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Resumo

OBJETIVO: caracterizar fenotipicamente leveduras isoladas do contetdo vaginal de 223 mulheres adulias, sinfomdticas
(S) e assintomdticas (A) para vulvovogmife, e deferminar os indicadores clinicos que possivelmenfe levam co surgimento
de sinais e sinfomas relacionados ao acometimento da mucosa por essa patologia. METODOS: inicialmente foi aplicado
um questiondrio, com quesides abertas e fechadas, sobre dados clinicos epidemiolégicos. logo, ocorreu o diagnéstico
micolégico com semeadura em meio Chrom Agar Candida, identificagdo micromorfolégica e bioquimica. Métodos
especificos para defeccdo de fafores de viruléncia, proteinase e fosfolipase foram empregados. A andlise esfatistica das
variéveis foi estabelecida utilizando os testes 2 e %2 de Pearson. RESULTADOS: Candida albicans foi a espécie mais
prevalente (87%, S e 67%, Al, seguida de Candida glabrata (4%, S e 17%, Al. O nimero de mulheres que referiram
adogdo de anticoncepcionais foi mais alio enfre as sinfomdticas, /7%. Nos dois grupos estudados, em torno de 87%
apresentaram ciclos menstruais regulares, 57% das mulheres eram casadas com idade entre 30 a 40 anos. Em relagdo
a préticas sexuais, houve para parte das pacientes, concomiténcia entre os habitos, anal, oral e vaginal. Em relagdo a
fosfolipase, apenas Candida albicans produziu este fator de virulencia em 37,5%. A profeinase foi detectada em Candlida
albicans, Candida glabrata e Candida parapsilosis. Esse Gltimo fator de viruléncia esteve associado, principalmente, a
isolados de pacientes sintomdticas. CONCLUSOES: a colonizacdo e infeccdo da mucosa vaginal por levedura é real
com diversas espécies de Candida presentes. No entanto, Candida albicans se destaca como espécie prevalente em
mucosa vaginal de mulheres adulias. Fica evidente a emergéncia de espécies de Candida ndo albicans, algumas com
resisténcia infrinseca aos azdlicos, tais como Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida fropicalis, e Candida
guillermondii, o que pode ser explicado pelo uso inadequado de medicamentos e fratamento empirico.

Abstract

PURPOSE: fo characterize, phenotypically, yeasts isolated from the vaginal confent of 223 symptomatic (S) and asymptomatic
(A) adult women with vulvovaginitis, and to defermine the clinical indicators which may lead to the appearance of signs
and symptoms related fo the mucosa involvement by this pathology. METHODS: a questionnaire with open and closed
questions on epidemiological clinical data was applied initially. Then, mycological diagnosis with sowing in Chrom Agar
Candida was done, followed by micromorphological and biochemical identification. Specific methods for the detection
of the virulence factors, proteinase and phospholipase were employed. Statistical analysis was performed through %2 and
Pearson’s ? tests. RESULTS: the most prevalent species found was Candida albicans (87%, S and 67%, A) followed by
Candida glabrata (4%, S e 17% Al. The number of women reporting the use of contraceptives was higher among the
symplomatic, 77%. In the two groups studied, about 87% of the women presented regular menstrual cycles and 57% were
married with ages between 30 to 40 years old. Concerning the sexual practices, there has been concomitance among
anal, oral and vaginal habits from the patients. Only Candida albicans produced the virulence factor phospholipase in
37.5% of them. Proteinase has been detected in Candida albicans, Candida glabrata and Candida parapsilosis. This latter
virulence factor was mainly associated to isolates from symptomatic patients. CONCLUSIONS: it is a fact that the vaginal
mucosa can be colonized and infected by yeasts, with several Candida species present. Nevertheless, Candida albicans
is the most prevalent in the vaginal mucosa of adult women. It is evident the emergence of non-albicans Candida species,
some of them with infrinsic resistance to azolics, such as Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,
and Candida guillermondiii, which can be explained by the inadequate use of medicines and empirical freatment.
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Introducao

A candidfase vulvovaginal (CVV) é uma infec¢io
da mucosa genital’, causada por fungos leveduriformes?.
Esses micro-organismos sdo considerados oportunistas
porque em condi¢des propicias, como presenca de fatores
pré-disponentes locais ou sistémicos, podem proliferar e
desencadear processos infecciosos’.

A flora vaginal autéctone é complexa e sua composicao
varia de acordo com uma multiplicidade de acontecimen-
tos, como fatores hormonais; nimero de parceiros; uso de
contraceptivos orais; uso de antibioticoterapia; diabetes;
uso de preservativos; tabagismo e maus hdbitos em matéria
de higiene. Todos estes sdo considerados como fatores de
risco para o surgimento de infecgdes genitais®.

As cepas do género Candida podem ser encontra-
das como habitantes normais dessas mucosas: estando
presente em 20 a 80% da populagdo adulta sauddvel’.
Entretanto, sio detectados em 10% das mulheres na
pré-menopausa, 5 a 10% das menopausadas e em 30%
das gestantes®. Durante o periodo entre a menarca e a
menopausa, aproximadamente 75% das mulheres sofrem
ao menos um episédio de CVV. Dessas, 40% tiveram mais
de um episédio e 5% apresentam episédios de repeti¢do
com quatro ou mais eventos anuais, daf a designagao de
CVV recorrente’. As manifestacdes clinicas mais comuns
nesse tipo de infec¢do sdo disdria, hiperemia, ardéncia,
corrimento, prurido, dispareunia e fissuras®.

Estudos sobre a prevaléncia de CVV com diagndstico
pbs-cultura indicam que, embora a espécie mais frequente
seja Candida albicans, com 80% de ocorréncia, a frequén-
cia de outras espécies “ndo albicans”, estd aumentando’, e
nesse grupo, foram encontradas principalmente Candida
tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei'®. Tal fato
é preocupante, pois em geral as duas Gltimas sdo mais
resistentes aos antiflngicos cldssicos utilizados na préitica
clinica'.

Apesar da alta prevaléncia de mulheres adultas com
queixa clinica sugestiva de CVV, até o momento, ndo
existem estudos sistemdticos sobre sua etiologia na regido
do Noroeste paulista. Estudos que abordem a origem,
bem como fatores de riscos associados a vulvovaginite,
contribuirdo para adogdo de estratégias de medida de
controle dessa nosologia. Assim, a presente proposta
teve como objetivo geral investigar os agentes fingicos
presentes na mucosa vaginal de mulheres adultas de Sdo
José do Rio Preto, regido Sudeste do Brasil.

Métodos

Foi realizado um estudo transversal de cardter explo-
ratério, com abordagem quantitativa, durante o periodo
de Marc¢o de 2007 a Agosto de 2008. Apés aprovagdo

pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto, e assinatura do termo
de consentimento pelas pacientes, o trabalho teve seu
inicio. Inicialmente, os dados foram obtidos por meio
de entrevista, a qual incluiu questdes abertas e fechadas
sobre dados clinicos epidemiolégicos e outras pertinen-
tes a varidveis envolvidas: idade, escolaridade, praticas
sexuais, método anticoncepcional adotado e uso prévio
de antibidticos, além da andlise de fatores predisponentes
para CVYV, seguido da investigagdo micolégica. Para tal,
participaram do estudo 223 mulheres adultas, sendo
caracterizadas como assintomdticas (101) e sintomdticas
(122) para CVV. A amostragem ndo foi populacional e,
sim, proveniente de ambulatério de ginecologia, isto €,
por demanda espontinea.

A coleta das amostras e a avaliagdo clinica foram
estabelecidas por médicos do Servico de Ginecologia do
Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto. Parte do conte-
tdo do fluido vaginal das 223 mulheres foi utilizado para
o exame direto e outra, para cultura em Agar Sabouraud
Dextrose (Himedia, Mumbai, India) com e sem 100 mg/
mL de cloranfenicol (Difco, Lawrence, EUA). Seguiu-se a
incubagdo a 30 °C por até 15 dias, sendo que as culturas
que ndo apresentaram crescimento, apos esse periodo,
foram consideradas negativas.

Inicialmente, a identifica¢do ocorreu segundo ca-
racteristicas morfolégicas e bioquimicas em Chrom
Agar Candida® (Paris, Franca), este teste fornece dados
presuntivos de identificacdo, a partir da diferenciacdo
de coloracio e morfologia das coldnias por espécies. A
confirmacdo das espécies foi estabelecida por auxanogra-
ma'!, uma prova de assimilacdo de agtcares, realizada em
meio minimo de carbono e nitrogénio. No momento da
leitura segue-se a uma chave de identificagdo, observan-
do na placa os agicares assimilados até chegar a espécie.
O microcultivo em dgar fubd (Oxoid, Basingstok, UK)
acrescido de twen 80 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e a
prova do tubo germinativo, foram realizados como testes
conclusivos para identifica¢do de Candida albicans, ji que
essa € a Unica espécie que apresenta resultado positivo
nos dois testes.

Todas as leveduras foram avaliadas quanto a produgido
de fatores de viruléncia, a saber, fosfolipase e proteina-
se, segundo protocolos descritos'>"’. Estes testes foram
realizados em duplicata e armazenados em estufa imida
a 35 °C, por até cinco dias, as leituras foram realizadas
observando a presenga de halos ao redor das coldnias,
indicativos para produgdo de tipos enzimaticos.

Todas as varidveis foram analisadas pelo teste de as-
sociacdo do tipo ¥?com intervalo de confianca de 95%.
Para associagdo entre produgio de fatores de viruléncia e
dado clinico (sintomdtica ou assintomadtica), aplicou-se
o teste do %? de Pearson.




Resultados

Caracterizagao micologica

Das 223 participantes do estudo, 87 mulheres apre-
sentaram cultura positiva para leveduras, sendo 69 (55%)
isolados provenientes do Grupo Sintomdtico (n=122),
e 18 (18%) do Assintomdtico (n=101). A distribuicdo
das espécies fungicas e o correspondente percentual de
ocorréncia estdo apresentados na Figura 1.

A anilise individual dos grupos possibilitou a detec¢dao
de diferencas quanto aos critérios clinicos e epidemiol6-
gicos. Assim, no Grupo Sintomdtico a média de idade
foi de 30,6 anos; 57% eram casadas, 36% separadas e
7% solteiras. Quanto ao método anticoncepcional, foi
observado que 77% referiram adogdo, sendo 46,5%
usudrias de anticoncepcional hormonal oral, isolado ou
combinado com outro método. A recorréncia foi observada
em 84,2% dos casos, sendo que desses 69% tiveram até
cinco episédios e 3% mais do que cinco. Considerando
o ciclo menstrual, 88% menstruavam de forma regular.
Em relacdo a atividade sexual, a prdtica vaginal e a oral
foram as mais frequentes. As demais modalidades, oral,
anal e ou concomitincia entre duas ou mais, ocorreram em
menor percentual. Diversos sinais e sintomas concorreram
para manifesta¢do clinica de CVV, com destaque para a
distria (91,3%) e hiperemia vaginal (89,6%) como as
mais frequentes.

Para o Grupo Assintomdtico, a média de idade
foi de 37,1 anos; 56% eram casadas, 32% solteiras e

12% separadas. A adog¢do de métodos anticoncepcio-
nais esteve presente em 44% das participantes, sendo
o tipo hormonal oral isolado ou associado com outros
métodos observado em 28,7%. Os resultados relativos
a episédios anteriores de CVV foram detectados em
42% das pacientes, com 71% para até cinco episédios e
29% para mais do que essa quantidade. Quanto ao ciclo
menstrual, 72% menstruavam, sendo 87% de modo
regular. A avalia¢do da atividade sexual mostrou que as
préticas vaginal e oral foram preferenciais. Entretanto,
outras praticas, oral, anal e ou concomitancia entre duas
ou mais, ocorreram em menor percentual. A detec¢do
de espécies ndo albicans foi mais frequente no Grupo
Assintomadtico, totalizando 33%.

Frente aos isolados clinicos de Candida sp., estudou-se
a produgdo de fator de viruléncia, proteinase e fosfolipase,
comumente associados a patogenicidade. Assim, C. albicans
foi a Gnica espécie produtora da fosfolipase. Entretanto
para a mesma espécie, a produgdo concomitante deste fator
e a proteinase foram observadas em 33,3% (n=20). Nos
isolados de Candida albicans, dentro do Grupo Sintomdtico,
os resultados de producio de fator de viruléncia foram
mais expressivos: proteinase ocorreu em 66,7% (n=40)
e fosfolipase em 37,5% (n=23). Jd para Candida glabra-
ta, a sintese de proteinase ocorreu apenas nos isolados
provenientes do Grupo Assintomadtico, correspondendo
a16,7% (n=1).

As cepas de Candida tropicalis demonstraram ocorrén-
cia de 100% (n=2) de produgdo do fator proteinase. Jd a
mesma enzima nos isolados de Candida parapsilosis ocorreu

Sintomatico

o 4% 3
1y 1% 3 87%

W C albicans

W C porapsilosis
B C glabrafa

B C topicalis

O ¢ guilliermondi
O Rhodotorula rubra

Assintomdtico

6%

6%

W C albicans
W . porapsilosis
B C glabratn
B Condida sp.

O S. cerevisae

Figura 1 - Distribuicdo da frequéncia das espécies de leveduras no contetdo vaginal das mulheres adultas, sintomdticas e assinfomaticas.
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em trés casos, sendo origindrios do Grupo Sintomdtico
(n=1) e Grupo Assintomadtico (n=2).

Para as espécies Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisae,
Candida spp. e Candida guilliermondii, independentemente
do grupo, ndo foi detectado nenhum dos fatores.

De acordo com o teste % >de Pearson, ndo houve evi-
déncia de associagdo entre a condi¢do clinica, sintomadtica
ou ndo, com produg¢io de fosfolipase (p=0,1). Porém,
houve frente a proteinase (p=0,02), uma vez que as cepas
isoladas das mulheres sintomaticas foram produtoras desse
fator de viruléncia em 59,8% dos casos.

Discussao

Infec¢des por Candida sp em superficies mucosas
sdo comuns, debilitantes e frequentemente recorrentes.
Aproximadamente trés quartos de mulheres sauddveis em
idade fértil sofrem de CVV com significante morbidade
fisica e psicolégica'®. Na presente anilise, foi possivel
identificar Candida sp em 31% de mulheres sintomdticas
e em 8% de mulheres assintomadticas.

Cerca de 80% de todas as leveduras identificadas na
mucosa vaginal sao Candida albicans®. De fato, Candida
albicans esteve amplamente distribuida na populacio
estudada, ora como comensal (67%) ou como patégena
(87%). Uma provdvel justificativa para o alto indice
de Candida albicans, presente na mucosa de mulheres
assintomdticas, seria a presenca desta espécie no trato
gastrintestinal ou na via sexual, na qual a partir dessa
fonte endégena, disseminaria'®.

Entretanto, recentemente, as espécies de Candida ndo
albicans vém mudando este panorama clinico, apresen-
tando-se como patégeno, especialmente pela selecdo de
espécies mais resistentes'’. A porcentagem de ocorréncia
por espécies ndo albicans foi expressiva, 13% ao Grupo
Sintomadtico e 33% ao Assintomadtico. Outros estudos
confirmam esta distribui¢do, foi observada a ocorréncia
destas espécies entre 9,9 a 32% dos casos de vulvovaginite,
respectivamente. As espécies de ndo a/bicans encontradas
aqui foram Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
guillermondi e Candida parapsilosis, dado concordante com
outros estudos, que as identificam na tltima década, como
espécies emergentes responsdveis por CVV"'¥, Chama-
se a atengdo que espécies nao albicans vém ocorrendo
em mulheres adultas sem sintomatologia, descrito pela
literatura em cerca de 44% dos casos'. Tendo em vista a
presente investiga¢do, os dados foram concordantes com
0 exposto acima.

O aumento da acidez vaginal é influenciado por diversos
fatores, dentre estes, a adocdo de anticoncepcionais hormo-
nais orais, especialmente em estado hiperestrogénico. O uso
de anticoncepcionais oral fornece condi¢des nutritivas que
favorecem o estabelecimento do fungo na mucosa vaginal®.

No presente estudo, a maior parte das mulheres portadoras
de leveduras fazia uso desse método contraceptivo.

As formas recorrentes sao definidas com a repetigdo de
quatro ou mais episédios sintomdticos ao ano, ou quando
se tem trés episédios ndo relacionados com antibioticote-
rapia prévia no tltimo ano’. Nesse sentido, das mulheres
acometidas com CVV, 10 2 40% tornam-se recorrentes®'.
No presente estudo, foram detectados indices maiores
aliados aos dos Grupos Assintomdtico (42%) e Sintomdtico
(84,2%). O significado de Candida sp., presente na vagina
de mulheres assintomdticas entre episédios de recorréncia,
ndo estd claro. O achado desses organismos, durante pe-
riodos livres de sintomas, poderia indicar um tratamento
prévio inadequado ao uso insuficiente de antiftingicos, ou
mesmo a resisténcia dos fungos aos fairmacos. Entre 10 a
33% dos casos de recorréncia descritos na literatura®??,
a etiologia é atribuida a espécies ndo albicans, como
Candida glabrata (mais frequente), seguida de Candida
krusei, Candida parapsilosis e Saccharomyces cerevisae, dados
equivalentes aos encontrados nesse estudo.

O ciclo menstrual é qualificado como regular quando
da sua ocorréncia entre 25 e 35 dias. Essa regularidade,
considerando o intervalo de andlise dos Gltimos seis meses,
foi detectada em 88% das mulheres sintomdticas e 87%
das assintomdticas. Embora ndo haja consenso no que
tange aos fatores de risco paraa CVV, a presenga de ciclos
menstruais regulares tem sido identificada como relevante,
uma vez que a acidez, subsequente aos picos hormonais
de FSH, LH, estradiol e progesterona determinantes da
ovulag¢do e formagdo do corpo ldteo, poderia contribuir
para invasio tecidual do fungo?.

Diversos sinais e sintomas estao presentes na maioria
das mulheres com CVV, com destaque para prurido,
dispareunia e corrimento, com indices entre 82 a 94%°,
e modernamente associados a espécie Candida albicans®.
Comparando os resultados aqui obtidos com os da li-
teratura, as mesmas queixas clinicas foram observadas
nas participantes do Grupo Sintomadtico, porém com
indices menores: 41,7, 17,4 € 55,6%, respectivamente.
Entretanto, distria e hiperemia vaginal ocorreram em
altos indices. Ainda, comparando as queixas entre os
dois grupos analisados (Sintomadtico e Assintomatico),
foi observada uma diferenga significante apenas para
distdria, hiperemia, dispareunia, hiperemia vulvar e
fissura. De fato, corrimento e prurido podem estar
associados a outros fatores, desde microbianos, imu-
nolégicos e fisiol6gicos'®.

A concomitidncia entre praticas sexuais tem sido
considerada como fator de risco para o estabelecimento
da infec¢do fingica, o que foi confirmado com os dados
dessa investiga¢do. Os resultados mostraram associagao
significante entre sexo orogenital e infec¢io por Candida,
dados suportados por estudo prévio®. Uma explicagio




para tal fato deve ser a transmissdo por contato, além de
que um ter¢o da popula¢io adulta pode conter Candida
albicans oral e, consequentemente, outras espécies>’.

Os atributos que contribuem para viruléncia de Candida
albicans incluem adesdo, formacdo de hifas e produgdo
de enzimas hidroliticas extracelulares??°. De fato, em
relacdo as enzimas, Candida albicans produz fosfolipase e
proteinase, e a detec¢do desses tipos enzimdticos comprova
a alta patogenicidade dessa espécie, especialmente nas de
origem do Grupo Sintomadtico.
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