24 e 48 horas, não foi possível observar diferenças significativas na quantidade de UFC/mL quando observados os meios de forma individual, bem como quando comparados entre si (p>0,05). Na diluição de 10-2, quando observado apenas o meio proposto (Agar ACP), não houve diferença significativa, sendo que a quantidade de colônias foi igual ou superior a 3.000 UFC/mL em todos os tempos de incubação.
No Agar Sabouraud Dextrose (SDA), houve um crescimento maior de UFC/mL nos tempos de 24 e 48 horas quando comparado ao tempo de 18 horas, também foi possível observar uma diferença significativa na quantidade de UFC/mL entre os meios no tempo de 18 horas (p<0,05). Quando observado apenas o meio proposto (Agar ACP), a quantidade de colônias foi igual ou superior a 3.000 UFC/mL em todos os tempos de incubação.
Na diluição de 10-3, quando observado apenas o Agar ACP, não houve diferença significativa (p>0,05). Entre os tempos de incubação de 24 e 48 horas, porém, a contagem de UFC/mL foi significativamente superior ao verificado no tempo de 18 horas (p<0,05). No SDA houve uma diferença significativa na contagem de UFC/mL entre os tempos de incubação, sendo observado uma maior quantidade UFC/mL no tempo de 48 horas.
Comparando os meios foi observado um maior número de UFC/mL no ágar ACP nos tempos de 18 e 24h, não sendo observada diferença significativa no tempo de 48 horas. Nas diluições de 10-4 e 10-5 no meio ágar ACP houve diferença significativa crescente de UFC/mL entre os tempos de incubação. Avaliando o SDA na diluição de 10-4 houve diferença significativa crescente de UFC/mL entre os tempos de incubação, enquanto, na diluição 10-5 houve uma maior quantidade de UFC/mL apenas no tempo de 24 horas quando comparados aos demais tempos de incubação. Comparando os meios nas diluições de 10-4 e 10-5 foi observado uma maior quantidade de UFC/mL no ágar proposto com 24 e 48 horas de incubação.
A cepa de Candida albicans estava presente da diluição 10-1 a 10-5, mas para o nosso produto não apresentou UFC/mL observadas nas placas 10-6. Os dois meios de cultura foram eficientes para o desenvolvimento da cepa de C. albicans, contudo observou-se maior número de UFC/mL no meio proposto com ACP em relação ao meio convencional Sabouraud, em virtude do alto teor de glicose, proteínas e um pH mais ácido encontrado na água de coco em pó.
As espécies do gênero Candida, geralmente, se desenvolvem bem em meios de cultura de composição relativamente simples como o Sabouraud Dextrose, desenvolvendo colônias com aspecto característico na sua maioria com colônias glabras, de coloração branca ou bege, textura cremosa e superfície lisa (LACAZ et al., 2002). O estudo demonstrou crescimento com colônias características com coloração branco amarelada, porém a adição da água de coco de em pó – ACP 326 potencializou o crescimento de colônia, devido aos nutrientes encontrados na água de coco sais minerais tais como: Na+, Ca2+, Fe3+, K+, Mg2+ e PO4 3-.
Em pesquisas realizadas por Marques e Silva (1981) foram comparados os crescimentos de cultivos de diversos cogumelos em ágar de água-de-coco, como aquele observado nos meios Sabouraud e Sabhi, a fim de testar sua eficiência, verificando-se que o ágar de água-de-coco se comporta tão bem quanto os meios avaliados, para evidenciar o início do crescimento de fungos mantidos em laboratório. Os resultados desta pesquisa corroboram com estes autores quando se observa a água de coco como meio de cultura mostrou-se eficiente para o crescimento fúngico.
O Ágar Sabouraud Dextrose (ASD), denominado simplesmente de Ágar Sabouraud, também apresenta elevadas concentrações de carboidratos e pH 5,6, fatores que favorecem o crescimento de diversos fungos leveduriformes e filamentosos (WINN et al., 2008). Os resultados desta pesquisa apresentam que a água de coco como meio de cultura revela-se eficiente em virtude das moléculas de açúcares, as vitaminas e os sais minerais presentes na composição da água de coco e o pH.
Segundo LIMA et al. (2009) as espécies isoladas, em meio de cultura Sabouraud, possuíam características macroscópicas de leveduras, mostrando-se colônias esbranquiçadas, lisas ou rendadas após 24 a 48 horas do semeio em ágar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol. No Ágar Água de Coco em Pó (ACP) obteve crescimento de colônias a partir de 18 horas, que pode ser devido às diferenças na composição química da água de coco em pó.
Os dados da pesquisa são relevantes, uma vez que C. albicans apresentaram um aumento de UFC/mL no meio proposto em relação ao meio de cultura convencional.
Durante o estudo os resultados demonstraram que o meio no ágar com ACP apresenta maior contagem de leveduras (UFC/mL) em relação meio convencional (Saboraud) em menor intervalo de tempo, pois a água de coco em pó (ACP) potencializou o crescimento da cepa de Candida albicans, de modo que já em 18 horas foi possível observar um crescimento de colônias bem mais elevado do que na concentração de 10-2 do meio convencional.  

CONCLUSÃO

Foi possível observar que a água de coco em pó (ACP) potencializou o crescimento da cepa de Candida albicans avaliada, apresentando um crescimento de colônias superior em relação ao meio convencional. 
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