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Resumo

OBJETIVO: correlacionar a presenca de leveduras do género Candida na cavidade bucal e vaginal de mulheres com
e sem candidiase vulvovaginal [CVV) com os niveis de IgA secretora [IgAs) presentes na saliva. METODOS: cingijenta
e uma mulheres foram incluidas; 13 apresentaram CVV e 38 formaram o Grupo Controle. De cada paciente, foram
coletados 2,0 ml de saliva sem estimulagéo e secrecdo vaginal com o auxilio de swab, que foi imerso a seguir em
2,0 mlL de solugdo fisiclégica. As amostras foram semeadas em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol para
isolamento e contagem de colénias, e os isolados foram identificadas fenotipicamente. Na saliva de ambos os grupos
foi quantificada IgA pela técnica ELISA. RESULTADOS: nas 13 pacientes com diagnéstico clinico e micolégico de CVV,
a média de unidades formadoras de colénias de Candida por mililitro de secregdo vaginal (ufc/ml) foi de 52.723 e
23,8% dos pacientes apresentaram colonizagdo na mucosa bucal com menor quantidade de ufc/mL (6.030). Os niveis
de IgAs na saliva foram mais baixos no grupo com CVV (média de densidade: 0,3) quando comparados aos niveis
de IgA do Grupo Controle (média de DO: 0,6). Onze pacientes (37%) do Grupo Controle apresentaram colonizagdo
por Candida na cavidade bucal, com média de ufc/ml mais baixa quando comparada ao grupo com CWV. O Grupo
Controle também apresentou menor quantidade de ufc/ml [1.973) na cavidade vaginal quando comparado com
o Grupo CW [52.942). CONCLUSOES: os resuliados demonstraram que os pacientes com diagnostico clinico de
candidiase vulvovaginal apresentaram maior quantidade de Candida, fanto na cavidade vaginal quanto na bucal,
e apresentaram menores niveis de IgA anti-Candida na saliva.

Abstract

PURPOSE: to correlate the presence of yeast from the Candida genus in the oral and vaginal cavity of women with
and without vulvovaginal candidiasis (VWC), with secretor IgA levels (IgAs) present in the saliva. METHODS: among
the 51 women included, 13 presented VWC and 38 were the Control Group. An amount of 2.0 mL of saliva without
stimulation was collected from each patient, plus vaginal secrefion using a swab, which was then immersed in 2.0 mL
of physiological solution. Samples were inseminated in Sabouraud dextrose agar with chloramphenical for isolation
and counting of colonies, and the isolated ones, phenotypically identified. IgA has been quantified in the saliva of the
women from both groups, by the ELISA technique. RESULTS: in the 13 patients with clinical and mycological diagnosis
of WC, the mean of Candida colony producing unities by milliliter of vaginal secrefion (cpu/ml) was 52,723, and
23.8% of the patients presented colonization in the oral mucosa with lower amount of cup/ml (6,030). The levels of
IgAs in saliva were lower in the group with VWC (DO mean: 0.3), as compared fo the IgA levels of the Control Group
(DO mean: 0.6). Eleven patients (37%) from the Control Group presented Candida colonization in the oral cavity,
with a lower cup/mlL mean, when compared to the VWC Group. The Control Group also presented a lower amount
of cpu/mlL (1,973} in the vaginal cavity, when compared to the VWC Group (52,942). CONCLUSIONS: these results
have demonstrated that patients with clinical diagnosis of vaginal candidiasis presented a higher amount of Candida
both in the vaginal and in the oral cavity, and presented lower levels of anti-Candida IgA in the saliva.
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Introducao

Em diferentes mucosas de individuos sauddveis,
leveduras do género Candida sao encontradas como parte
da microbiota residente, sem desencadear processos in-
fecciosos. De 25 a 75% dos individuos saudédveis podem
apresentar Candida spp na mucosa bucal. Esta varia¢do
depende da amostragem populacional selecionada e da
sensibilidade da metodologia utilizada para coleta e re-
cupera¢do desses microrganismos'?. Mulheres saudéveis
e assintomaticas apresentam leveduras do género Candida
na cavidade vaginal, como parte da microbiota, sendo
Candida albicans a espécie prevalente®. Esses microrganis-
mos sdo considerados oportunistas, porque em condi¢des
propicias, como presenca de fatores pré-disponentes locais
ou sistémicos, podem proliferar e desencadear processos
infecciosos®”.

Candidfase vulvovaginal (CVV) é uma das principais
doengas relatadas em consultérios ginecolégicos. Nos
Estados Unidos, a incidéncia de candidose vaginal dobrou
na década de 1990 em relagdo a de 1980, ocorrendo cerca de
13 milhdes de casos por ano. Infec¢des por outras espécies
de Candida nido albicans, como C. tropicalis e C. glabrata,
entre outras, tém sido descritas®’. A erradicacdo dessas
leveduras é problemdtica, com recorréncias freqiientes,
e a espécie C. albicans é prevalente tanto na colonizac¢do
quanto nas doengas®.

Para impedir a proliferacdo e progressdo de candi-
dfases localizadas e disseminadas, foram desenvolvidas
defesas imunolégicas humoral e celular contra esta
levedura, sendo a resposta celular a mais apropriada
para a erradicagdo de C. albicans. Entretanto, vdrios
estudos demonstram a evidéncia de mecanismos de
defesa inerentes 2 mucosa por tecido linféide associado
a mucosa. Dentre os mecanismos envolvidos na defesa,
as imunoglobulinas da classe IgA presentes nas secre-
¢oes e saliva desempenham papel fundamental. Nas
formas de infeccoes por Candida, que estdo limitadas a
superficie epitelial, a IgA secretora (IgAs) age causando
agregacdo de fungos e estes anticorpos especificos para
C. albicans e podem inibir sua aderéncia as células epi-
teliais da mucosa, o que, conseqiientemente, impede a
sua prolifera¢ao’!.

A identificagdo de IgA na superficie de células de C.
albicans em pacientes com sinais clinicos de candidfase
pode ser uma forte evidéncia de seu papel na protecio
contra a doenca, podendo ser utilizada, inclusive, como
forma de diagndstico'”.

O objetivo do presente trabalho foi correlacionar
a presenga de leveduras do género Candida na cavidade
bucal e vaginal de mulheres com e sem CVV, assim como
as diferentes espécies nestes dois sitios, com os niveis de
IgA presentes na saliva.

Métodos

Foram convidadas a participar do trabalho pacientes do
género feminino que realizavam exames de rotina na Clinica
de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitdrio de
Taubaté (HUT) da Universidade de Taubaté (UNITAU).
O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UNITAU (protocolo
n°. 353/03). A coleta foi realizada ap6s leitura do termo
de consentimento livre e esclarecido pelas pacientes que
concordaram em participar da pesquisa.

Das 51 pacientes examinadas, 13 apresentaram
quadro clinico e microbioldgico sugestivo de CVV e 38
pacientes ndo apresentaram esses sinais. Os critérios de
inclusdo para o grupo de CVV foram presenca de secrecio
esbranquigada, placas brancas aderidas @ mucosa, eritema
e prurido e também exame microbioldgico comprovando
a presenca de leveduras do género Candida.

Foi coletada amostra de secre¢do vaginal utilizando
swab estéril embebido em solugdo fisiolégica (NaCl
0,85%) por meio de movimentos circulares na regido
cérvico-vaginal. Apés a coleta, o swab foi imerso em tubo
contendo 2 mL de solucio fisiol6gica, também estéril. A
coleta deste material foi realizada pelo médico do Servigo
de Ginecologia responsavel pelo atendimento da paciente,
ap6s avaliago clinica.

Foram coletados 2 mL de saliva em coletor plastico
universal estéril sem estimulo prévio. Uma parte das
amostras coletadas foi utilizada para cultivo de Candida,
e 1 mL foi armazenado em flaconetes contendo 20 puL
de fenilmetilsulfonil fluoride (Sigma®) para inibi¢do de
enzimas salivares e 20 pL de azida sédica (Difco) e foram
armazenados em freezer a -20°C para posterior investi-
gagdo de IgA. A seguir, o material coletado foi enviado
ao Laboratério de Microbiologia do Instituto Bdsico de
Biociéncias da UNITAU, respeitando-se periodo maximo
de trés horas entre coleta e processamento das amostras.

Aliquotas de 0,1 mL das amostras de saliva e de
secre¢do vaginal puras e diluidas 1/10 e 1/100 foram
semeadas, em duplicata, em dgar Sabouraud dextrose
(DAS) acrescido de 0,1 mg/mL de meio de cultura de
cloranfenicol (Quemicetina succinato, Carlo Erba®). Apés
o crescimento das coldnias caracteristicas foram realizados
esfregacos que foram corados pelo método de Gram e as
mesmas coldnias foram contadas nas placas que continham
entre 30 e 300 colonias. Apés célculo das dilui¢des, foi
obtido o nimero de unidades formadoras de col6nias por
mililitro (ufc/mL). As coldnias sugestivas foram repicadas
em tubos contendo DAS para a obtengdo de cultura pura.
Posteriormente, as col6nias foram identificadas por meio
de provas morfolégicas (formagio de tubo germinativo
em soro estéril de coelho e produc¢io de clamidoconideo
em microcultivo em meio dgar-fubd Tween 80) e provas
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bioquimicas (fermentagdo e assimilagdo de carboidratos)
de acordo com Sandven'.

Para dosagem de IgA salivar anti-Candida, foram
sensibilizadas duas placas de microcultivo de pldstico
flexivel e fundo chato (Hemobag®) de 96 pogos, com
antigeno de parede de C. a/bicans preparado a partir de
amostra padrio (ATCC- 18804) segundo Koga-Ito'*. Este
antigeno foi diluido em tamp@o carbonato-bicarbonato
na concentra¢io 15 mg/mL. A seguir, as placas foram
incubadas em estufa a 37 °C por duas horas e foram
armazenadas a 4 °C por 48 horas. Apés esse periodo, as
placas foram lavadas com solugio fisioldgica tamponada
com fosfato (PBS) e bloqueadas com 0,5% de gelatina
em PBS, por 45 minutos a 37 °C. Em seguida, foram
lavadas cinco vezes com PBS 0,2% Tween 20 (PBS-T). As
amostras de saliva foram diluidas (1/10; 1/20; 1/40) em
PBS-T gelatina e foram colocados 100 UL das diluicdes
nos orificios das placas, as quais foram incubadas a 37 °C
por duas horas e, logo apéds, lavadas com PBS-T. Os testes
foram feitos em duplicatas. A seguir, foram adicionados
50 UL do conjugado anti-IgA humana (Sigma®), marca-
do com peroxidase na concentragdo 1/1.000, e as placas
foram novamente incubadas a 37 °C por uma hora e, em
seguida, lavadas com PBS-T. Para verificar a reacdo, foi
adicionado, em cada orificio, 100 pL de reagente composto
de 36 mL de tampdo citrato 4cido citrico 0,1 M, 24 mg
de ortofenildiamina (Sigma®) e 30 pL de H, 0, a 30%.
A reacido foi revelada e, ap6s dez minutos, foi bloqueada
com 4cido sulftrico 2,5 N. As densidades 6pticas (DO)
foram lidas no leitor de Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay (ELISA, modelo 3550, BioRad®) com comprimento
de onda de 490 nm.

Os dados obtidos na anélise de IgA salivar do Grupo
Controle e do grupo de pacientes com candidose clinica
foram avaliados e comparados por andlise estatistica, uti-
lizando o teste 7 de Student, (programa Epi-Info 2002),
adotando-se o nivel de significincia p<0,05.

Resultados

Das 51 mulheres avaliadas, 13 (25,5%) apresenta-
ram diagnostico clinico de CVV, e destas, cinco (9,8%)
apresentaram leveduras do género Candida também na
cavidade bucal. Nio foi observada a presen¢a do fungo
em 23 (45,1%) mulheres nos sitios mucosos estudados.
Pdde-se observar também que, das 15 mulheres sem
clinica de CVV, 11 (73,3%) apresentaram a levedura na
cavidade bucal, quatro (26,7%) na mucosa vaginal e trés
(20%) em ambos os sitios.

Foram isoladas 36 cepas de Candida nas mulheres
avaliadas. A espécie prevalente foi C. albicans (83,33%)
em ambas as mucosas, tanto nas mulheres com CVV
quanto nas que nao apresentaram este quadro clinico. A
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Tabela 1 - Médias e desvios padrdo dos densidades épticas de IgA salivar em mulheres
com ou sem leveduras do género Candida na cavidade bucal e vaginal

Presenca de Candida n Média Desvio padréo
Cavidade bucal 8 0,674063 0,502411
Cavidade vaginal 12 0,373708* 0,273091
Cavidade bucal e vaginal 8 0,391250* 0,258353
Avséncia de Candida 23 0,636326 0,452448

*Diferenca significante em relacdo ao Grupo Auséncia de Candida.

Tabela 2 - Médias e desvios padrio das densidades opticas de IgA salivar em mulheres
com e sem candidiase vulvo-vaginal (C(W) e sua correlagio com presenca de leveduras
do género Candida na vagina

Candidiase vulvo-vaginal n Média  Desvio padrio
Com CVV 13 033 0,25
Sem CVV e com Candida na vagina 15 0,57* 0,41
Sem CVV e sem Candida na vagina 23 0,63* 0,45

*Diferenca significante em relacdo ao grupo com CVV.

outra espécie isolada, em menor propor¢io, foi Candida
tropicalis (16,66%), presente na vagina de quatro pacientes
(11,1%) e na cavidade bucal de uma (2,8%) mulher com
CVV. C. tropicalis foi isolada também da cavidade bucal
de uma (2,8%) paciente sem CVV.

Os dados obtidos por meio da DO para quantificagiao
de anticorpos IgA anti-Candida revelaram que pacientes
com diagnoéstico clinico de CVV apresentaram niveis mais
baixos de IgA na saliva (DO=0,34) quando comparados
com os dados obtidos de pacientes sem CVV com presenga
de Candida na vagina (DO=0,57), e pacientes sem CVV
e sem Candida na vagina (DO=0,63); estas diferengas
foram significativas (Tabelas 1 e 2).

No Grupo Controle, sete mulheres (18,4%) apre-
sentavam colonizagdo por leveduras na mucosa vaginal
e 11 (21,6%), na cavidade bucal. No grupo com CVV,
cinco mulheres (9,8%) apresentaram leveduras do género
Candida na saliva.

A média de ufc/mL de leveduras do género Candida
no grupo com CVV, nas secrecdes salivares e vaginais,
foram respectivamente de 6.030 e 52.723 (Tabela 3). No
Grupo Controle, a média de ufc/mL encontrada na secrecio
vaginal foi de 1.973 e na saliva, 1.920 — sem diferenca
significante. No entanto, houve diferenca significante
quando se comparou a quantidade de Candida na vagina
nos Grupos CVV e Controle.

Discussao

A presenca de leveduras do género Candida no
ambiente vaginal e também em outras mucosas, como
a oral, em tdo larga escala na populagdo, permite classi-
ficar este microrganismo como sapréfita, ou seja, a sua
presenca nestas mucosas nao significa necessariamente
doenca. Entretanto, estudos demonstraram que 75% das




Tabela 3 - Unidades formadoras de colénias de leveduras do género Candida coletadas da cavidade bucal e da vagina de mulheres com e sem candidiase vulvo-vaginal (CVV)

Com CVV (n=13)

Sem CVV (n=15)

Mulheres Mulheres
Candida na boca Candida na vagina Candida na boca Candida na vagina
1 23.050 92.750 1 490 8.625
2 g 62.750 2 4.000
3 3.100 93.000 3 1.700
4 201.500 4 7.250 83
5 600 10.000 5 360
6 300 20.000 6 2.350
7 45.500 7 120
8 49.500 8 400 s
9 39.500 9 2.350 1.275
10 3.100 24.650 10 700
11 g 13.600 1 1.400
12 g 18.150 12 - 825
13 g 17.350 13 - 1.475
14 14 - 80
15 15 - 1.450
Média+dp 6.030+9.607 52.942+52.723* Média-+dp 1.920+2.120 1.973+2.993

*Diferenca significativa em relagdo & presenca de Candida na vagina das mulheres sem CVV.

dp=desvio padrdo

mulheres assintomdticas com colonizagdao por Candida,
em algum momento, deverdo apresentar algum episédio
de infeccdo clinica no decorrer de sua vida, e 40% terdo
um segundo episédio®.

No presente trabalho, observou-se que 18,4% das
pacientes do Grupo Controle (assintomdticas) apresentaram
Candida na mucosa vaginal, com taxas de ufc/mL menores
quando comparadas ao grupo com CVV, demonstrando a
colonizagdo desta mucosa por esse fungo e a sua participa-
¢do na microbiota residente, sem entretanto causar dano.
Os dados obtidos estdo de acordo com outro estudo, no
qual se demonstrou cultura positiva para C. albicans em
mulheres sauddveis.

Diferentes espécies de cultura para leveduras do género
Candida apresentam potencial patogénico para seres humanos
e animais, mas a espécie C. a/bicans apresenta maior varieda-
de de fatores de viruléncia, sendo prevalente nas mucosas,
com médias de 50 a 80% do total de cepas isoladas, sendo,
portanto, considerada a espécie mais patogénica®®’1¢17,

C. albicans foi a espécie mais prevalente em ambos
os grupos do novo estudo, tanto na secre¢iao vaginal
quanto na saliva, concordando com dados da literatura
que demonstraram que, dentre os diversos fatores que
influenciam a prevaléncia de C. albicans nas mucosas,
destacam-se a sua maior habilidade e a capacidade de
aderéncia a vdrios receptores celulares'®!. Entretanto,
a aderéncia, fase essencial para a levedura progredir no
processo de coloniza¢io e infec¢do, pode ser impedida ou
diminuida pelas defesas dos organismos na mucosa, por
intervengdo das IgAs que promovem a neutraliza¢do do
fungo pela ligagdo em suas adesinas, bloqueando, conse-
qiientemente, sua liga¢do a receptores celulares®.

A IgAs protege a mucosa do contato com o microrga-
nismo antes de sua penetragdo, formando complexo Ag-Ac,
que é removido pela secrecdo de mucina proveniente de
tecidos glandulares localizados em vdrios sitios da mu-
cosa’’. Demonstrou-se que existe uma resposta local com
producio de IgA anti-Candida em pacientes com cultura
positiva para a levedura?’; sugerindo que a sintese de
anticorpos associada as mucosas estaria sendo estimulada
na vigéncia de uma maior quantidade de leveduras ou
de infec¢do ativa, ao passo que a resposta sistémica pode
refletir uma exposi¢do anterior e estd mais acentuada em
pacientes com cultura negativa.

Gregory e Allansmith®® demonstraram que a presenca
de antigenos em determinados sitios induzem grande
expressdo clonal, que resulta em niveis elevados de an-
ticorpos IgA no local e em outros sitios ndo expostos ao
antigeno simultaneamente. Este fato ndo foi observado no
presente estudo, no qual mulheres com CVV apresentaram
maior quantidade de leveduras do género Candida, tanto
na cavidade vaginal quanto na saliva, e menores concen-
tragdes de IgA, demonstrando o importante papel deste
anticorpo no equilibrio da relagdo parasita-hospedeiro,
pois sua diminui¢do provavelmente favoreceu a prolife-
ragdo do microrganismo presente, passando do estdgio de
colonizagdo a infecgdo.

Em contrapartida, nas pacientes do Grupo Controle,
as médias de ufc/mL de leveduras do género Candida,
tanto na saliva quanto na secre¢io vaginal, foram mais
baixas, e a concentra¢do de IgA salivar mostrou-se mais
elevada — o que provavelmente conferiu prote¢do nestes
sitios, impedindo a adesio das células leveduriformes a
mucosa.
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Pacientes com papilomavirus humanos (HPV)
genital apresentaram niveis mais baixos de IgA salivar
quando comparados aos niveis de IgA do grupo de
pacientes sem HPV?!, sugerindo que a baixa produc¢io
destes anticorpos nas mucosas predispde a implanta¢do
de patégenos.

Demonstrou-se também que IgAs anti-Candida da
saliva e do leite bovino promoveram a inibi¢do da aderéncia
deste microrganismo em cultura de células epiteliais®.
Estes autores observaram também que o componente
secretor desta imunoglobulina pode se ligar a C. a/bicans
de forma ndo imune, ajudando no processo de inibigdo
da aderéncia.

Apesar de a imunidade adquirida mediada por células
com elevada sintese de IL-2 durante o inicio da infec¢do
ser essencial para eliminagdo de Candida das mucosas do
hospedeiro®, o aumento do nivel de anticorpos nas mucosas
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