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Caracterizacao de leveduras isoladas da vagina e sua associacao com
candidiase vulvovaginal em duas cidades do sul do Brasil

Characterization of yeasts isolated from the vagina and their association with
vulvovaginal candidiasis in two cities of the South of Brazil

Magda Helena S. H. Ferrazza!, Marcia L. Ferrarezi Maluf', Marcia Edilaine Lopes Consolaro?,
Cristiane Suemi Shinobu??, Terezinha Inez Estivalet Svidzinski?, Marcia Regina Batista

RESUMO

Objetivos: avaliar a distribuicdo de espécies de leveduras isoladas da vagina em duas localidades do sul do Brasil e
comparar o perfil de suscetibilidade in vitro destas leveduras a antifungicos usados na pratica clinica. Métodos: todas as
mulheres atendidas entre janeiro e junho de 2004 para exames rotineiros de amostras vaginais, independente de serem
sintomaticas ou ndo, foram incluidas neste estudo. Foram excluidas as que apresentavam imunodeficiéncias como AIDS ou
outras infec¢des genitais. Amostras de contetido vaginal dessas mulheres (Jaragua do Sul - SC (n=130) ¢ Maringa — PR
(n=97)) foram cultivadas. As leveduras isoladas foram identificadas e submetidas ao teste de suscetibilidade aos antifiingicos
fluconazol, nistatina ¢ anfotericina B. Resultados: a freqiiéncia de cultura positiva para levedura foi semelhante nas duas
localidades, aproximadamente 24%. Candida albicans foi a espécie prevalente, mas sua freqiiéncia diferiu: em SC correspondeu
a77,4% das leveduras e foi a mais freqiiente tanto nas mulheres sintomaticas quanto nas assintomaticas. Ja no PR foi 50,0%,
com predominio mais evidente nos casos sintomaticos. Observamos altos indices de suscetibilidade ao fluconazol e
anfotericina B, porém 51,1% das leveduras apresentaram suscetibilidade dependente da dose (S-DD) para nistatina. C.
albicans mostrou maior tendéncia de resisténcia a nistatina (52,8% de S-DD) do que as espécies ndo-albicans (44,4%).
Conclusdes: nossos dados mostram diferengas regionais quanto a espécie de levedura em amostras vaginais. Sugerem que
a determinagao da espécie pode ter implicacao clinica, considerando as diferengas quanto a suscetibilidade, principalmente
a nistatina, e que poderiam ter importancia no manejo da candidiase vulvovaginal.
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ABSTRACT

Purpose: to evaluate the distribution of yeast species isolated from the vagina in two cities of the South of Brazil and
compare the in vitro susceptibility profile of these yeasts against some antifungals, which are used in clinical routine.
Methods: all women attended from January to June 2004 for vaginal routine examinations, independent of being symptomatic
or not were included in the study. Only those who presented immunodeficiency like AIDS or any other genital infection were
excluded. Samples of vaginal discharge from the women (Jaragua do Sul - SC (n=130) and Maringa - PR (n=97)) were
cultivated. The yeasts were identified and submitted to the susceptibility test against the antifungals fluconazole, nystatin
and amphotericin B. Results: the frequency of positive cultures for yeasts was the same in both cities; C. albicans was the
most prevalent species (about 24%), but its frequency was different: in SC it corresponded to 77.4% of the yeasts both in
symptomatic and asymptomatic women and in PR it was 50.0% with predominance in symptomatic women. We observed
high rates of susceptibility to fluconazole and amphotericin B, but 51.1% of the yeasts presented dose-dependent
susceptibility (DDS) to nystatin. C. albicans showed a higher tendency to be nystatin resistant (52.8% DDS) than non-
albicans species (44.4%). Conclusions: our data showed geographic differences among the species of yeasts isolated from
the vagina and suggest that this fact has clinical relevance considering the differences in susceptibility, especially regarding
nystatin, which could be important for the management of vulvovaginal candidiasis.
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Introdugao

A candidiase vulvovaginal (CVV) € inflama-
cdo da mucosa genital, que compromete princi-
palmente vulva e vagina, desenvolve-se em de-
corréncia de infeccao por leveduras, as quais po-
dem ser habitantes normais dessas mucosas. A
CVV esta entre os principais problemas ginecolo-
gicos que afetam mulheres em idade reprodutiva,
atingindo milhares de pessoas no mundo todo. Sua
prevaléncia parece ter aumentado nos ultimos
anos: a freqiiéncia de CVV entre pacientes aten-
didas no ambulatério de Ginecologia e Obstetricia
da Faculdade de Medicina do Triangulo Mineiro
aumentou gradativamente em quatro décadas,
evoluindo de 0,5% em 1968 para 22,5% em 1998,
época em que se tornou a causa mais comum de
infeccao vaginal®.

Estima-se que cerca de 75% das mulheres
adultas apresentem pelo menos um episédio de
vulvovaginite fingica em sua vida, sendo que des-
tas, 40 a 50% vivenciam novos surtos e 5% tor-
nam-se recorrentes (CVVR). Por outro lado, estu-
dos indicam que 20 a 25% das mulheres saudaveis
e completamente assintomaticas apresentam cul-
turas de secrecao vaginal positivas para leveduras?.

Segundo Sobel?, 80 a 90% dos casos de CVV
sao devidos a espécie Candida albicanse 10 a 20%
a outras espécies chamadas C. nao-albicans (C.
tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis).
Entretanto, tem sido observado aumento na fre-
quéncia de isolamento de leveduras C. ndo-albicans
em algumas populacdes. A maior preocupacao re-
side no fato de que essas outras espécies, em ge-
ral, tendem a ser mais resistentes aos antifingicos.

As leveduras sdo carreadas para a vagina
por meio de processo de autotransmisséo a partir
da regido perianal, tendo como fonte a microbiota
normal do préprio intestino ou a troca com o par-
ceiro por via sexual. Entretanto, estes microrga-
nismos costumam permanecer abrigados na
mucosa vaginal apenas como colonizantes e, uma
vez encontrando condicbdes apropriadas, aceleram
o processo de multiplicacdo e expressam fatores
de viruléncia, culminado com a invasao da mucosa
e ocasionando a CVV sintomatica®.

Geralmente a CVV se desenvolve quando o
pH vaginal diminui devido ao aumento da quanti-
dade de glicogénio, principalmente no periodo pré-
menstrual?. Rosa e Rumel* associaram a vulvova-
ginite por Candida com ciclos menstruais regula-
res. Outros fatores considerados predisponentes
para o desenvolvimento de CVV incluem: diabete
melito e uso de antibi6ticos de largo espectro, de
corticoides e de anticoncepcionais orais. Parecem

contribuir também gravidez, habitos higiénicos e
vestuario inadequado, como roupas muito justas
ou de fibras sintéticas®. Contudo, a fisiopatogenia
da CVV constitui intrincado mecanismo que en-
volve também a resposta do hospedeiro, além da
espécie de levedura isolada, fatores que ainda nao
estdo totalmente esclarecidos®.

Para o tratamento de CVV tém sido empre-
gados os agentes imidazolicos e triazolicos, entre
eles fluconazol, miconazol, clotrimazol, itraconazol
e cetoconazol, além dos agentes poliénicos
(nistatina e algumas formulacées contendo
anfotericina B). Contudo, ndo ha consenso sobre
a superioridade de um em relacdo ao outro, o que
se deve, em parte, as dificuldades de aplicacao de
uma metodologia padronizada para teste de
suscetibilidade in vitro e conseqliente escassez de
publicacoes sobre as atividades dos antifngicos
mais utilizados’. Existem também muitas duavi-
das quanto a aplicabilidade clinica dos resultados
obtidos em testes de suscetibilidade aos
antifangicos realizados in vitro, pois ha dificulda-
de na comprovacao da correlacao desses resulta-
dos com a eficacia terapéutica.

Tendo em vista estas consideracoes, o pre-
sente trabalho teve como objetivo avaliar e com-
parar a distribuicao de leveduras C. albicans e C.
nao-albicans isoladas da vagina em Jaragua do Sul
- SC e em Maringa - PR, bem como determinar a
suscetibilidade in vitro de algumas destas levedu-
ras a antifingicos usados na pratica clinica.

Pacientes e Métodos

Este é um trabalho experimental prospectivo
realizado com amostras de contetido vaginal obti-
das de mulheres oriundas do servico publico de
saude (SUS) atendidas em duas localidades do sul
do Brasil. Participaram 130 pacientes atendidas no
Laboratério Santa Helena da cidade de Jaragua do
Sul - SC e 97 no Laboratoério de Ensino e Pesquisa
em Analises Clinicas (LEPAC) da Universidade Es-
tadual de Maringa, Maringa - PR. Todas as mulhe-
res que compareceram a um dos dois laboratérios
para realizacao de exames laboratoriais rotineiros,
no periodo entre janeiro e junho de 2004, foram
convidadas a participar do estudo, autorizando a
realizacao de cultura para leveduras. As voluntari-
as eram encaminhadas por médicos de unidades
basicas de saude para submeter-se a exames labo-
ratoriais do contetudo vaginal, independente de
apresentarem ou néo sintomas de CVV. Foram ex-
cluidas as pacientes que apresentaram histoéria
prévia de doenca associada com imunodeficiéncia,
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inclusive AIDS, ou outra infeccdo no trato genital.
Os resultados apresentados sao referentes as 55
que tiveram cultura positiva para leveduras. Cada
paciente, apos ser esclarecida sobre a pesquisa,
expressou seu consentimento por escrito como exi-
gido pela Comissao de Etica em Pesquisa com Se-
res Humanos da Universidade Estadual de Maringa
(parecer n° 013/2002). Todas responderam ques-
tionario padronizado que continha informacoes re-
lacionadas com sintomas de candidiase
vulvovaginal®?®.

A populacao de estudo foi dividida em dois
grupos, conforme os critérios definidos por Lopes-
Consolaro et al.®: assintomaticas: mulheres com
auséncia de sintomas (corrimento caracteristico,
prurido vulvovaginal, ardéncia vulvovaginal,
disuria e dispaurenia) (grupo AS); sintomaticas:
mulheres que apresentaram dois ou mais desses
sintomas (grupo S1).

O item corrimento caracteristico (branco
flocoso ou leitoso) foi classificado como presente
ou ausente por um profissional da saude
(biomédica), no momento da coleta das amostras,
conforme o descrito por Odds et al.’.

Amostras cérvico-vaginais foram coletadas
com auxilio de swab vaginal e espéculo vaginal
descartavel (Vagispec) e imediatamente
semeadas em placas de Petri contendo meio de
cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA-Merck)
acrescido de 100 mg/mL de cloranfenicol. As pla-
cas foram incubadas a 25°C por até cinco dias'®.
As amostras com crescimento de leveduras e que
haviam sido colhidas no Laboratério Santa Hele-
na foram enviadas ao LEPAC para identificacao

das mesmas. Um pool das colonias crescidas fo-
ram subcultivadas em CHROMagar Candida®
(Probac, Franca) para investigacao da pureza da
cultura e cor das colonias. As leveduras cresci-
das neste meio seletivo diferencial foram
identificadas de acordo com a metodologia clas-
sica: caracteristicas macromorfolégicas,
micromorfologia em agar fuba, capacidade de pro-
duzir tubo germinativo, além de provas bioquimi-
cas e fisiologicas como assimilacdao e fermenta-
céo de carboidratos, assimilacao de nitrogénio e
producédo da enzima urease'®.

A concentracao inibitéria minima (CIM) de
cada antifungico foi determinada pelo método da
microdiluicao em caldo, de acordo com as normas
de padronizacao publicadas no documento M-27T
pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)''. Os antifingicos testados fo-
ram nistatina, fluconazol e anfotericina B.

Resultados

A frequiéncia de cultura positiva para leve-
duras em Jaragua do Sul - SC foi de 31 pacientes
(23,8%), das quais 6 foram assintomaticas e 25
sintomaticas. Em 77,4% dos casos positivos foi iso-
lado C. albicans (24/31) e as espécies C. ndo-
albicans se distribuiram como segue: 13,0% C.
glabrata (4/31), 6,4% C. guilhermondii(2/31) e 3,2%
C. parapsilosis (1/31). A distribuicao dessas leve-
duras de acordo com os grupos de sintomas pode
ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuigdo das leveduras isoladas de secregdo vaginal nas duas populagdes conforme presenca ou ndo de sintomatologia.

Leveduras SC PR
Assintomaticas Sintomaticas Assintomaticas Sintomaticas Total
n % n % n % n % n %

C. albicans 6 100,0 18 72,0 6 40,0 6 66,7 36 65,4
C. glabrata - - 4 16,0 - - - - 4 7,3
C. guilhermondii - - 2 8,0 3 20,0 2 22,2 7 12,7
C. parapsilosis - - 1 40 - - - - 1 1,8
C. tropicalis - - - - 1 6,7 - - 1 18
C. glabrata - - - - 1 6,7 - - 1 1,8
C. lusitaneae - - - - 1 6,7 1 1,1 2 3,6
Rhodotorula sp - - - - 2 13,3 - - 2 3,6
Trichosporon asahii - - - - 1 6,7 - - 1 1,8
Total 6 100,0 25 100,0 15 100,0 9 100,0 55 100,0

SC = Santa Catarina; PR = Parana.
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Em Maringa - PR, a freqiiéncia de cultura
positiva para leveduras foi de 24 pacientes (24,7%),
das quais 15 foram assintomaticas e 9 sintomati-
cas. Em 50,0% dos casos positivos foi isolado C.
albicans (12/24) e as espécies C. ndo-albicans se
distribuiram como segue: 20,8% C. guilhermondii
(5/24), 8,3% Rhodutorula sp (2/24), 8,3% C.
lusitaneae (2/24), 4,2% C. tropicalis (1/24), 4,2%
Trichosporon asahii (1/24) e 4,2% C. glabrata (1/
24). A distribuicao dessas leveduras de acordo com
os grupos de sintomas pode ser observada na Ta-
bela 1.

Teste de suscetibilidade aos antifangicos foi
realizado em 45 leveduras, as quais apresenta-
ram condicoes de cultivos compativeis com as exi-
géncias para a execucao do teste. A variacao da
concentracéo inibitéria minima foi de 0,25 a 16,0
pg/mL para o fluconazol: 2,0 a 8,0 ug/mL para
nistatina e 0,25 a 1,0 ug/mL para anfotericina B.
A Tabela 2 mostra a distribuicao desses resulta-
dos conforme a espécie de levedura.

Tabela 2 - Perfil de susceptibilidade in vitro de 45 leveduras isoladas de fluido vaginal.

Leveduras (n) Variagdo das CIMs (ug/mL)

Fluconazol Nistatina  Anfotericina B
C. albicans (36) 0,25-8 4-8 0,251
C. glabrata (5) 4-16 2-8 0,25-1
C. guilhermondii (2) 0,51 4-8 0,25-1
C. tropicalis (1)* 2 8 0,5
C. parapsilosis (1)* 4 2 0,5

Teste de suscetibilidade: método da microdiluicdo em caldo, realizado em duplicata.
CIM = concentragao inibitéria minima.

Os valores correspondem respectivamente a menor e & maior CIM de cada droga
necessaria conforme a espécie de levedura.

*N&o foi possivel mostrar a variagdo da CIM porque havia somente uma amostra de cada
uma dessas espécies (C. tropicalis e C. parapsilosis).

Nao foram observados isolados resistentes
a nenhum dos antifangicos testados, anfotericina
B também nao apresentou resultados intermedia-
rios ou suscetibilidade dependente da dose (S-DD).
A Tabela 3 mostra a distribuicdo dos isolados sen-
siveis e intermediarios em relacdo ao fluconazol
e nistatina. Foi elevada a freqtiéncia de S-DD para
a nistatina, particularmente entre as cepas de C.
albicans (52,8%).

Discussao

No presente estudo, C. albicans foi a levedu-
ra mais freqiiente nas duas populacoes. Em SC
representou 77,4% dos isolados, ao passo que no

PR essa porcentagem foi de 50,0%. Segundo
Corsello et al.!?, alguns estudos mostram que a
distribuicao das espécies de leveduras no sitio
vaginal é variavel. Esses autores consideram tais
resultados discordantes entre si e atribuem o fato
a variacoes metodologicas. Contudo, a discrepan-
cia observada neste estudo é intrigante, uma vez
que para as duas populacoes foi seguido o mesmo
protocolo, executado pela mesma equipe. Assim,
nossos achados parecem sugerir que entre os fa-
tores epidemiologicos deva ser considerada tam-
bém a variacado conforme a localizacao geografica.
Salientamos que Rosa e Rumel obtiveram fre-
quéncia de 96% para C. albicans em material va-
ginal obtido em outra populacao de SC. Por outro
lado € possivel admitir que em Maringa esteja se
confirmando a tendéncia de aumento no isolamen-
to de leveduras C. ndo-albicans, como em outras
populacoes”™!®. Lopes-Consolaro et al.® ja haviam
encontrado resultados semelhantes em outro es-
tudo realizado nesta cidade.

Tabela 3 - Numero (n) e porcentagem (%) de isolados considerados sensiveis (S) ou
intermediarios (S-DD)*, segundo NCCLS** (1997)".

Fluconazol Nistatina
S S-DD S S-DD
n % n % n % n %
C. albicans 36/36 (100,0) 0 17/36 (47,2) 19/36 (52,8)
C. ndo-albicans ~ 8/9 (88,9) 1/9 (11,1) 5/9 (55,6)  4/9 (44,4)
TOTAL 44/45 (97,8) 1/45 (2,2) 22/45 (48,9) 23/45 (51,1)

*S-DD = suscetibilidade dependente da dose (intermediaria)

**NCCLS = National Committee for Clinical Laboratory Standards.

Valores de corte: fluconazol: S <8,0 ug/mL; S-DD 16,0-32,0 ug/mL; Nistatina: S, 4,0 ug/mL; S-
DD, 8,0-32,0 ug/mL.

Houve diferencas também no que se refere
ao isolamento de leveduras conforme o quadro cli-
nico. Em SC, C. albicans foi a mais prevalente
nas duas condicoes clinicas, ao passo que no PR,
o predominio foi mais evidente nos casos sinto-
maticos (6/9) do que nas assintomaticas (6/15).
Lope-Consolaro et al.® e Dan et al.!® também as-
sociaram a presenca de sintomas de CVV com o
isolamento de C. albicans e de outras espécies de
leveduras com a auséncia de sintomas. Outros
autores também tém associado espécies C. ndo-
albicans a auséncia de sintomas ou a
vulvovaginites brandas?3.

Varios autores descrevem C. glabrata como
a segunda levedura mais freqliente, precedida
apenas por C. albicans'*. Em SC isto também ocor-
reu, porém no PR esta levedura nao foi isolada,
reforcando a hipétese da variabilidade regional.

O tratamento da CVV normalmente é

Rev Bras Ginecol Obstet. 2005; 27(2): 58-63



62 Ferrazza MHSH, Maluf MLF, Consolaro MEL, Shinobu CS, Svidzinski TIE, Batista MR

empirico, porém as recidivas frequientes refletem
preocupacao desde longa data quanto a eficacia
desses tratamentos. Além disso, muitas pacien-
tes nao respondem a terapéutica inicial. Nesse
sentido justifica-se a investigacdo quanto a possi-
vel resisténcia das leveduras aos antifungicos.
Contudo, havia controvérsia em relacao a relevan-
cia clinica dos resultados obtidos com testes de
sensibilidade in vitro aos antifingicos antes de
surgirem as normas de padronizacdo preconiza-
das pelo NCCLS e publicadas no documento M27-
All, Esta padronizacao foi aceita universalmente
devido a sua elevada correlacao com os efeitos
biologicos in vivo, entretanto sua aplicacao clinica
ainda é restrita. Embora sua utilizacao rotineira
em laboratorios de analises clinicas seja limitada
pelo elevado custo e execucao técnica trabalhosa,
é empregada em atividades de pesquisa, contri-
buindo para ampliar os conhecimentos sobre a
expectativa com o tratamento das candidiases.

De modo geral, as leveduras por nos estu-
dadas exibiram altos indices de sensibilidade aos
trés antifangicos testados (Tabelas 2 e 3), coin-
cidindo com o descrito por Ribeiro et al.!, que
realizaram o primeiro estudo brasileiro sobre
suscetibilidade in vitro com leveduras isoladas de
amostras vaginais.

Confirmando a boa expectativa em relacao
ao fluconazol, observou-se que esta droga foi efi-
ciente mesmo em pequenas concentracdes e sua
CIM foi a que exibiu maior variacao (0,25 a 16,0
ug/mlL). Além disso, conforme a Tabela 3, nao
se observou S-DD em nenhuma das amostras
de C. albicans e, nas de C. glabrata, somente 1/
5 (20%) mostrou sensibilidade intermediaria a
esta droga.

Por outro lado, foi encontrada alta freqiién-
cia de leveduras S-DD para nistatina, totalizando
23 isolados (51,1%), sendo 19 C. albicans (86,6%)
e 4 C. nao-albicans. Estes dados indicam a neces-
sidade de doses terapéuticas mais elevadas des-
ta droga para atingir resposta clinica satisfatoria.
Resultados semelhantes quanto a auséncia de re-
sisténcia de leveduras vaginais e alta freqtién-
cia de isolados S-DD para nistatina foram obtidos
por Lopes-Consolaro et al.'¢. E importante salien-
tar que a nistatina é droga antifingica largamen-
te utilizada em formulacoes topicas, € de baixo
custo e esta disponivel no servico publico. Nossos
dados refletem a baixa expectativa terapéutica
com nistatina observada pelas pacientes nos ul-
timos anos.

Todas as 45 leveduras testadas foram sen-
siveis a anfotericina B, o que era de se esperar,
uma vez que este antifingico € um dos mais efi-
cazes disponiveis no mercado. Este medicamento
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€ empregado algumas vezes em formas farmacéu-
ticas de uso topico com atividade unicamente lo-
cal nas mucosas, porém apresenta alta toxicidade
e sua indicacao deveria ser restrita as infeccoes
sistémicas.

Nossos resultados, aliados aos de Ribeiro et
al.!s, poderiam sugerir que a dificuldade no trata-
mento da CVV néo estaria somente relacionada a
suscetibilidade das leveduras aos antifingicos. E
possivel observar uma tendéncia das espécies C.
nao-albicans de dependerem de maiores concen-
tracoes de antifingicos para serem inibidas. Esse
dado fica claro considerando principalmente C.
glabrata diante do fluconazol. Notar que essa es-
pécie é freqientemente associada com resistén-
cia aos antifingicos também em infeccoes
urinarias e sistémicas, que costumam ser mais
bem estudadas do que CVV.

Observou-se, portanto, neste estudo que
existem variacoes na frequiéncia de isolamento
de leveduras C. albicans e C. nao-albicans em di-
ferentes populacoes e que, apesar de as mesmas
serem sensiveis aos antifungicos testados, ha in-
dicacao de menor sensibilidade em face da
nistatina, cuja dose deve ser bem avaliada na te-
rapéutica. Ja o fluconazol parece ser a droga de
escolha para o tratamento clinico, abrangendo to-
das as espécies de leveduras envolvidas em CVV.
Assim, nossos dados nos levam a sugerir que a
confirmacao laboratorial, incluindo a identifica-
cao das espécies fungicas e testes de suscetibili-
dade a antifingicos, poderia contribuir no manejo
da CVV, levando em conta diferencas encontra-
das quanto as espécies isoladas em diferentes
populacoes e a resposta diferenciada destas leve-
duras aos antifangicos mais empregados na pra-
tica clinica.
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