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RESUMO

Candidiase vulvovaginal (CVV) é um dos diagnoésticos mais frequentes na pratica
ginecoldgica e sua incidéncia tem aumentado drasticamente. Portanto, estudos
regionais prospectivos tornam-se necessarios para conhecimento da epidemiologia
da doenca. Tem sido reconhecida a emergéncia de outras espécies de leveduras,
além de Candida albicans, como agentes etiolégicos em infeccdbes mono ou
polimicrobianas, com reflexo direto na terapia antifingica, frequentemente empirica.
O objetivo deste estudo foi investigar a etiologia, o perfil epidemiologico de pacientes
com candidiase vulvovaginal e possiveis fatores predisponentes, além da
diversidade genética das leveduras. Secrec¢édo vaginal das pacientes foi semeada em
Agar Sabouraud e amostras de leveduras foram isoladas e identificadas por PCR.
Dados demogréficos, clinicos e fatores predisponentes foram obtidos por meio de
qguestionario. Genotipagem das leveduras foi realizada pela técnica de RAPD e
matriz de similaridade foi construida para avaliacdo da diversidade de C. albicans e
sua relacdo com os dados clinicos e epidemiologicos. Para andlise estatistica foram
utilizados os testes t-Student, Fischer e qui-quadrado, com auxilio do software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), com nivel de significancia de
5%. Foram avaliadas 69 pacientes, entre 15 e 52 anos, predominando mulheres
brancas (79,7%), com escolaridade de nivel superior completo (58%), casadas
(56,5%) e com vida sexual ativa (97,1%). Dentre elas, 34,8% eram gestantes, 7,2%
diabéticas, 1,4% soropositivas para HIV e 36,2% usavam anticoncepcional oral.
Antibioticoterapia recente foi citada por 13% das pacientes, uso de antifungico por
5,8% e de antitricomonas por 1,4%. Uso de corticosterodides foi relatado por 2,9%
das participantes e de anti-neoplasicos por 1,4%. Fluxo vaginal e prurido foram as
principais queixas apresentadas, respectivamente, por 97,1% e 73,9% das
pacientes, seguido de ardéncia (63,8%) e hiperemia (63,8%). Quando presente, 0
fluxo foi majoritariamente branco (88,1%) ou grumoso (86,6%). O diagndstico foi
confirmado pela cultura em 55 (79,7%) pacientes, sendo quatro casos de infecgcao
mista. A espécie prevalente foi C. albicans, seguida por um caso de C. glabrata, que
foi encontrada em mais duas pacientes em associacdo com C. albicans. Nas outras
duas infec¢des polimicrobianas, C. lusitaniae foi isolada com C. albicans. A analise
dos dados gerados pela genotipagem das leveduras permitiu discriminar linhagens
de C. albicans na populacdo amostrada. Foi possivel evidenciar sete tipos
eletroforéticos (TE) classificados como grupos | a VII, sendo os grupos I, 11, 1lI, IV, V
e VI compostos por linhagens de levedura que apresentaram 100% de similaridade
genética. No grupo VIl foram incluidas linhagens de levedura altamente polimorficas
que apresentaram no maximo 80% de semelhanca. Embora nenhuma relagcéo tenha
sido estabelecida entre TE e dados clinicos e epidemioldgicos, percebeu-se que os
tipos | e IV s&o os mais prevalentes na populacdo amostrada. Embora a positividade
da cultura tenha sido alta e os dados clinicos de CVV sejam caracteristicos, a
sintomatologia ndo é patognomonica. C. albicans é a espécie prevalente, mas deve-
se atentar para a ocorréncia de outras espécies na etiologia de CVV, como a
emergéncia de C. lusitaniae. Sugere-se realizacdo do diagnodstico microbiolégico
com identificacdo da espécie envolvida e deteccdo de infeccdo mista antes da
terapia antimicrobiana.

Palavras-chave: Candidiase vulvovaginal. Candida. Diagndstico clinico. Diagnéstico
microbiolégico




ABSTRACT

The vulvovaginal candidiases (VVC) is one of the most frequent diagnosed disease
in gynecological practice and its incidence has increased drastically. Therefore,
regional prospective studies become necessary to better address epidemiological
issues. It has been recognized the emergence of other yeast species, besides
Candida albicans, as VVC in mono or polymicrobial infections, with direct reflex in
antifungal therapy, often empirical. This study was focused on the etiology
investigation, the epidemiological profile of patients with vulvovaginal candidiasis
(VVC) and predisposing factors, addition to the genetic diversity of yeasts. Vaginal
secretions were streaked in Sabouraud agar and yeast samples were isolated and
identified by PCR. Demographic and clinical data were obtained by questionnaire.
For statistical analysis the Student t test, chi-square and Fischer, were applied as
needed using the software Statistical Package for Social Sciences (SPSS) with a
significance level of 5 %. Yeast genotyping was performed by the RAPD approach,
and a similarity matrix was obtained to evaluate C. albicans diversity and their
relationships with clinical and epidemiological data. Sixty nine patients were
evaluated between 15 and 52 years, predominantly white (79.7 %), with higher
education (58 %), married (56.5 %) and sexually active (97.1 %). Among them, 34.8
% were pregnant, 7.2% diabetic, 1.4 % seropositive for HIV and 36.2 % using oral
contraceptives. Recent antibiotic therapy was mentioned by 13 % of patients, and
antifungal or anti-trichomonas therapy were mentioned by 5.8% and 1.4 % of the
patients. Corticosteroid use was reported by 2.9 % and antineoplastic by 1.4 %.
Vaginal discharge and itching were the main complaints (97.1 % and 73.9 %),
followed by burning (63.8 %) and erythema (63.8 %). When present, the vaginal flow
was predominantly white (88.1 %) or lumpy (86.6 %). The diagnosis was confirmed
by culture in 55 (79.7 %) patients, with mixed infections in four patients. The most
prevalent species was C. albicans, followed by C. glabrata (one monoinfection and
two mixed infections with C. albicans). C. lusitaniae and C. albicans were also
identified in mixed infections (two patients). The analysis of data generated by yeasts
genotyping allowed discriminating different C. albicans strains in the sampled
population. It was identified seven electrophoretic types (ET) classified within groups
[ to VII. The groups I, II, 1ll, IV, V and VI included yeast strains with of 100% genetic
similarity. In group VIl were included the yeast strains highly polymorphic that present
less than 80% of similarity. Despite the high culture positivity and clinical data being
characteristic of VVC, the symptoms are not pathognomonic. C. albicans is the most
prevalent species, but other species are also involved in the VVC etiology, as the
emergence of C. lusitaniae. It is suggested the diagnosis and identification of
microbial species involved including detection of mixed infections before antimicrobial
chemotherapy.

Key words: Vulvovaginal candidiasis. Candida. Clinical diagnosis. Microbiological
diagnosis
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1 INTRODUCAO

As vulvovaginites infecciosas sédo as principais queixas que levam milhdes de
mulheres de todo o mundo aos consultorios ginecoldgicos e incluem a vaginose
bacteriana, a candidiase vulvovaginal e a tricomoniase vaginal. Caracterizam-se por
uma triade de sintomas como dor, prurido e ardor, geralmente acompanhados de
corrimento vaginal. Entretanto, uma boa parcela das mulheres sintomaticas
permanece sem diagnostico apds avaliacéo clinica, o que reforca a necessidade de
comprovacao laboratorial da etiologia nas infeccfes vaginais.

A candidiase vulvovaginal é, em algumas regides, a principal causa de
vaginite, sendo na maioria das vezes desencadeada por espécies de Candida
presentes na microbiota genital. C. albicans € o agente infeccioso de maior
prevaléncia, mas outras espécies como C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis
tém sido cada vez mais registradas. Ha relatos também de participacdo de duas ou
mais espécies simultaneamente na etiologia da candidiase vulvovaginal.

A doenca acomete principalmente as mulheres apés a puberdade e esta
geralmente associada a situacdes de debilidade do hospedeiro ou a outros fatores
predisponentes. Caracteriza-se clinicamente por intenso prurido, ardéncia vulvar e
presenca de corrimento vaginal branco e grumoso. Entretanto, ndo existem
manifestacfes clinicas patognomoénicas de candidiase vulvovaginal, sendo C.
albicans mais associada com os sintomas do que as espécies de C. ndo-albicans,
tornando-se importante identificar o agente etioldgico.

O tratamento da candidiase vulvovaginal normalmente € empirico, sendo 0s
derivados azolicos e os poliénicos as drogas mais utilizadas. No entanto, alguns
estudos apontam resisténcia de espécies de Candida frente a estes antifungicos,
principalmente entre as espécies de C. ndo-albicans. O perfil de susceptibilidade as
drogas apresentado pelas espécies de Candida é bastante variavel, tornando-se
fundamental a identificacdo da levedura antes de iniciar a terapéutica.

A metodologia convencional de identificacdo de espécies de Candida, que se
baseia em aspectos fenotipicos, inclui o isolamento do fungo em meio de cultura e
analises de suas caracteristicas morfoldgicas e metabdlicas. Estas provas requerem
pessoal técnico habilitado e sdo geralmente laboriosas e demoradas. A utilizacdo de

meios de cultura cromogénicos possibilita a identificacdo presuntiva de Candida spp.
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de forma mais rapida e permite o diagnostico de infeccdo mista, porém, detecta um
namero limitado de espécies. Os testes de susceptibilidade aos antifUngicos ndo séo
rotineiramente realizados, tendo em vista 0 seu custo elevado e a demora na
divulgacéo dos resultados.

Atualmente, o desenvolvimento de metodologias moleculares permite realizar
de forma mais rapida e segura os processos de identificacdo das espécies fungicas.
A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um método especifico, sensivel, rapido
e seguro para identificar as espécies de Candida, permite a deteccdo de mais de
uma espécie numa amostra simultaneamente, sendo mais sensivel do que a cultura
na deteccdo do fungo na vagina. A técnica de DNA Polimorfico Amplificado ao
Acaso (RAPD), uma variacao do protocolo da técnica de PCR, tem sido usada na
identificacdo de leveduras do género Candida e permite avaliar polimorfismos intra e
interespécies. E uma poderosa ferramenta para identificagdo taxondmica, em surtos
de infeccdo hospitalar e em diversos estudos epidemiolégicos, sendo Uutil, por
exemplo, nas investigacdes sobre candidiase vulvovaginal recorrente.

Assim, considerando-se a importancia da CVV e sua etiologia polimicrobiana,
e a auséncia de manifestacdes clinicas patognoménicas de candidiase vulvaginal,
estudos direcionados ao estabelecimento de correlacdes entre cultura fangica e
caracteristicas sociodemograficas e clinicas das pacientes, podem contribuir com
informacdes cientificas que sustentem e auxiliem o diagnéstico da doenca. Além
disso, o reconhecimento da diversidade genética das leveduras associadas a
doenca e suas caracteristicas biologicas podem servir de base para predicdo do
prognostico da doenca associada a uma terapia antimicrobiana empirica mais

eficiente, frente a notavel resisténcia microbiana as drogas.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Vulvovaginites

O fluxo vaginal fisiolégico normal compreende secrecdo vaginal, células
esfoliativas e muco cervical. A frequéncia do fluxo vaginal varia com idade, ciclo
menstrual, gravidez e uso de contraceptivos orais. O ambiente vaginal em individuos
saudaveis caracteriza-se por uma inter-relacdo dinamica entre o Lactobacillus
acidophilus e outros membros da microbiota, estrégeno, glicogénio, pH vaginal e
produtos de metabolismo de micro-organismos residentes e de patégenos. O L.
acidophilus produz peroxido de hidrogénio, que € téxico para alguns micro-
organismos, e sua atividade fermentativa contribui para manutencdo do pH vaginal
entre 3,8 e 4,2 (EGAN; LIPSKY, 2000), o que favorece a ocorréncia de leveduras
(RODRIGUES; SIMOES; DINIZ, 2009). Candida é uma levedura que faz parte da
microbiota humana, especialmente da pele e de mucosas, e a colonizacédo do trato
genital feminino é de aproximadamente 20% em mulheres sadias, sendo maior
ainda durante a gravidez (ARECHAVALA et. al., 2007).

As vulvovaginites infecciosas se desenvolvem quando a microbiota vaginal foi
alterada pela introducdo de um patdbgeno ou quando ocorrem mudangcas no
ambiente vaginal que favorecem a proliferacdo microbiana (GROSS et. al., 2007).
Representam a principal queixa nas consultas ginecoldgicas e referem-se a uma
variedade de desordens inflamatdrias do trato genital inferior, que podem ser
secundarias a infeccdo, irritacdo, alergia ou doenca sistémica (ANGOTTI;
LAMBERT,; SOPER, 2007). Em mais de 90% dos casos de vulvovaginites a etiologia
€ infecciosa e incluem vaginose bacteriana, candidiase e tricomoniase (AKINBIYI;
WATSON; FEYI-WABOSO, 2008; ANGOTTI; LAMBERT; SOPER, 2007; CHONG et.
al., 2007; EGAN; LIPSKY, 2000). E a infeccdo mais comum do aparelho genital
feminino, caracterizada por uma triade de sintomas como dor vulvovaginal, prurido e
ardor (CAMARGO et al., 2008). A exata prevaléncia e causa de vulvovaginite sdo
incertas devido as condi¢cdes de diagnostico e tratamento, além do fato dela ser
assintomatica na maioria das vezes e de ter mais de uma causa (RODRIGUES;
SIMOES; DINIZ, 2009).
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Nos Estados Unidos e em outros paises, a vaginose bacteriana € geralmente
a causa mais comum de vulvovaginite, acometendo 40 a 50% dos casos em
mulheres na idade fértil. Tem sido encontrada em 15 a 19% das pacientes de
ambulatorios de ginecologia, em 10 a 30% de mulheres gravidas e em 20 a 40% das
pacientes em clinicas de doencas sexualmente transmissiveis (AKINBIYI; WATSON;
FEYI-WABOSO, 2008). Na Europa e em outros paises, a candidiase é a causa mais
comum de vulvovaginite e estima-se em todo o mundo que 75% das mulheres
apresentam, durante a sua vida, pelo menos um episodio de candidiase vulvovaginal
(DALAZEN et al., 2011; ARECHAVALA et al., 2007; CHONG et al., 2007; CHONG et
al., 2003; REED et al., 2003). Além disso, 40 a 50% destas mulheres vivenciam
novos surtos (DALAZEN et al.,, 2011) e aproximadamente 5% das mulheres tém
episédios de recorréncia (WEISSENBACHER et al., 2009; CHONG et. al., 2007;
EGAN; LIPSKY, 2000;), podendo este indice chegar a 40% (REED et al., 2003). A
tricomoniase, causada pelo Trichomonas vaginalis, € a terceira causa mais comum
de wvulvovaginite, afetando 180 milhdes de mulheres em todo o mundo,
representando de 10 a 25% das infecgBes vaginais. E uma doenca sexualmente
transmissivel (DST), cuja incidéncia vem diminuindo na maior parte dos paises
industrializados (EGAN; LIPSKY, 2000; KLUFIO et al., 1995).

Estima-se que anualmente 6 a 10 milhdes de mulheres nos Estados Unidos
procuram servico médico com sintomas de vulvovaginite, cujo padrao de diagnéstico
clinico inclui a histéria e exame fisico da paciente, determinagéo do pH vaginal, teste
da amina e exame microscopico do fluido vaginal. Entretanto, aproximadamente
30% das mulheres sintométicas permanecem sem diagnostico apos avaliagdo
clinica (LOWE; NEAL; RYAN-WENGER, 2009). Alguns autores indicam que o
diagnostico de infecgbes vaginais ndo deve se basear apenas nos dados clinicos e
gue exames microbiolégicos devem ser incorporados, quando possivel, como
complementares ao diagndstico das vulvovaginites (BUYUKBAYRAK et al., 2010;
LOWE; NEAL; RYAN-WENGER, 2009; AKINBIYI; WATSON; FEYI-WABOSO, 2008;
KARACA et al., 2005;).

Portanto, o diagndstico etioldgico das vulvovaginites é bastante complexo,
variando-se a principal causa da doenca de acordo com a regido, além dos casos
em que o agente causador ndo é identificado. Estudo realizado na india (BANKAR et
al., 2012) mostrou essa situacdo em 43% das mulheres analisadas, taxa superior a

de pacientes com candidiase vaginal (30,66%), com vaginose bacteriana (16,66%),
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com tricomoniase vaginal (7,30%) e dos casos de associacdo de T. vaginalis e
Candida (2,0%) encontrados.

2.2 Candidiase Vulvovaginal

A candidiase vulvovaginal (CVV) é um dos diagndsticos mais frequentes na
pratica ginecoldgica e sua incidéncia tem aumentado drasticamente (HOLANDA et
al., 2007; CARNEIRO et al., 2006). Atualmente, a CVV é considerada um importante
problema de saude publica mundial por acometer milhdes de mulheres anualmente,
gerando um intenso desconforto, o que produz uma interferéncia nas relacbes
afetivas e sexuais, além de comprometer a produtividade da mulher e gerar gastos
com o tratamento, que, as vezes, inclui também o do seu parceiro (HOLANDA et al.,
2007).

A CVV é uma infeccdo na mucosa vaginal causada por fungos
leveduriformes, considerados saprofitas e oportunistas, que quando em condicdes
favoraveis proliferam-se desencadeando processos infecciosos (CORREA et al.,
2009). Os fungos do género Candida sdo considerados patdégenos oportunistas, que
dependem de fatores proprios de viruléncia e fatores predisponentes do hospedeiro
para causar infeccdo. Estes fungos fazem parte da microbiota anfibiéntica do
intestino e da vagina, permanecem neste habitat como colonizadores e, no
desequilibrio homeostatico do hospedeiro, se multiplicam excessivamente,
expressam os fatores de viruléncia, invadem a mucosa e causam a infeccdo
(CAMARGO et al., 2008).

O género Candida esta classificado no Dominio Eukarya, Filo Ascomycota,
Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae
e inclui varias espécies. Apresentam célula do tipo eucariota, reproduzem-se
assexuadamente por brotamento ou gemulacdo, dando origem aos esporos
blastoconidios, e fazem ciclo sexual incompleto. S&o unicelulares e pleomorficos
assumindo forma ovoide ou esférica. Além de colonizarem o homem e outros
animais, sao encontrados em diversos ambientes, obtendo carbono e nitrogénio por
meio de degradacdo de proteinas e carboidratos. Desenvolvem-se melhor em pH
acido e sao Gram-positivo (SIDRIM & ROCHA, 2004; LACAZ et al., 2002).

Apresenta-se na forma vegetativa — hifas e pseudo-hifas, que sao filamentos que



21

aderem ao epitélio vaginal —, e na forma reprodutiva — 0s esporos —, ambos com
capacidade de desencadear processos patolégicos (BASTOS et al., 2003).

A principal fonte de leveduras é o trato gastrointestinal, que através de
transmissdo enddgena, sdo auto-veiculadas para a vagina. Essas leveduras
penetram na mucosa vaginal podendo desencadear distarbios imediatos ou
constituir  reservatorio para reinfeccdes futuras (ALVARES; SUIDZINSKI;
COMALAVO, 2007). Embora ndo seja considerada uma doenca sexualmente
transmissivel (DST), sugere-se a transmisséo sexual de CVV, pois as mulheres com
vida sexual ativa tém uma probabilidade maior de apresentarem a doenca e alguns
de seus parceiros apresentam balanite fungica (RAD et al, 2011; AMOURI et al.,
2010; ZIMMERMMANN et al., 2009; MALAZY et al., 2007; BASTOS et al., 2003).

2.3 Epidemiologia de CVV

No Brasil, os dados epidemiolégicos sobre as reais taxas de ocorréncia e
prevaléncia da doenca sao escassos (PEREIRA et al., 2012; ROSA; RUMEL, 2004,).
Candida albicans é o0 agente infeccioso em 80 a 90% das pacientes e
aproximadamente 5% das mulheres tem epis6dios de recorréncia
(WEISSENBACHER et al., 2009; ALVARES; SUIDZINSKI; COMALAVO, 2007;
CHONG et al., 2007; EGAN; LIPSKY, 2000). De acordo com Reed e colaboradores
(2003), o indice de recorréncia da candidiase vulvovaginal pode chegar a 40%.

A CVV afeta principalmente mulheres em idade fértil, sendo as pacientes da
faixa etaria de 20 a 40 anos as mais acometidas pela doenca (PEREIRA et al., 2012;
RAD et al., 2011; AMOURI et al.,, 2010; BUYUKBAYRAK et al., 2010; AHMAD;
KHAN, 2009; ANDRIOLI et al., 2009; COOREA et al., 2009; LOWE; NEAL; RYAN-
WENGER, 2009; ZIMMERMMANN et al., 2009).

A correlagdo de CVV com a cor da pele das pacientes & controversa, sendo,
as vezes, encontrado um predominio da doenca entre as mulheres pardas (BASTOS
et al., 2003), ou caucasianas (REED et al., 2003) ou de cor preta (LOWE; NEAL;
RYAN-WENGER, 2009). Também ¢é controversa a relacdo entre escolaridade e a
ocorréncia de CVV. Em um estudo (AHMAD; KHAN, 2009), ndo foi observada
diferenca estatistica significante entre letradas (20%) e iletradas (20,7%), enquanto
em outro (MALAZY et al., 2007) a doenca foi diagnosticada principalmente em

pacientes iletradas ou com educacao primaria incompleta. Ja Lowe, Neal e Ryan-
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Wenger (2009) apontaram um predominio da doenca entre as pacientes que
possuiam o ensino médio. Entretanto, em outras situacdes (REED et al., 2003;
XUEQIANG et al., 2007) foi encontrada uma frequéncia maior de CVV entre as
mulheres com maior nimero de anos de educagéo formal.

Poucos sdo os levantamentos de CVV em que se avalia o estado civil das
pacientes. Alguns autores (CORREA et al., 2009; REED et al., 2003,) indicaram um
predominio de CVV entre as mulheres casadas (56,5%), enquanto Bastos e
colaboradores (2003) observaram o predominio entre as solteiras. Entretanto, Lowe,
Neal e Ryan-Wenger (2009) encontraram praticamente a mesma proporgédo da
doenca entre as solteiras (39,6%) e as casadas (39,8%). Investigacdo sobre
vulvovaginites em mulheres casadas realizada numa area rural da China evidenciou
que ter parceiro sexual extraconjugal representou um fator de risco para CVV
(XUEQIANG et al., 2007).

2.4 Etiologia de CVV

A prevaléncia de Candida albicans na etiologia da CVV é relatada de forma
abundante na literatura, embora a ocorréncia de outras espécies, como C. glabrata,
C. tropicalis, C. guillermondii e C. parapsilosis tem sido cada vez mais frequente
(BANKAR et al., 2012; RAD et al., 2012; ALVES; CAMARGO; GOULART, 2010;
AMOURI et al., 2010; AHMAD; KHAN, 2009; ANDRIOLI et al., 2009; CORREA et al.
2009; ESMAEILZADEH et al., 2009). Além disso, outras espécies tém sido
apontadas como emergentes em varios estudos, como é caso da C. krusei
(ESMAEILZADEH et al., 2009; ARECHAVALA et al., 2007; OZCAN et al., 2006;
RICHTER et al., 2005; CHONG et al., 2003), C. kefyr (GARCIA HEREDIA et al,
2006; RIVERO; CENTENO; DIAZ, 2003) e C. lusitaniae (FERRAZA et al., 2005;
NAMKINGA et al., 2005; RICHTER et al., 2005; CHONG et al., 2003;) .

A participacdo de mais de uma espécie de Candida na etiologia de CVV é
relatada por diversos autores (RAD et al., 2011; ALVES; CAMARGO; GOULART,
2010; AMOURI et al., 2010; ESMAEILZADEH et al., 2009; ARECHAVALA et al.,
2007; BOATTO et al., 2007; HOLANDA et al., 2007; RICHTER et al., 2005; RIBEIRO
et al., 2000). Aléem de Candida, outras leveduras tém sido isoladas de pacientes com
manifestacdes clinicas de vulvovaginites, destacando-se os géneros Trichosporon,
Rhodotorula e Saccharomyces (ALVARES; SUIDZINSKI; COMALAVO, 2007). A
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espécie Trichosporon asahii foi isolada de uma paciente com vaginite micotica
(ARECHAVALA et al.,, 2007). Andrioli e colaboradores (2009) e Ferrazza e
colaboradores (2005) observaram em paciente com suspeita de CVV infeccdo mista
por Trichosporon sp. e Rhodotorula sp., sendo também registrada, em outro estudo,
associacdo de Trichosporon sp. e Saccharomyces cerevisiae (RICHTER et al.,
2005). A analise dos resultados de colpocitologia oncoldgica numa clinica de DST
apontou associacdo entre candidiase e vaginose bacteriana, entre candidiase e
tricomoniase, entre candidiase e processo inflamatério bacteriano e entre candidiase
e alteracOes sugestivas de HPV, demonstrando que 26,5% das portadoras de CVV
apresentaram associa¢gfes de Candida sp. com outros micro-organismos (BASTOS
et al., 2003).

2.5 Etiopatogenia de CVV

A CVV é uma das formas mais comuns de infeccdo oportunista e a
transformacao da condi¢do assintoméatica para a sintomatica indica uma transicdo da
forma saprofita de Candida albicans para a forma patogénica. Entretanto, os fatores
responsaveis por essa transformacdo e os mecanismos que resultam no efeito
patogénico de C. albicans sdo pouco conhecidos (RODRIGUES; SIMOES; DINIZ,
2009).

A patogenicidade de Candida spp. depende de alguns fatores de viruléncia,
dentre os quais destacam-se a capacidade de crescer a 37° C, a formacao de hifas e
pseudo-hifas, a producdo de fosfolipases e proteinases e as mananas que
promovem a depresséo da imunidade (CAMARGO et al., 2008). Outros fatores como
atividade hemolitica e resisténcia ao peroxido de hidrogénio sdo ainda pouco
estudados, principalmente de isolados vaginais. Por outro lado, a defesa vaginal
contra infecgdes é determinada por alguns fatores, como o equilibrio microbiolégico,
a integridade da mucosa, a presenca das imunoglobulinas A e G, dos
polimorfonucleares e mondcitos (RODRIGUES; SIMOES; DINIZ, 2009). Carvalho e
colaboradores (2003) encontraram uma resposta acentuada de anticorpos anti-C.
albicans no lavado vaginal de mulheres sintomaticas, comprovando o importante
papel destes anticorpos (IgA, IgG1 e IgG4) na resposta imune local na presenca do

fungo.
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A resposta imune celular € um dos principais mecanismos de protecdo da
mucosa vaginal mediante desenvolvimento de resposta imune local. As células de
defesa controlam o crescimento fingico por meio da ativacdo de mecanismos de
fagocitose, que é eficaz na eliminagdo do fungo. Havendo falha da imunidade
celular, com a exposicdo da mucosa vaginal aos antigenos, pode ocorrer o
desenvolvimento de infec¢cdes vaginais. A instalacdo das vulvovaginites e a sua
recorréncia devem-se provavelmente as alteragbes da imunidade local,
demonstrando a importancia da resposta imune na manutencgéo do equilibrio vaginal
(GIRALDO et al., 2006).

Na patogenia da candidiase, o processo de adesdo do fungo a superficie
epitelial € fundamental e se da pela unido do conidio a um receptor de membrana.
Uma vez aderidos, os conidios s@o incapazes de penetrar no epitélio vaginal, sendo
necessaria a sua germinacao, desenvolvendo as pseudo-hifas (HOLANDA, 2007). A
associacao de sintomas clinicos com a producdo de tubo germinativo pela levedura
tem sido demonstrada, e o achado de filamentos acompanhando os blastoconidios
no exame microscoépico direto € um indice da capacidade invasiva de C. albicans
(RODRIGUES; SIMOES; DINIZ, 2009). Segundo Ribeiro e colaboradores (2000), as
pacientes assintomaticas apresentam um pequeno numero de leveduras,
principalmente na forma de blastoconidios, enquanto as sintoméaticas apresentam

pseudo-hifas e micélio.

2.6 Fatores Predisponentes de CVV

De maneira geral acredita-se que a CVV é associada a situacbes de
debilidade do hospedeiro, como neoplasias e imunodeficiéncias, e diversos autores
apontam como fatores predisponentes o uso de antibiéticos, de imunossupressores,
de antineoplasicos, estrogenoterapia, pequenos traumas ocasionados durante o ato
sexual, o uso de roupas de fibras sintéticas e muito justas, e dieta alimentar muito
acida (PEREIRA et al., 2012; RAD et al, 2011; ALVARES; SUIDZINSKI;
COMALAVO, 2007; HOLANDA et al.,, 2007; ROSA; RUMEL, 2004; SUAREZ;
LANCHA, 2004), além de alergias (rinite e asma brénquica) e uso de dispositivo
intrauterino (HOLANDA et al., 2007; SUAREZ; LANCHA, 2004). Especula-se que
habitos de higiene anal inadequados possam ser possiveis fatores predisponentes

da contaminacéo vaginal, e os residuos de fezes na roupa intima poderiam ser a
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origem das leveduras no desenvolvimento da candidiase vulvovaginal (HOLANDA et
al., 2007; ROSA; RUMEL, 2004).

Qualquer alteracdo dos niveis de glicose, especialmente em situacfes de
hiperglicemia, e qualquer estado em que se produz elevacdo do glicogénio vaginal
pode desencadear CVV, incluindo, assim, diabetes entre os fatores de risco para a
doenca. O excesso de glicogénio aumenta o substrato nutritivo dos fungos,
promovendo incremento na sua capacidade de adesdo (ALVARES; SUIDZINSKI;
COMALAVO, 2007).

A presenga de ciclos menstruais regulares tem sido identificada como fator
relevante de risco para a CVV, com maior incidéncia de casos a partir do pico de
estradiol. A gravidez, o uso de contraceptivos orais de altas doses e a terapia de
reposicdo hormonal, por serem situacdes de hiperestrogenismo, determinam altos
niveis de glicogénio, favorecendo o desenvolvimento da infecgcdo (HOLANDA et al.,
2007; SUAREZ; LANCHA, 2004,). A CVV ocorre em cerca de 30% das gestantes,
principalmente no terceiro trimestre. Embora a prevaléncia seja elevada, a doenca
ndo esta relacionada a complicacbes perinatais relevantes (CORREA et al.,2009;
BASTOS et al., 2003).

2.7 Aspectos clinicos de CVV

Clinicamente a CVV caracteriza-se por prurido, ardor, dispareunia e
corrimento vaginal branco, espesso, inodoro e em grumos, semelhante a nata de
leite. Com frequiéncia, a vulva e vagina encontram-se edemaciadas e hiperemiadas,
acompanhadas geralmente de ardor ao urinar e sensacao de queimadura. As lesdes
podem estender-se pelo perineo, regido perianal e inguinal e, em casos tipicos, nas
paredes vaginais e no colo do Utero aparecem pequenos pontos branco-amarelados.
Dentre os dados clinicos das pacientes com CVV, destacam-se o prurido,
corrimento, eritema e edema (BOATTO et al., 2007; HOLANDA et al., 2007) e se
intensificam no periodo pré-menstrual, quando a acidez aumenta (ALVARES;
SUIDZINSKI; COMALAVO, 2007). De acordo com Boatto e colaboradores (2007), o
prurido e o corrimento foram os dados clinicos mais relevantes, seguidos de eritema
e edema. Os autores observaram também que em 52% das pacientes avaliadas
obteve-se o isolamento de Candida e que ndo houve correlagdo entre as leveduras

isoladas e os sintomas apresentados. Holanda e colaboradores (2007) observaram
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em pacientes portadoras de C. albicans que as queixas de prurido, leucorréia e
eritema estdo presentes em, respectivamente, 82%, 94% e 62% dos casos, queixas
estas que ndo foram encontradas em pacientes portadoras de outras espécies de
Candida. Clinicamente, a CVV por C. albicans é indistinguivel daquela por espécies
nao-albicans, causando sintomatologia muito semelhante. Todavia, tem sido
relatado que C. albicans esta mais associada com os sintomas do que as amostras
ndo-albicans, as quais sdo mais resistentes as terapias habituais (RODRIGUES;
SIMOES; DINIZ, 2009).

De maneira geral, a queixa de prurido tem sido apontada como a mais
importante em pacientes com CVV, o que permite uma diferenciacdo com as
vaginites de outras etiologias, nas quais a mesma é menos freqliente. Segundo
alguns autores, a literatura refere que as espécies de Candida nao-albicans
apresentam importante associacdo com auséncia de sintomas, algo em torno de
44% dos casos (HOLANDA et al., 2007). De acordo com os dados obtidos por
Suarez e Lancha (2004), prurido e ardor foram apontados como sintomas
estatisticamente significativos.

A frequéncia de sintomas como prurido, irritacao, leucorréia e dispareunia é
desconhecida e inespecifica, e, por isso, o autodiagnostico e o diagnostico por
meédicos sem confirmacéo laboratorial sdo inseguros. O manejo da CVV permanece
empirico, baseado no consenso de que a vulvovaginite ndo acarreta risco de vida e
que o tratamento empirico ndo é prejudicial (ROSA; RUMEL, 2004). Ndo existem
manifestagbes clinicas patognomodnicas de candidiase vulvovaginal, tornando-se
importante identificar o agente etiolégico para o diagndstico diferencial de outras
vaginites infecciosas (AHMAD & KHAN, 2009; ANDRIOLI et al., 2009; ROSA,;
RUMEL, 2004;) . Além disso, tem sido observado um aumento na resisténcia aos
derivados azolicos, principalmente entre as espécies de C. ndo-albicans isoladas de
pacientes com CVV, sendo este um importante fator para o desenvolvimento dos
casos de recorréncia (BANKAR et al., 2012; RAD et al., 2012; GROSS et al., 2007;
FERRAZZA et al., 2005).

2.8 Diagnéstico de CvV

O padréo de diagnéstico clinico de CVV inclui a historia e exame fisico da

paciente, determinacdo do pH vaginal, teste da amina para exclusdo da vaginose
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bacteriana e exame microscopico do fluido vaginal. Entretanto, aproximadamente
30% das mulheres sintomaticas permanecem sem diagnostico apos avaliacao
clinica (LOWE; NEAL; RYAN-WENGER, 2009). Recomenda-se que o diagndstico de
infec¢des vaginais ndo deva se basear apenas nos dados clinicos e que exames
microbiolégicos como cultura e teste de susceptibilidade a drogas devem ser
incorporados, quando possivel, como complementares ao diagnostico das
vulvovaginites (BUYUKBAYRAK et al., 2010; AKINBIYI; WATSON; FEYI-WABOSO,
2007; KARACA et al.,, 2005; LINHARES et al., 2001;). Karaca e colaboradores
(2005), ao compararem a acurdcia do diagnostico clinico com os resultados
microbiolégicos nas infeccBes vaginais, verificaram que 43,2% deles foram
confirmados pelos exames laboratoriais, sugerindo, assim, que o diagndstico clinico
é insuficiente e que deve ser confirmado com testes microbiolégicos.

Os métodos diagndsticos mais utilizados para a CVV sédo o exame direto a
fresco com salina ou com KOH (20 a 40%), ou corado (Papanicolaou, Gram, Giemsa
ou Azul de Cresil), do conteudo vaginal (CARNEIRO et al., 2006). De acordo com
Bankar e colaboradores (2012) a técnica com KOH é mais sensivel que a salina na
observacédo de leveduras ou de hifas e que a eficacia da preparacdo com potassa é
a mesma da coloracdo de Gram na deteccédo de Candida. Entretanto, estes mesmos
autores observaram que a eficiéncia maxima na confirmacao de todos os casos de
CVV foi obtida com a cultura da levedura em Agar Sabouraud. A identificacdo da
espécie envolvida ndo tem sido empregada na préatica diaria e, segundo alguns
autores, é indicada nos casos em que a sintomatologia € muito sugestiva e todos 0s
exames anteriores apresentaram-se negativos, ou na recorréncia, para identificar a
espécie responsavel pelo processo (CARNEIRO et al., 2006).

Ultimamente, tem crescido o interesse na utilizacdo da citologia de
Papanicolaou no diagndstico de algumas infecgBes cérvico-vaginais associadas a
patdogenos de transmissdo sexual, por se tratar de técnica sensivel, barata e
altamente reprodutivel. No caso de CVV, ela permite a observacao de leveduras e
de pseudo-hifas, e também de alteracbes celulares que indicam inflamacéo e/ou
infecc@o. Sugere-se que a citologia possa ser considerada um método morfologico
com eficiéncia muito semelhante a técnica de coloracdo de Gram para detectar
fungos vaginais, tornando-a perfeitamente aplicavel na rotina laboratorial para este
diagnostico (CARNEIRO et al.,, 2006). Como as técnicas microbiolégicas e

moleculares sé@o dispendiosas, e 0 exame de Papanicolau, preventivo de cancer
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ginecoldgico, é rotineiramente realizado, utiliza-se a citologia como um bom método
para o diagndstico etiologico das vulvovaginites, em especial para CVV (PEREIRA et
al., 2012; MARTINS et al., 2007; BASTOS et al., 2003).

O método convencional de identificacdo de espécies de Candida € baseado
no isolamento do fungo em meios de cultura, como o agar Sabouraud, e analise da
macro e micromorfologia colonial e do perfil bioquimico, por meio de testes de
assimilacdo e fermentacdo de acucares (RAD et al., 2012; ALVES; CAMARGO;
GOULART, 2010; BOATTO et al.,, 2007). Os procedimentos laboratoriais para
identificacdo fungica, embora simples, requerem pessoal técnico habilitado e as
espécies do género Candida, geralmente, crescem bem em meios de composi¢ao
relativamente simples, desenvolvendo colbnias com um aspecto caracteristico. Na
sua maioria, produzem coldnias glabras, de coloracdo branca ou bege, Umida e
cremosa ou, as vezes, rugosa e seca, com odor caracteristico. Ao microscopio
Optico, observam-se células globosas, ovaladas ou alongadas, medindo, em média,
de 3 por 7um a 3 por 14um, algumas apresentando brotamentos e pseudo-hifas (
SIDRIM; ROCHA, 2004; LACAZ et al., 2002). Na década de 1990 surgiram 0s meios
de cultura cromogénicos, que possuem alta sensibilidade e especificidade na
diferenciacdo de algumas espécies de Candida e tém sido muito utilizados na
identificacdo presuntiva, tornando o diagnostico mais rapido e possibilitando a
deteccao de infec¢des mistas (RAD et al., 2011; BOATTO et al., 2007).

2.8.1 — Novas ferramentas e abordagens para estudo de Candida

Metodologias moleculares estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de
acelerar e de realizar de forma mais segura 0s processos de identificacdo das
espécies fungicas, devido a imprecisao e demora dos testes fenotipicos tradicionais.
As técnicas de PCR e o nested-PCR identificam as espécies de Candida sp por
meio da amplificacéo de regides especificas (ITS1 e ITS2) dos fungos patogénicos.
Pela técnica de PCR, os oligoiniciadores identificam espécies de C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae e C. guilliermondii
(ALVES; CAMARGO; GOULART, 2010). De acordo com Oliveira e colaboradores
(2006), a técnica de semi-nested PCR pode ser utilizada diretamente em amostras
clinicas, tornando mais rapido o processo de identificacdo das espécies de levedura,

mas tem uma limitac&o, pois permite a identificacdo de somente quatro espécies de
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Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilopis). O Multiplex PCR
tem se mostrado um método rapido e confiavel para identificar as espécies de
Candida, permitindo a deteccdo de mais de uma espécie numa amostra
simultaneamente (RAD et al., 2012) e mais sensivel do que a cultura na deteccao do
fungo na vagina (WEISSENBACHER et al.,, 2009). Apesar de serem técnicas
sensiveis, o custo é elevado, limitando o seu uso na rotina laboratorial (ALVES;
CAMARGO; GOULART, 2010).

Os métodos tradicionais de identificacdo das espécies de Candida sédo
geralmente baseados em caracteristicas fenotipicas e, além de demorados, podem
conduzir a resultados inconsistentes devido a expressao variavel de tais
caracteristicas (ALVES; CAMARGO; GOULART, 2010). Entretanto, a identificacdo
rapida e confiavel das espécies do género Candida € importante para que sejam
tomadas decisbes terapéuticas adequadas (VALERIO, WEIKERT-OLIVEIRA;
RESENDE, 2006), uma vez que o perfil de susceptibilidade aos antifiungicos tem
sido altamente variavel entre as diferentes espécies (DALAZEN et al., 2011).

Em outra abordagem, para estudo de diversidade ecolégica e clonalidade na
investigagcdo de surtos e epidemias, ferramentas moleculares tém sido apontadas
como de grande utilidade. Além da técnica de RAPD, sdo também utilizadas a PCR-
RFLP (PCR associada ao polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo), a
PFGE (eletroforese de campo pulsado) e a AP-PCR. Para o estudo de diversidade
de Candida, a técnica de RAPD é reconhecida pela capacidade de discriminacédo de
variabilidade gendmica dentro do género Candida, tendo a vantagem de ser o
processo menos arduo entre os diferentes métodos de tipagem, necessitar de
pequenas quantidades de DNA e ser de facil padronizacdo entre os laboratorios,
além de ser técnica rapida, econémica e com alta reprodutibilidade. (PINTO et al.,
2004). Contudo, nesta metodologia, alguns fatores podem influenciar o sucesso da
reacao e a sua reprodutibilidade, como por exemplo, a temperatura de pareamento
dos oligoiniciadores, a duracao entre os intervalos de desnaturacdo, pareamento e
extensdo das cadeias de DNA, a concentragcdo e a qualidade do DNA, a
concentracdo de ions Mg, a sequéncia e a concentracdo do iniciador e numero de
ciclos do PCR (WELSH et al., 1990; WILLIANS et al., 1990).

A literatura tem registrado alguns estudos de genotipagem de Candida
isoladas de espécimes clinicos ou de outros materiais biologicos. Estes estudos sao

particularmente importantes em CVV para avaliacdo da clonalidade entre linhagens
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recuperadas de episddios recorrentes, que podem estar associados ao fendbmeno da
resisténcia microbiana as drogas. Portanto, estudos moleculares sédo importantes
para sustentar a epidemiologia da circulacdo de linhagens caracteristicas entre
populacbes susceptiveis (BARROS et al., 2008; CHONG et. al., 2007; DURAN et.
al., 2007; SILVA et. al., 2007; VALERIO et al., 2006; WENJIN; YIFU, 2006; LIAN et.
al., 2004; PINTO et al., 2004; CHONG et. al., 2003; NAGLIK et. al., 2003; DANIELS
et. al., 2001; WILLINGER et. al., 1994).

2.9 Tratamento de CVV

O tratamento da CVV normalmente é empirico, sendo os derivados azélicos e
0s poliénicos as drogas mais utilizadas (GROSS et al., 2007; RICHTER et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2000). Dentre eles destacam-se 0s imidazdélicos como o0 miconazol,
clotrimazol e cetoconazol e os triazolicos, como fluconazol e itraconazol, além dos
agentes poliénicos como a nistatina e a anfotericina B (DALAZEN et al., 2011;
FERRAZZA et al., 2005; GALLE; GIANINNI, 2004).

No entanto, alguns estudos apontam resisténcia de espécies de Candida
frente a alguns derivados azélicos e poliénicos. Atualmente, verifica-se que o amplo
emprego destes no tratamento de infec¢cdes fungicas favoreceu a selecdo de
linhagens com reduzida susceptibilidade, ou até mesmo a manifestacdo do fenétipo
resistente. Por sua vez, o perfil de susceptibilidade de espécies de Candida aos
antifingicos ndo € o mesmo nas diferentes populagées ou comunidades, o que torna
fundamental a identificacdo do agente etioldgico causador da candidiase antes de
iniciar a terapéutica empirica (DALAZEN et al., 2011; GROSS et al.,, 2007,
FERRAZZA et al., 2005; RICHTER et al., 2005; GALLE & GIANINNI, 2004; RIBEIRO
et al., 2001;). A maioria das mulheres com CVV ndo responde a terapia inicial e 0s
casos de recidivas sdo frequentes, colocando em duavida a eficacia desses
tratamentos (FERRAZZA et al., 2005).

O amplo emprego de antifungicos azolicos, como profilaxia para pacientes
imunocomprometidos, tem favorecido a resisténcia aos antifingicos, principalmente
por espécies de C. ndo- albicans (DALAZEN et al.,, 2011). Observa-se que a
recorréncia e resisténcia da CVV acontecem, principalmente, nas pacientes que
apresentam um aumento discreto na prevaléncia de C. glabrata, uma vez que esta

espécie, ao contrario da C. albicans que é sensivel ao fluconazol, cetoconazol,
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itraconazol e nistatina, demonstra resisténcia aos farmacos imidazolicos mais
comumente utilizados na terapéutica. (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO,
2007; GARCIA HEREDIA et al., 2006). Assim, se for constatada falha no tratamento
e também a presencga de infec¢des crbnicas e recidivantes, deve-se suspeitar da
presenca da C. glabrata (GARCIA HEREDIA et al.,, 2006). Porém, a dificuldade
neste tratamento ndo esta somente relacionada a susceptibilidade das leveduras
aos antifungicos, j& que h& uma tendéncia das espécies C. nao-albicans
dependerem de maiores concentracdes de antifingicos para serem inibidas
(RODRIGUES; SIMOES; DINIZ, 2009; FERRAZZA et al., 2005).

Os testes de susceptibilidade podem proporcionar a selecdo do agente
antifngico mais adequado para o tratamento de candidiase, principalmente nos
casos mais graves, permitindo desta forma conhecer e monitorar a resisténcia
desses farmacos na populacdo atendida. No entanto, a utilizacdo de testes de
susceptibilidade a antifungicos na rotina ndo é muito comum e clinicamente é
limitado, devido ao seu alto custo e por ser uma técnica trabalhosa, levando a
demora na liberacdo dos resultados (DALAZEN et al., 2011; FERRAZZA et al.,
2005).

Considerando que a variacdo das espécies de acordo com a localizacao
geografica deve ser levada em conta entre os fatores epidemiolégicos de CVV
(ANDRIOLI et al, 2009; HOLANDA et al., 2007; FERRAZA et al., 2005), e que os
dados epidemiol6gicos sobre a doenca no Brasil sdo escassos (PEREIRA et al.,
2012; ROSA; RUMEL, 2004), pesquisas regionais Sd0 necessarias para a
determinacdo do envolvimento de diferentes espécies de Candida na etiologia da
CVV, ajudando no tratamento e manejo clinico dessa patologia (RODRIGUES;
SIMOES; DINIZ, 2009).

De acordo com a literatura disponivel, existe uma caréncia de conhecimento
cientifico regional sobre a ocorréncia de CVV, embora alguns estudos realizados em
Juiz de Fora tenham sido apresentados em eventos cientificos na década de 90
(PAVIATO et al., 1995; RODRIGUES et al., 1995; ZIMMERMMANN et al., 1995).

A proposta ora apresentada poderd suscitar discussdes, sobretudo
relacionadas ao tratamento empirico, atualmente, considerando-se limitacdes na
disponibilidade de diagnostico ou mesmo terapia antimicrobiana. Frente ao exposto,
considerando que a CVV representa um importante problema de saude publica

mundial e com o intuito de contribuir para um maior conhecimento sobre a
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epidemiologia da CVV, é proposto o presente trabalho, a ser desenvolvido com
pacientes na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais.

Este estudo esta inserido na linha de pesquisa “Caracterizagao fisiologica,
molecular e epidemiolégica de bactérias e fungos clinicamente relevantes isolados
de seres humanos e outros animais”, em desenvolvimento no Ndcleo de Pesquisas
em Doencas Infecto-parasitarias do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Juiz de
Fora, e pretende contribuir com dados epidemiolégicos sobre doencas fungicas de

origem ceérvico-vaginais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar possiveis associacdes entre cultura de secrecdo vaginal, caracteristicas
sociodemogréficas, manifestacdes clinicas e diversidade genética de leveduras

recuperadas de pacientes com diagnéstico clinico de candidiase vulvovaginal.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar amostras de leveduras de secrecdo vaginal de pacientes com
diagnéstico clinico de CVV, atendidas na rede particular e/ou conveniada em
Juiz de Fora, Minas Gerais;

e Realizar inquérito sociodemografico e clinico nas pacientes participantes do
estudo;

e Identificar, por metodologia molecular, as leveduras isoladas a partir da
secrecdo vaginal das pacientes;

e Investigar possiveis correlagbes entre cultura positiva, caracteristicas
sociodemogréficas e situacdes clinicas associadas a fatores de risco e sinais
e sintomas;

e Genotipar as amostras de Candida e correlacionar os genotipos encontrados
com a origem das leveduras e caracteristicas sociodemograficas e clinicas

nas pacientes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental e espécimes clinicos

Trata-se de um estudo descritivo, observacional, transversal, realizado com
amostras de conveniéncia. A populacdo amostrada foi composta por 69 pacientes
com diagndstico clinico de CVV recrutadas entre dezembro de 2009 e dezembro de
2011, em dois consultérios da rede particular e/ou conveniada e em um ambulatério
de hospital da rede publica (Hospital e Maternidade Therezinha de Jesus) em Juiz
de Fora, Minas Gerais, durante consulta ginecologica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Juiz de Fora, parecer n°® 031/2009 (ANEXO A) e todas as pacientes que
aceitaram participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE A). Foram considerados critérios de exclusdo: pacientes
com diagnastico clinico de vaginoses bacterianas ou por protozoarios.

Um formulario foi preenchido para cada paciente pelo profissional atendente,
contendo informacdes como idade, cor da pele, nivel de escolaridade, estado civil,
atividade sexual, presenca de fatores de risco ou predisponentes para CVV e sinais
e sintomas associados (APENDICE B).

Amostras de secrecao vaginal foram coletadas durante o exame clinico das
pacientes, com zaragatoas flexiveis esterilizadas (Alamar Tecnocientifica Ltda.,
Diadema, Brasil), e imediatamente imersas em solugéo salina estéril (NaCl 0,85%)
em tubos de ensaio lacrados com rolhas de algodao hidrofébico. O material foi
enviado no mesmo dia ao Laboratorio de Micologia Ambiental e Médica do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora (LMAM/ICB/UFJF)

para processamento experimental (Figura 1).



Figura 1. Desenho experimental e etapas de desenvolvimento da pesquisa.
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4.2 Isolamento de leveduras a partir dos espécimes clinicos

Os espécimes clinicos foram inoculados em placas de Petri contendo 0 meio
de cultura 4gar Sabouraud dextrose (Industria e Comércio de Produtos Quimicos
Ltda., Duque de Caxias, Brasil), suplementado com cloranfenicol (10mg/mL —
Northeast General Pharmaceutical Factory, Shenyang, China) e incubados a 35 °C,
por um periodo de 2-7 dias.

Das placas onde houve desenvolvimento de colbnias leveduriformes, foram
escolhidas para subcultivo no mesmo meio de cultura sem droga antibacteriana,
preferencialmente quatro colbnias representativas por espécime clinico, quando
possivel, morfologicamente distintas. Apds obtencéo de culturas puras, as amostras
de leveduras foram depositadas na colecdo de culturas do LMAM/ICB/UFJF,
criopreservadas e submetidas a procedimento de extragdo de DNA para
identificacdo molecular.

Amostras de referéncia (Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei
ATCC 20298, Candida tropicalis ATCC 750, Candida parapsilosis ATCC 20019 e
Candida glabrata ATCC 90030) gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maria

Aparecida Resende (ICB/UFMG) foram utilizadas como controle experimental.

4.3 Extracao de DNA das leveduras isoladas

O DNA genbmico das leveduras foi extraido pelo método de digestdo quimica
e purificacdo com fenol-cloroférmio, de acordo com metodologia ja estabelecida para
obtencdo de DNA de leveduras de alto grau de pureza, com modificacbes
(FURLANETO-MAIA et al., 2007).

Assim, a partir de 2,0 mL de uma cultura de 48 horas em caldo Sabouraud
(Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda., Duque de Caxias, Brasil), massa
celular foi obtida apds centrifugacdo a 12000 x g, por 5 minutos em centrifuga
refrigerada (Jouan CR3i, Thermo Electron Corporation, MA, EUA) e as células foram
lavadas em igual volume com agua destilada previamente esterilizada. Apds nova
centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes, a massa celular resultante foi suspensa em
0,5 mL de tampé&o de lise (Tris HCI pH 8,0 10mM, EDTA 1 mM, NaCl 100Mm, Triton

X100 2% vl/v, SDS 1%), acrescida de pérolas de vidro e submetida a agitacdo em
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vortex (Coleman Equipamentos para Laboratorios Comércio e Importacdo Ltda.,
Santo André, Brasil) por 2 ciclos 1 minuto.

Posteriormente, foram adicionados 0,4 mL de fenol saturado com Tris (1M, pH
8), 0,4 mL de solucdo de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e as amostras foram
novamente agitadas em vértex, por 10 segundos, e centrifugadas para separagédo de
fases, a 12000 x g, por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e o DNA precipitado
apos a adicao de 0,05 mL de NaCl 5M, 2 volumes de etanol gelado e centrifugacéo
a 12000 x g, por 30 minutos, 4°C.

Os extratos foram lavados com etanol 70%, solubilizados, tratados com
RNAse 1mg/mL e quantificados por espectrofotometria (Qubit 2.0, Fluorometer,
Invitrogen, Life Technologies, OR, EUA). A integridade do DNA foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

4.4 Identificagcdo molecular das leveduras

A identificacdo microbiana foi realizada por PCR em reacdes multiplex
utilizando-se oligoiniciadores especificos para o género Candida (C. guilliermondii,
C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. topicallis, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C.
parapsilosis) e oligoinciadores universais para leveduras clinicamente relevantes, tal
como estabelecido na literatura (CARVALHO et al., 2007).

Os oligoiniciadores universais foram usados para amplificacdo das regides
intergénicas espacadoras das leveduras patogénicas associadas a doencas
humanas, para originar os amplicons esperados na reacdo de PCR multiplex com os
oligoiniciadores espécie-especificos, conforme esquema ilustrado na Figura 2. As
condi¢cbes de amplificacdo foram: desnaturacéo inicial, 10 minutos, 94°C e 40 ciclos
de 15segundos, 94°C; 30 segundos, 55°C; 45 segundos, 65°C, em termociclador
Techne® TC-412 (Thermal Cycler, OSA, Reino Unido) (Tabela 1, Figura 3).
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Figura 2. Estratégia do PCR Multiplex para as espécies de Candida. Organizagéo
dos genes ribossdmicos fungicos alvos, com os oligoiniciadores universais e
espécie-especificos indicados. As setas indicam a direcdo das amplificagbes do

PCR. ITS: RNA nao funcional entre RNAr funcionais.
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Tabela 1: Oligoiniciadores usados para identificacdo de espécies clinicamente relevantes de Candida, tamanhos dos fragmentos
esperados visualizados em eletroforese de gel de agarose e condi¢cées de amplificacéo.

Espécie

Oligoiniciadores Sequéncia (5’ — 3’)

Amplicons Condi¢cfes de amplificacéao

Universal para leveduras

O o o o o O O

C.

. albicans

. dubliniensis

. glabrata

. guilliermondii
. krusei

. lusitaniae

. parapsilosis

tropicalis

UNI1
UNI2
Calb
Cdub
Cgla
Caui
Ckru
Clus
Cpar

Ctro

GTCAAACTTGGTCATTTA

TTCTTTTCCTCCGCTTATTG

AGCTGCCGCCAGAGTCTAA

CTCAAACCCCTAGGGTTTGG

TTGTCTGAGCTCGGAGAGAG

TTCGGAGCAACGCCTAACCG

GATTTGCTTAATTGCCCCAC

TTCGGAGCAACGCCTAACCG

TTGGCCTAGAGATAGGTTGG

GTCAACCGATTATTTAATAG

583/446

591/217

929/839

668/512

590/169

433/329

570/370

583/507

Desnaturagao inicial, 10 min, 94°C
e 40 ciclos de 15seg, 94°C; 30 segq,

55°C; 45 seg, 65°C

* Os oligoiniciadores universais foram usados para amplificacdo das regides intergénicas espacadoras das leveduras patogénicas associadas
a doencas humanas, para originar os amplicons esperados na reagdo de PCR multiplex com oligoiniciadores espécie-especificos para

Candida (CARVALHO et al., 2007).
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Figura 3. Eletroforegramas representativos da identificagdo molecular de
leveduras isoladas de secrecdo vaginal das pacientes avaliadas com
diagnostico clinico de candidiase vulvovaginal. (A) Padronizacdo da técnica
pela utilizacdo de amostras de referéncia. MM= Marcador molecular, 1kb
ladder. Canaleta 1 — Candida glabrata ATCC 90030 (929/839 pb); canaleta 2 —
C. parapsilosis ATCC 20019 (570/370 pb); canaleta 3 — C. albicans ATCC
18804 (583/446 pb); canaleta 4 — C. tropicalis ATCC 750 (583/507 pb);
canaleta 5 — C. krusei ATCC 20298 (590/169 pb); canaleta 6 — controle
negativo. (B) Representativo da identificagdo de leveduras isoladas da
secrecdo vaginal. MM=Marcador molecular, 1kb ladder. Canaleta 1 — Controle
negativo; canaleta 2 - C. glabrata; canaletas de 3 a 10 - C. albicans.

A MMO01 02 03 04 05 06 B MMO01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
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4.5 Genotipagem das leveduras

A técnica de RAPD foi utilizada para genotipagem das leveduras
representativas isoladas da secrecdo vaginal das pacientes com diagnéstico
clinico de CVV.

Para as reacdes de genotipagem, utilizou-se o oligoiniciador OPA 03 (5’-
AGTCAGCCA C — 3) (IDT Integrated DNA Technologies) (HANNULA et al.,
1997). As reacOes foram feitas em volumes de 25 uL, contendo 3 pL de DNA
molde (30 ng), 12,5 uL de Gotag Green Master Mix 2X (Promega Corporation,
Madison WI, USA), 1,0 yL (10uM) de oligoiniciador e 8,5 yL de agua ultrapura.
As condicbes de amplificacdo utilizadas foram: 5 minutos de desnaturacéo
inicial a 95°C, seguida de 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 36°C por 2 minuto e
72°C por 2 minutos, e extensao final de 72°C por 7 segundos. As reacfes
foram realizadas em termociclador (Bioer Genepro).

Os amplicons obtidos em cada reacdao foram separados em gel de
agarose a 1,5%, em TBE 1X a 80 V por 90 minutos. Os géis foram analisados
em transluminador de luz ultravioleta, apés tratamento com brometo de etidio
(0,5 pg/ml).

Apos documentacdo, os perfis de amplificacdo génica foram
comparados entre as amostras de mesma espécie, entre aquelas isoladas
representativas de uma mesma paciente, e globalmente entre as amostras de
C. albicans isoladas neste estudo, pela andlise de dendograma obtido pela
utilizacao do software Genes (CRUZ, 2006; CRUZ, 2008).

Desta forma, foi construida uma matriz binaria pela atribuicdo dos
parametros 1 para a presenca e 0 para a auséncia de bandas de mesmo
tamanho, visualmente detectadas nos geéis de agarose e classificadas como
majoritarias, isso é, com alta intensidade de fluorescéncia sob luz ultra violeta
apos a coloragdo dos géis com o brometo de etidio. A partir dessa matriz
binaria, foi construida uma matriz de dissimilaridade, onde o indice de Jaccard
foi adotado para estimar a dissimilaridade genética entre as amostras de
leveduras estudadas. Para o agrupamento dos dados da matriz foi utilizado o
método Unweighted Pair Group Method (UPGMA), com analise de bootstrap de
1000x.
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4.6. Andlises estatisticas:

Os dados obtidos foram expressos como meédia e desvio padrao para
variaveis quantitativas e como frequéncia absoluta e frequéncia relativa para as
variaveis categoricas.

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 13.0 para Windows
(Chicago, IL, EUA) e utilizados os testes t de Student para comparagcao de
médias entre amostras independentes. Para verificar associacao, utilizou-se o
teste exato de Fischer quando possivel ou o teste do x2 para variaveis com
mais de duas categorias.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, e todos os testes foram

bicaudais.
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5 RESULTADOS

5.1 Associacdo entre cultura de secrecdo vaginal, caracteristicas
sociodemogréficas, situacdes clinicas associadas a fatores de risco e

sinais e sintomas

Entre as pacientes que participaram deste estudo, com diagndstico
clinico de CVV (n=69), a cultura da secrecao vaginal permitiu a recuperacao de
amostras de Candida em espécimes clinicos provenientes de 55 participantes,
0 gque corresponde a uma frequéncia de 79,7% de positividade na cultura.

A idade néo foi uma caracteristica que pode ser relacionada com cultura
positiva para Candida spp., a partir da secre¢cédo vaginal (p=0,687), sendo o
mesmo observado em relagcdo ao estado civil (p=0,130), a etnia (p= 0,224) e a
escolaridade (p=0,147).

Ao serem questionadas sobre a atividade sexual nos ultimos 30 dias
antes da consulta ginecolégica que resultou no diagndstico clinico de CVV e
coleta de espécime clinico para cultura microbioldgica, apenas 2 participantes
(2,9%) relataram n&o ter vida sexual ativa, e as 67 pacientes sexualmente
ativas (97,1%) informaram ter somente um parceiro sexual. Nao foi observada
associacao entre essas variaveis e o isolamento de leveduras (p= 1,000). Os
dados sociodemograficos das pacientes participantes deste estudo sé&o
apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas s6ciodemogréficas do grupo de pacientes avaliadas.

Correlagcédo com

Pacientes no grupo Frequéncia
Variaveis avaliadas a cultura fungica
(n=69) (%)
(valor p)
Faixa etaria média 28,2 (7,9)? - 0,687°
Estado civil 0,130°
Solteira 30 43,5
Casada 39 56,5
Etnia (cor da pele) 0,224¢
Branca 55 79,7
Negra 08 11,6
Parda 06 08,7
Escolaridade 0,147¢
Superior 40 58,0
Médio 20 29,0
Fundamental 09 13,0
Vida sexual ativa 1,000°
Sim 67 97,1
Nao 02 02,9

2 Resultado expresso em média (desvio-padrédo); ° comparacdo de médias de idade
realizada pelo teste t de Student para amostras independentes; ¢ associacdo calculada
pelo teste exato de Fischer; ¢ Associacao calculada pelo teste do x2
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Embora n&o tenha sido estabelecida correlagédo entre cultura positiva
para Candida e as variaveis clinicas como diabetes (p= 0,266), gravidez (p=
0,537), soropositividade para HIV (p= 1,000), quimioterapia (p= 0,203), uso de
anticoncepcionais orais (p= 1,000), uso de drogas antibacterianas (p= 0,372) e
uso de droga antitricomonas (p= 1,000), observou-se uma associacao entre
cultura negativa e uso de corticoides (p= 0,039), e também com o0 uso de

drogas antifungicas (p= 0,023) (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas associadas a fatores de risco para

candidiase vulvovaginal no grupo de pacientes avaliadas.

Associacdo com a

Pacientes no Frequéncia
Variaveis avaliadas cultura fungica
grupo (n=69) (%)
(valor p)°
Em gestacao 24 34,8 0,537
Diagnéstico de diabetes 05 07,2 0,266
Diagnostico de AIDS 01 01,4 1,000
Anticoncepcional oral 25 36,2 1,000
Uso de dispositivo intra-uterino (DIU) 00 - -
Em corticoterapia 02 02,9 0,039
Uso de quimioterapico ? 01 01,4 0,203
Uso de droga antibacteriana 0,372
Sim 09 13,0
N&o informado® 05 07,2
Uso de droga antifiingica 0,023
Sim 04 05,8
N&o informado® 09 13,0
Uso de droga antitricomonas 1,000
Sim 01 01,4
N&o informado® 11 15,9

2 Quimioterapia antineoplasica ° Associacdo calculada pelo teste exato de Fischer

¢ Categoria excluida para calcular a associacéo
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O diagnodstico clinico da CVV foi realizado no servico meédico
considerando-se 0s sinais observados no exame ginecolégico e 0s sintomas
relatados pelas pacientes. O prurido vulvar foi o sintoma mais frequentemente
citado pelas pacientes avaliadas (73,9%), seguido por relato de ardéncia vulvar
(63,8%). A maioria das participantes do estudo apresentou fluxo vaginal
(97,1%) e hiperemia vulvar (63,8%). N&o foram observadas, entretanto,
correlagcdes significativas entre a cultura fungica e os sintomas relatados, sejam
prurido (p= 0,496), ou ardéncia vulvar (p= 0,350), ou os sinais clinicos
avaliados: fluxo vaginal (p= 1,000) ou hiperemia vulvar (p= 0,350).

A andlise do fluxo vaginal revelou que a secrecao tinha coloracéo branca
em 88% dos casos, enquanto que secrecdes de coloracdo esverdeada, ou
amarelada foram observadas em frequéncias de 2,9%. Além disso, secrecfes
de coloracdo branco-amarelada, ou branco-esverdeada, ou amarelado-
esverdeada também foram observadas (1,4%). Para uma paciente, ndo foi
relatada a coloragéo do fluxo vaginal durante o exame clinico. Considerando-se
o aspecto do fluxo vaginal, essa secrecao foi descrita como grumosa em 84,1%
dos casos ou fluida em 11,6%. N&o foi relatado o aspecto do fluxo vaginal para
uma paciente. Nao foram observadas correlagdes significativas entre cultura
positiva de Candida e coloracdo (p= 0,407) ou aspecto (p= 0,187) do fluxo
vaginal. Aproximadamente metade das pacientes avaliadas (47,8%)
apresentou os 4 sinais e sintomas clinicos avaliados (hiperemia, fluxo vaginal,
prurido e ardéncia), enquanto que apenas fluxo vaginal foi observado em
17,4%. Observou-se ainda que 20,3% e 14,5% das pacientes apresentavam
respectivamente, 3 e 2 das manifestacdes clinicas avaliadas, simultaneamente
(Tabela 4).
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Tabela 4. Manifestacdes clinicas relacionadas ao diagnéstico de candidiase

vulvovaginal no grupo de pacientes avaliadas.

Associacdo com a
Pacientes no Frequéncia

Sinais e sintomas cultura fangica
grupo (n=69) (%)
(valor p)
Presenca de prurido 51 73,9 0,496°
Relato de ardéncia vulvar 44 63,8 0,350%
Hiperemia vulvar 44 63,8 0,350°
Ocorréncia de fluxo vaginal 67 97,1 1,000%
Cor do fluxo vaginal presente 0,407"
Branco 59 85,5
Esverdeado 02 02,9
Amarelado 02 02,9
Branco-amarelado 01 01,4
Branco-esverdeado 01 01,4
Amarelo-esverdeado 01 01,4
Cor nédo relatada 01 01,4
Aspecto do fluxo vaginal presente 0,187°
Grumoso 58 84,1
Fluido 08 11,6
Aspecto nao relatado 01 01,4

2 Associacdo calculada pelo teste exato de Fischer; ® Associacéo calculada pelo teste
do x2
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5.2 Identificagcao das leveduras isoladas nas culturas positivas

Entre as amostras de leveduras isoladas (n=211), 3 espécies foram
identificadas, sendo a mais prevalente Candida albicans (98,1%), isolada de 54
pacientes, seguida por C. glabrata (5,4%), isolada de 3 pacientes e C.
lusitaniae (3,6%), isolada de 2 pacientes.

Dessas mulheres cuja cultura de secrecdo vaginal foi positiva (n=55),
monoinfeccdo foi observada em 51 pacientes (92,7%), enquanto que infeccao
polimicrobiana foi observada em quatro (7,3%). Ao se considerar a etiologia
das infeccbes monomicrobianas, C. albicans foi a espécie predominante,
isolada a partir da cultura da secrec¢éo vaginal de 50 dessas pacientes (90,9%).
Além disso, C. glabrata também foi identificada associada & monoinfeccdo em
1 paciente (1,8%).

Ao se considerar a etiologia das infeccbes polimicrobianas, as
associacbes C. albicans e C. glabrata, ou C. albicans e C. lusitaniae foram

observadas em 2 pacientes (Figura 4).
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Figura 4. Identificacdo das amostras de Candida isoladas de secrecao vaginal
das pacientes avaliadas com diagndstico clinico de candidiase vulvovaginal
quando as culturas microbiolégicas para isolamento de leveduras foram
positivas.

C. albicans
+
C. glabrata

(3,64%)

C. albicans
+

C. lusitaniae

(3,64%)

M C. albicans (90,91%) M C. glabrata (1,81%)

5.3 Associacédo entre a diversidade genética das leveduras isoladas e o

grupo de pacientes

A analise de agrupamento UPGMA dos tipos eletroforéticos gerados
pela genotipagem com o oligoiniciador OPA 03 das amostras de Candida
permitiu discriminar linhagens de C. albicans na populacdo amostrada. Foi
observada a presenca de bandas de DNA polimorfico variando de 200 a 900
pares de bases, totalizando oito marcadores de RAPD (Figura 5).
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Figura 5. Eletroforegrama representativo da genoptipagem das linhagens de C.
albicans por RAPD, usando-se o oligonucleotideo iniciador OPA 03. MM =
Marcador molecular 100 bp ladder. Canaletas de 01 a 11: padrdao de
bandeamento das amostras clinicas isoladas de pacientes com diagndstico
clinico de candidiase vulvovaginal.
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Como um todo foi possivel evidenciar sete tipos eletroforéticos (TE)

classificados como grupos | a VII, sendo que os grupos |, II, lll, IV, V e VI sdo
compostos por linhagens de levedura que apresentam 100% de similaridade
genética. No grupo VII foram incluidas as linhagens de levedura altamente
polimérficas que apresentaram no maximo 80% de semelhanca (Figura 6).
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Figura 6. Dendograma de similaridade UPGMA (Unweighted Pair Group
Method) resultante da comparacdo dos perfis eletroforéticos obtidos pela
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Considerando-se as pacientes com cultura positiva para C. albicans
observou-se que o TE IV e | foram os predominantes entre as linhagens
recuperadas (74,5% e 38,1%, respectivamente). Os outros TEs foram
observados em menores frequéncias entre as pacientes amostradas (Tabela
5).

Tabela 5. Frequéncia de ocorréncia dos diferentes tipos eletroforéticos de
Candida albicans observados entre as pacientes com cultura positiva

Tipo eletroforético Frequéncia de observacéao (%)

I 38,1

Il 9,0

Il 5,4

v 74,5

\ 7,3
VI 10,9
\Yl 23,6

Ao avaliar-se a distribuicdo dos TEs entre as pacientes com pelo menos
duas amostras de leveduras isoladas e identificadas como C. albicans,
observou-se que 45,3% apresentaram infeccdo por uma mesma linhagem
microbiana. Nestes casos, infeccdo por uma mesma linhagem foi observada
majoritariamente por representantes do grupo TE IV. Infeccdo por duas
linhagens de C. albicans também foi frequentemente observada, sendo que a
combinacdo de TEs mais representativos foi | e IV. Infecgdo por mais de duas
linhagens distintas de levedura também foi observada sendo que infec¢cdo com

guatro linhagens foi observada em apenas uma paciente (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribuicdo de tipos eletroforéticos de Candida albicans observados
entre as pacientes com cultura positiva e pelo menos duas amostras isoladas*

Numero de tipos  Pacientes Combinacéo de tipos Frequéncia
eletroforéticos (%) eletroforéticos (%)
I 8,3
1 45,3
\Y, 91,7
lelV 38,1
le VI 9,5
e VI 19
llelVv 4,7
2 39,6
eV 4,7
e Vil 4.7
IV e VI 4,7
VeVl 14,2
I, 1elV 14,3
I, 1leV 14,3
[, Il e VI 14,3
3 13,2
[, IV eVl 14,3
v, V, VIl 14,3
IV, Vl e VI 28,5
4 1,9 I, v, Vv, Vi 100

* De 55 pacientes, em duas s6 foi possivel a recuperacdo de uma amostra
representativa de uma colbnia na cultura.

Da andlise da diversidade fungica e dos dados sociodemogréaficos e clinicos
das pacientes ndo foi possivel estabelecer nenhuma correlagdo uma vez que
os TE | e IV isoladamente ou associados foram 0s mais representativos
independente das variaveis avaliadas em funcdo do numero de pacientes
(APENDICE C).
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6 DISCUSSAO

A gueixa de corrimento vaginal € a principal razdo que leva mulheres do
mundo inteiro a procurar servicos de saude, sendo as vaginites infecciosas as
causas mais comuns (BUYUKBAYRAK et al.,, 2010; LOWE; NEAL; RYAN-
WENGER, 2009). Embora na pratica médica o diagnostico das vulvovaginites
seja essencialmente clinico, ele é considerado inadequado, e sugere-se que
deve ser confirmado por exames microbiolégicos classicos baseados em
cultura ou utilizando-se técnicas moleculares (ALVES; CAMARGO; GOULART,
2010; BUYUKBAYRAK et al., 2010; LOWE; NEAL; RYAN-WENGER, 2009).
Além disso, considerando-se a emergente resisténcia antimicrobiana, é
sugerido o isolamento e identificacdo da levedura, evitando-se terapias
empiricas desnecessdérias as pacientes (BANKAR et al., 2012; ANDRIOLI et al.,
2009; BOATTO et al., 2007).

A alta frequéncia de positividade em cultura de leveduras associada as
pacientes com diagndstico clinico de CVV (79,7%) encontrada neste estudo é
semelhante a apresentada por outros autores e reforca a necessidade do
diagndstico laboratorial associado ao diagndstico clinico (BANKAR et al., 2012;
LOWE; NEAL; RYAN-WENGER, 2009; LINHARES et al., 2001). Entretanto,
percebe-se que o rigor na observacdo de sinais e sintomas durante o
diagndstico clinico, associado as boas praticas laboratoriais e carga microbiana
presente na secrecdo vaginal, possui grande impacto na correlacdo entre
diagnéstico de CVV e isolamento de leveduras. Varios autores relatam uma
baixa frequéncia de isolamento de fungos (< 50%) em secrecdo vaginal de
pacientes com diagnostico clinico de CVV (AMOURI et al., 2011;
BUYUKBAYRAK et al., 2010; AHMAD; KHAN, 2009; ANDRIOLI et al., 2009;
ESMAEILZADEH; OMRAN; RAHMANI, 2009; ZIMMERMMANN et al., 2009).
De acordo com a literatura, é altamente provavel que a maioria das mulheres
com queixas vaginais comuns tenha um diagndstico impreciso, sendo que esse
problema permanece como um desafio (BANKAR et al., 2012; LOWE; NEAL;
RYAN-WENGER, 2009).

Este estudo, corroborando os dados da literatura nacional e

internacional, indica a predominancia da espécie C. albicans como a mais
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frequentemente associada a CVV (RAD et al.,, 2012; AMOURI et al., 2011;
ALVES, CAMARGO; GOULART, 2010; AHMAD; KHAN, 2009; ANDRIOLI et al.,
2009; CORREA et al., 2009; ESMAEILZADEH; OMRAN; RAHMANI, 2009;
GROSS et al., 2007; HOLANDA et al., 2007; RICHTER et al., 2005; CHONG et
al., 2003) e C. glabrata como a segunda espécie mais prevalente (BANKAR et
al.,, 2012; AMOURI et al., 2011; RAD et al.,, 2011; ALVES, CAMARGO &
GOULART, 2010; AHMAD & KHAN, 2009; CORREA et al., 2009;
ZIMMERMMANN et al., 2009; RICHTER et al.,, 2005; BASTOS et al., 2003;
CHONG et al.,, 2003; CORSELLO et al, 2003; RIBEIRO et al.,, 2003;
LINHARES et al., 2001). Tem sido registrada a participacdo de C. lusitaniae em
infeccbes tanto mono quanto polimicrobianas, tal como observado neste
estudo, considerando-se a etiologia polimicrobiana da CVV (FERRAZA et al.,
2005, NAMKINGA et al., 2005; RICHTER et al., 2005; CHONG et al., 2003).
Assim, mesmo que essa espécie sO tenha sido encontrada em associacdo com
C. albicans, h&a de se registrar a sua emergéncia na etiopatogenia da doenca,
suscitando estudos prospectivos para se esclarecer a real participacéo de C.
lusitaniae no desenvolvimento da CVV e terapia empirica mais apropriada.

De acordo com a literatura, a taxa de ocorréncia de infecgdo mista em
CVV é bastante variada (4 a > 10%) (RAD et al., 2011; RICHTER et al., 2005).
A deteccédo de infeccdo mista em CVV é possibilitada pela utilizacdo de meios
de cultura cromogénicos, ou facilitada pelo isolamento de mais de uma colbnia
microbiana amostral em cada placa de cultivo, ao se usar meios de cultura ndo
cromogénicos tradicionais, como o agar Sabouraud dextrose suplementado
com cloranfenicol (BOATTO et al., 2007). Na maioria dos casos de infeccdo
mista, sdo relatadas as associacdes: C. albicans e C. glabrata; C. albicans e C.
krusei; C. albicans e C. tropicalis; C. albicans e C. parapsilosis; C. albicans e C.
tropicalis; C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis; C. albicans, C. glabrata e C.
krusei; C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei; aléem da associacdo entre C.
glabrata e Saccharomyces cerevisiae (RAD et al., 2011; BOATTO et al., 2007;
RICHTER et al., 2005). Neste estudo, foi observada, ainda, de maneira
incomum, a associacao de C. albicans e C. lusitaniae na secrecdo vaginal de

pacientes com diagndstico clinico de CVV.
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A CVV é relatada principalmente em mulheres que estdo em idade
reprodutiva, o que também foi observado no presente trabalho. A literatura &
unanime em apontar as pacientes com CVV pertencentes a faixa etaria de 20 a
40 anos como as mais frequentemente acometidas pela doenca (PEREIRA et
al., 2012; RAD et al., 2012; AMOURI et al., 2011; BUYUKBAYRAK et al., 2010).
Associa-se a esse fato, a atividade ovariana maxima com producdo de
estrogénio, o que favorece o crescimento de Candida e sua aderéncia as
células epiteliais vaginais (BANKAR et al., 2012). A transmissao sexual de CVV
€ mencionada, apesar de a doenca ndo ser considerada uma doenca
sexualmente transmissivel (DST). Entretanto, a literatura sugere a
predominancia entre as mulheres que tém vida sexual ativa, tal como
observado neste estudo (AMOURI et al, 2011; RAD et al., 2011;
ZIMMERMMANN et al., 2009; MALAZY et al., 2007; BASTOS et al., 2003;
CORSELLO et al., 2003).

Poucos séo os relatos envolvendo CVV em que se avalia o estado civil
das pacientes. Os achados do presente estudo, como também relatados por
outros autores, indicam um predominio de CVV entre as mulheres casadas
(CORREA et al., 2009; REED et al., 2003). Apesar disso, existem relatos que
sugerem maior frequéncia de acometimento de CVV entre as mulheres
solteiras (BASTOS et al., 2003), ou sem relacdo com o estado civil (LOWE;
NEAL; RYAN-WENGER, 2009). Considerando-se a diversidade étnica e social
dos grupos de pacientes amostrados nos estudos de CVV, a relacdo entre a
prevaléncia da doenca ou susceptibilidade & sua ocorréncia e a etnia (cor da
pele) das pacientes é controversa, ndo sendo estabelecida, como neste estudo,
nenhuma correlacdo (LOWE; NEAL; RYAN-WENGER, 2009; BASTOS et al.,
2003; REED et al.,, 2003). O mesmo fendbmeno é observado em relacdo a
escolaridade das pacientes com diagnéstico clinico de CVV (AHMAD & KHAN,
2009; LOWE; NEAL; RYAN-WENGER, 2009; MALAZY et al., 2007,
XUEQIANG et al., 2007; REED et al., 2003). Apesar disso, neste estudo
observou-se um predominio da doenca entre as participantes que foram
consideradas de cor branca e possuiam o grau universitério.

Varias investigacfes foram realizadas para se avaliar os potenciais

fatores de risco para CVV, mas os dados epidemioldgicos sdo conflitantes e
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seu papel na patogénese da doenca ainda é controverso (AMOURI et al.,
2011). Os fatores predisponentes mais comuns associados com a candidiase
sdao a gravidez, diabetes mellitus, uso de contraceptivos, terapia
antimicrobiana, atividade sexual e a higiene sexual (BANKAR et al., 2011).
Qualquer alteracdo dos niveis de glicose, especialmente em situacdes de
hiperglicemia, pode desencadear CVV, incluindo, assim, diabetes entre os
fatores de risco (BANKAR et al., 2012; RODRIGUES; SIMOES:; DINIZ, 2009;
ZIMMERMMANN et al., 2009). Assim, diferentes taxas de prevaléncia de CVV
em mulheres com diabetes séo registradas (BANKAR et al., 2012; AMOURI et
al., 2011; RAD et al., 2011; ZIMMERMMANN et al., 2009; GROSS et al., 2007;
MALAZY et al., 2007; RICHTER et al., 2005).

Durante a gravidez, o nivel elevado de estrogénio contribui para um
aumento no conteudo de glicogénio vaginal, importante fonte de carbono para
o desenvolvimento do fungo (BANKAR et al., 2012). Neste estudo, a frequéncia
de pacientes gravidas entre as diagnosticadas com CVV foi semelhante a
observada por outros autores (HOLANDA et al., 2007), porém sugere-se que a
doenca possa ocorrer mais comumente entre as mulheres gravidas do que nas
ndo gravidas (BANKAR et al., 2012; AHMAD; KHAN, 2009). Neste estudo, ndo
foi observada correlacdo entre cultura de leveduras positiva e gravidez como ja
relatado (ANDRIOLI et al.,, 2009), embora essa correlacdo tenha sido
estabelecida anteriormente (LINHARES et al., 2001).

O efeito dos contraceptivos orais na predisposicdo a CVV é mal
compreendido e os resultados das pesquisas sao conflitantes. Acredita-se que
o elevado teor de estrogénio nos contraceptivos orais pode ser um dos fatores
de predisposicdo, como verificado durante a gravidez (BANKAR et al., 2012).
Neste estudo, 36,2% das pacientes com CVV usavam anticoncepcionais orais
e néo foi observada correlacdo entre essa variavel e a cultura de Candida,
como observado por outros autores (ANDRIOLOI et al., 2009; CORSELLO et
al., 2003). Entretanto, ha registros de correlacdo positiva entre o uso de
anticoncepcionais hormonais com vulvovaginite clinica, e alguns levantamentos
mostram porcentagem maior de mulheres com CVV que usam
anticoncepcionais orais (CORREA et al., 2009; HOLANDA et al., 2007; ROSA;
RUMEL, 2004; BASTOS et al., 2003). A incidéncia de CVV nédo parece estar
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associada ao uso de DIU (ANDRIOLOI et al., 2009; HOLANDA et al., 2007),
embora seja aceito que o aumento do risco de infeccdo esteja relacionado a
elevada capacidade da levedura para a producdo de um biofilme no DIU, que
poderia atuar como um reservatério de Candida (AMOURI et al., 2011).

A CVV pode estar associada a situacdes de debilidade do hospedeiro,
como no caso das pacientes em uso de corticosteroides e agentes citotoxicos,
ou a doencas sistémicas (AIDS, por exemplo) ou hematologicas que promovem
a supressao funcional das células T, diminuindo a capacidade de resposta
imunoldgica e favorecendo a infecgcdo (BASTOS et al., 2003). Embora alguns
autores tenham relatado baixa frequéncia de CVV em pacientes que fizeram
uso de corticoides (ZIMMERMMANN et al., 2009; CORSELLO et al., 2003),
neste estudo duas pacientes com diagndstico clinico de CVV que relataram
fazer uso de corticoides tiveram cultura da secre¢cdo vaginal negativa para
Candida. Tal observacdo pode ser explicada pela pequena amostragem de
pacientes nesta situacdo, ou a presenca de outros micro-organismos
associados a condicdo clinica, dado o oportunismo propiciado pela terapia
imunossupressora. O mesmo pode ser sugerido ao considerar-se a auséncia
de correlacdo entre positividade da cultura e a pequena amostragem de
pacientes em uso de quimioterapicos antineoplasicos e com AIDS.

O uso de antibidticos é apontado como responsavel por aumentar a taxa
de colonizacédo vaginal por Candida de 10 a 30%, pois essas drogas agem
diminuindo a populagdo bacteriana que geralmente compete com as leveduras
da microbiota vaginal (BANKAR et al., 2012; BASTOS et al., 2003). Varios
autores evidenciam a susceptibilidade a CVV em pacientes submetidas a
antibioticoterapia e frequéncia de diagndstico entre essas pacientes em taxas
semelhantes as encontradas neste estudo (BANKAR et al., 2012; RAD et al.,
2011; AHMAD; KHAN, 2009; GROSS et al., 2007; RICHTER et al., 2005;
LINHARES et al.,, 2001). Embora n&o existam estudos com abordagem
semelhante para comparacdo, os dados obtidos mostraram correlacédo entre
uso de drogas antifungicas e cultura negativa de Candida. Como esperado, €
plausivel a sugestédo da interferéncia da droga na recuperacdo de amostras de
Candida em cultura, principalmente se o uso da medicacao foi em data proxima

a obtencao do espécime clinico.
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A sintomatologia tipica da CVV inclui o prurido e o corrimento vaginal em
grumos, semelhante a nata de leite. Outros sintomas também sdo frequentes
como o desconforto vulvar, a dispareunia e a disuria, porém, nenhum deles é
especifico para CVV (HOLANDA et al., 2007; BASTOS et al., 2003). O prurido,
considerado o principal sintoma, exacerba-se mais a noite devido ao calor
local, mas, apesar de ser muito frequente, também pode estar presente em
outras patologias ginecolégicas (BASTOS et al., 2003). Esse foi o principal
sintoma relatado neste estudo, como observado por outros autores (AMOURI
et al., 2011; AHMAD; KHAN, 2009; ESMAEILZADEH; OMRAN; RAHMANI,
2009; ZIMMERMMANN et al., 2009; BOATTO et al., 2007; CORSELLO et al.,
2003). A ardéncia vulvar, outro sintoma comumente relatado na CVV, foi o
segundo sintoma mais observado neste estudo, em concordancia com dados
da literatura (AMOURI et al., 2011; ROSA; RUMEL, 2004; CORSELLO et al.,
2003). Areas hiperemiadas, principalmente na vulva e vagina, como
observadas neste estudo, tém sido relatadas como comuns nas pacientes com
CVV, as vezes como sintoma positivamente associado ao diagnostico
(AMOURI et al., 2011; CORREA et al., 2009; HOLANDA et al., 2007; ROSA;
RUMEL, 2004; CORSELLO et al., 2003), tal como o corrimento vaginal, em
algumas situacdes relatado como Unica queixa feita pelas pacientes (AMOURI
et al., 2011; CORREA et al., 2009; ESMAEILZADEH; OMRAN; RAHMANI,
2009; ZIMMERMMANN et al., 2009; BOATTO et al., 2007; HOLANDA et al.,
2007; ROSA RUMEL, 2004; BASTOS et al., 2003; CORSELLO et al., 2003).

Apesar da literatura escassa que aborde aspecto e coloracado do fluxo
vaginal e sua correlagio com a CVV, os dados obtidos mostram-se
semelhantes ao descrito por outros autores (ZIMMERMMANN et al., 2009;
ROSA; RUMEL, 2004; BASTOS et al.,, 2003), sem relagbes fisiopatologicas
estabelecidas. Os resultados observados neste estudo apontam, no entanto,
para a necessidade de uma abertura cientifica e clinica que busque
aprofundamento na investigagcdo sobre o aspecto e a coloracdo do fluxo, a
medida que outras caracteristicas, diferentes daquelas classicamente descritas
(corrimento vaginal em grumos, semelhante a nata de leite) foram observadas

na populacdo amostrada.
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Além disso, em oposicao a observacado majoritaria de ocorréncia e relato
de mais de um sinal e sintoma clinico entre as pacientes diagnosticadas com
CVV, dados da literatura apontam prurido ou ardéncia, como manifestacao
clinica Unica predominante entre as pacientes com diagnostico de CVV
(GROSS et al., 2007).

A técnica de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) é simples e
rapida para analise de polimorfismo de DNA, pode ser utilizada como um
indicador acurado das distancias genéticas entre linhagens microbianas e
adequada para identificacdo e diferenciacdo de C. albicans (BAUTISTA-
MUNOZ et al., 2003).

Para investigar a relagdo genética entre linhagens de C. albicans na
populacdo amostrada utilizou-se a técnica de RAPD com o oligoiniciador OPA
03. Hannula e colaboradores (1995) testaram 10 oligoiniciadores aleatérios na
amplificagéo de isolados de leveduras e verificaram que os oligoiniciadores
OPA 03 e OPA 04 geraram perfis de amplicons distintos e exibiram capacidade
de amplificacdo igual. Em outro estudo, a utilizacdo do oligoiniciador OPA 03
possibilitou otimizar a diferenciacéo intraespécie de C. albicans comparado a
outros oligoiniciadores, o que permitiu distinguir 33 genoétipos entre 363
isolados clinicos de C. albicans (HANNULA, 2010).

Neste estudo, a presenca de oito marcadores de RAPD variando de 200
a 900 pares de bases (pb) € similar a outros estudos (SALEH et al., 2011;LI et
al., 1995; WILLIAMS et al., 1995). A analise de 46 isolados de C. albicans
revelou que o nimero de bandas amplificadas variou de 6 a 12 e o tamanho
dos fragmentos variou de 300 a 2000 pb (LI et al., 1995).

De acordo com Dassanayake e Samaranayake (2003) em estudos
baseados em polimorfismo genético, as linhagens podem ser classificadas em
quatro grupos de acordo com a similaridade genética entre elas: 100% =
linhagens idénticas; 90% = linhagens altamente relacionadas; 80% = linhagens
moderadamente relacionadas e 70% = linhagens néo relacionadas.

Dessa forma, dos sete grupos formados observados no dendograma,
seis sdo compostos por linhagens idénticas, ou seja, apresentam 100% de
similaridade genética entre elas. A grande quantidade de linhagens

geneticamente idénticas pode indicar a natureza clonal da populacdo
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amostrada de C. albicans, como ja observada em outros estudos com espécies
de Candida (BAIRES-VARGUEZ et al., 2007; TAYLOR et al, 1999;
LOCKHART et al., 1997).

Por outro lado, no grupo VII observou-se grande variacdo intraespécie
de C. albicans, com similaridade variando de 20 a 80%, ou seja, neste grupo ha
linhagens moderadamente relacionadas e linhagens néo relacionadas. Este
resultado indica que o oligoiniciador OPA 03 apresenta poder discriminatorio
para deteccao de polimorfismo entre linhagens de C. albicans. A presenga de
linhagens de C. albicans geneticamente distintas pode indicar a ocorréncia de
“shuffling” genotipico ou deriva genética.

Saleh e colaboradores (2011) também observaram variabilidade
genética entre linhagens de C. albicans pela técnica de RAPD, com trés grupos
apresentando alta similaridade ou idénticas (92% a 100) e um grupo com baixa
similaridade (21%). Em outro estudo, linhagens de C. albicans foram
distribuidas em trés grupos, sendo dois grupos formados por linhagens
idénticas ou altamente similares e um grupo com linhagens nao relacionadas
(45% de similaridade). Além disso, ja foi sugerida a ocorréncia de deriva
genética ou shuffling genotipico em C. albicans, a partir da observacdo de
divergéncia genética nestas leveduras em relacdo a outras linhagens de

mesma amostragem (RIBEIRO et al., 2010).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Embora os resultados obtidos neste estudo corroborem com a
prevaléncia de C. albicans na etiologia de CVV, apontam a emergéncia da sua
associacdo com C. lusitaniae, dado ainda néo relatado na regido amostrada.
Essa observacdo suscita a necessidade do diagnéstico microbiolégico para
estratégias antimicrobianas mais eficazes.

Além disso, a medida que aproximadamente 20% dos espécimes
clinicos provenientes de pacientes com diagndéstico clinico de CVV, tiveram
cultura negativa, questiona-se o tratamento antifingico empirico, como conduta
terapéutica na rotina ginecoldgica.

O néo estabelecimento de correlacdes significativas entre a positividade
da cultura fangica e as caracteristicas clinicas associadas a fatores de risco e
sinais e sintomas entre as pacientes com diagndéstico clinico de CVV, permite a
reafirmacdo de que ndo existem manifestacfes patognomodnicas da doenca e
gue os procedimentos laboratoriais devem ser realizados para um diagnéstico
etioldgico correto de vaginite.

A observacdo de baixa diversidade genética entre as amostras de C.
albicans como um todo, e a observacéo de infec¢cdo por uma mesma linhagem
de levedura na maioria das pacientes, suscita discussdo sobre a possibilidade
de abertura deste estudo para a pesquisa de caracteristicas bioldégicas destes
micro-organismos. O estabelecimento de um perfil biolégico composto de
avaliacdo de viruléncia e perfil de susceptibilidade aos antifUngicos entre
linhagens de C. albicans circulantes na regido amostrada possibilitaria a
predicdo de prognostico para as pacientes acometidas e serviria de base para
direcionamento da terapia antimicrobiana empirica.

Além disso, estudos multicéntricos desta natureza com maior
amostragem populacional e com a inclusdo de pesquisa de portadores
saudaveis de Candida na microbiota cérvico-vaginal, permitiria o entendimento
do papel das leveduras geneticamente pouco relacionadas nas pacientes com

diagndstico clinico de CVV e cultura positiva.
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8 CONCLUSOES

A possibilidade de cultura de leveduras negativa a partir de secrecéo
vaginal de pacientes com diagnostico clinico de CVV reforca a
necessidade do diagnostico laboratorial associado ao diagndstico
clinico;

C. albicans é a espécie prevalente na etiologia da CVV, mas outras
espécies como C. glabrata sdo também relatadas;

Infec¢cdes polimicrobianas, incluindo a associagdo C. albicans e C.
lusitaniae, ocorrem na populacdo amostrada com diagndstico clinico de
CVV;

A falta de correlacdo entre a cultura de Candida e os dados
sociodemogréficos, situagdes clinicas associadas a fatores de risco e
sinais e sintomas analisados confirmam a auséncia de caracteristicas

patognomonicas na populacdo amostrada com diagnostico de CVV;

As linhagens de C. albicans circulantes entre as pacientes com
diagnéstico clinico de CVV na regido amostrada possuem

majoritariamente alto grau de similaridade;

Infeccdo por apenas uma linhagem de C. albicans € frequente na

populacdo amostrada.



65

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHMAD, A.; KHAN, A.U. Prevalence of Candida species and potential risk
factors for vulvovaginal candidiasis in Aligarh, India. European Journal of
Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, v. 144, p. 68-71, 2009.

AKINBIYI, A.A.; WATSON, R.; WABOSO, P. Prevalence of Candida albicans
and bacterial vaginosis in asymptomatic pregnant women in South Yorkshire,
United Kingdom. American Journal of Medicine, Tucson, v. 74, p. 14-22,
2008.

ALVARES, C.A.; SUIDZINSKI, T.I.E.; COMALAVO, M.E.L. Candidiase
vulvovaginal: fatores predisponentes do hospedeiro e viruléncia das leveduras.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, Rio de Janeiro, v.
43, p. 319-327, 2007.

ALVES, I.A.; CAMARGO, F.P.; GOULART, L.S. Identificacdo por PCR e
sensibilidade a antifungicos de isolados clinicos vaginais de Candida sp.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 43, n. 5, p. 575-
579, 2010.

AMOURI, I.; SELLAMI, H.; BORJI, N.; ABBES, S.; SELLAMI, A,;
CHEIKHROUHOU, F.; MAAZOUN, L.; KHALED, S.; KHROUF, S.;
BOUJELBEN, Y.; AYADI, A. Epidemiological survey of vulvovaginal candidosis
in Sfax, Tunisia. Mycoses, v. 54, p. 499-505, 2010.

ANDRIOLI, J.L.; OLIVEIRA, G.S.A,; BARRETO, C.S.; SOUSA, Z.L.; OLIVEIRA,
M.C.H.; CAZORLA, I.M.; FONTANA, R. Revista Brasileira de Ginecologia e
Obstetricia, v. 31, n. 6, p. 300-304, 2009.

ANGOTTI, L.B.; LAMBERT, L.C.; SOPER, D.E. Vaginitis: making sense of
over-the-counter treatment options. Infectious Diseases in Obstetrics and
Gynecology, New York, 2007, Article ID: 97424, doi: 10.1155/2007/97424,
2007.

ARECHAVALA, A.l;; BIANCHI, M.H.; ROBLES, A.M.; SANTISO, G.; NEGRONI,
R. Identificacion y sensibilidad frente a fluconazol y albaconazol de 100 cepas
de levaduras aisladas de flujo vaginal. Revista Iberoamericana de Micologia,
v. 24, p. 305-308, 2007.

BAIRES-VARGUEZ, L.; CRUZ-GARCIA, A.; VILLA-TANAKA, L.; SANCHEZ-
GARCIA, S.; GAITAN-CEPEDA, L.A.; SANCHEZ-VARGAS, L.O.; QUINDOS,
G.; HERNANDEZ-RODRIGUEZ, C.. Comparison of a randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD) analysis and ATB ID 32C system for identification of
clinical isolates of different Candida species. . Revista Iberoamericana de
Micologia, v. 24, p. 148-151, 2007.



66

BANKAR, S.M.; POWAR, R.M.; PATIL, S.A.; KALTHUR, S.G. Prevalence of
non-albican candida infection in Maharashtrian women with leucorrhea. Annals
of Tropical Medicine and Public Health, v. 5, p. 119-23, 2012.

BARROS, L.M.; BORIOLLO, M.F.G.; ALVES, A.C.B.A.; KLEIN, M.1,;
GONCALVES, R.B.; HOFLING, J.F. Genetic diversity and exoenzime activities
of Candida albicans and Candida dubliniensis isolated from the oral cavity of
Brazilian periodental patients. Archives of Oral Biology, v. 53, p. 1172-1178,
2008.

BASTOS, A.M.C.; BRAVO, R.S.; FILHO, R.A.G.; ISOLAN, T.B.; BARRETO,
N.A. Perfil das mulheres com processo inflamatoério por Candida em resultados
de colpocitologia oncoldgica numa clinica de DST. DST- Jornal Brasileiro
Doencas Sexualmente Transmissiveis, v. 15, n. 2, p. 26-38, 2003.

BAUTISTA-MUNOZ, C.; XAVIER, M.B.; VILLA-TANACA, L.; HERNANDEZ-
RODRIGUEZ, C.. Identification of Candia spp. by Randomly Amplified
Polymorphic DNA Analysis and differentiation between Candia albicans and
Candida dubliniensis by direct PCR Methos. Journal of Clinical Microbiology,
v. 41, p. 414-420, 2003.

BOATTO, H.F.; MORAES, M.S.; MACHADO, A.P.; GIRAO, M.J.B.C.;
FISCHMAN, O. Correlacdo entre os resultados laboratoriais e os sinais e
sintomas clinicos das pacientes com candidiase vulvovaginal e relevancia dos
parceiros sexuais na manutencao da infeccdo em Sao Paulo, Brasil. Revista
Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, v. 29, n. 2, p. 80-84, 2007.

BUYUKBAYRAK, E.E.; KARS, B.; KARSIDAG, A.Y.K.; KARADENIZ, B.I.;
KAYMAZ, O.; GENCER, S.; PIRIMOGLU, Z.M.; UNAL, O.; TURAN, M.C.
Diagnosis of vulvovaginitis: comparison of clinical and microbiological
diagnosis. Archivos of Gynecology and Obstetrics, v. 282, p. 515-519, 2010.

CAMARGO, F.P.C.; ALVES, |.A.; PARLOW, M.S.; GOULART, L.S. Isolamento
de Candida spp. da mucosa vaginal de mulheres atendidas em um servi¢o de
ginecologia do Municipio de Santo Angelo — RS. NewsLab, S&o Paulo, v. 87, p.
96-104, 2008.

CARNEIRO, S.S.; PERALTA, R.M.; SVIDZINSKI, T.I.E.; CONSOLARO, M.E.L.
Contribuicdo da citologia de Papanicolaou para o diagnostico de leveduras em
secrecdo vaginal. DST — Jornal Brasileiro de Doencas Sexualmente
Transmissiveis, Rio de Janeiro, v. 18, p. 36-40, 2006.

CARVALHO, A.; COSTA-DE-OLIVEIRA, S.; MARTINS, M.L.; PINA-VAZ, C;
RODRIGUES, A.G.; LUDOVICO, P.; RODRIGUES, F. Multiplex PCR
identification of eight clinically relevant Candida species. Medical Mycology, V.
45, p. 619-627, 2007.

CARVALHO, R.J.V.; CUNHA, C.M.; SILVA, D.A.O.; SOPELETE, M.C,;
URZEDQO, J.E.; MOREIRA, T.A.; MORAES, P.S.A.; TAKETOMI, E.A. IgA e IgE



67

e subclasses de IgG anti-Candida albicans no soro e lavado vaginal de
pacientes com candidiase vulvovaginal. Revista da Associacdo Médica
Brasileira, v. 49, n. 4, p.434-438, 2003.

CHONG, P.P,; LEE, Y.L.; TAN, B.C.; NG, K.P. Genetic relatedness of Candida
strains isolated from women with vaginal candidiasis in Malaysia. Journal of
Medical Microbiology, v. 52, p. 657-666, 2003.

CHONG, P.P.; HADI, S.R.A.; LEE,Y.L.; PHAN, C.L.; TAN, B.C.; NG, K.P.;
SEOW, H.F. Genotyping and drug resistance profile of Candida spp. in
recurrent and one-off vaginitis, and high association of non — albicans species
with non-pregnant status. Infection, Genectis and Evolution, v. 7, p. 449-456,
2007.

CORREA, P.R.; DAVID, P.R.S.; PERES, N.P.; CUNHA, K.C.; ALMEIDA,
M.T.G. Caracterizacdo fenotipica de leveduras isoladas da mucosa vaginal em
mulheres adultas. Revista Brasileira de Ginecologia e

Obstetricia, vol.31, n.4, p. 177-181, 2009.

CORSELLO, S.; SPINILLO, A.; OSNENGO, G.; PENNA, C.; GUASCHINO, S.;
BELTRAME, A.; BLASI, M.; FESTA, A. An epidemiological survey of
vulvovaginal candidiasis in Italy. European Journal of Obstetrics &
Gynecology and Reproductive Biology, v. 110, p. 66-72, 2003.

CRUZ, C. D. Programa Genes - Estatistica Experimental e Matrizes. 1. ed.
Vigosa, MG: Editora UFV: 1. 2006. 285 p.

CRUZ, C. D. Programa Genes - Diversidade Genética. 1. ed. Vigosa, MG:
Editora UFV: 1. 2008. 278 p.

DALAZEN, D.; ZANROSSO, D.; WANDERLEY, L.; SILVA, N.L.; FUENTEFRIA,
A.M. Comparacéo do perfil de suscetibilidade entre isolados clinicos de
Candida spp. orais e vulvovaginais no Sul do Brasil. Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial, v. 47, n. 1, p. 33-38, 2011.

DANIELS, W.; GLOVER, D.D.; ESSMANN, M.; LARSEN, B. Candidiasis during
pregnancy may result from isogenic commensal strains. Reviews of Infectious
Diseases, v. 9, p. 65-73, 2001.

DASSANAYAKE, R.S.; SAMARANAYAKE, L.P. Amplification-based nucleic
acid scanningtechniques to assess genetic polymorphism in Candida. Critical
Reviews in Microbiology, v. 29, p. 1-24, 2003.

DURAN, E.L.; MUJICA, M.T.; JEWTUCHOWICZ, V.M.; FINQUELIEVICH, J.L.;
PINONI, M.V.; IOVANNITTI, C.A. Estudio de la variabilidad genética entre
aislamientos clinicos de Candida albicans formadores de biopeliculas. Revista
Iberoamericana de Micologia, v. 24, p. 268-271, 2007.



68

EGAN, M.E.; LIPSKY, M.S. Diagnosis of Vaginitis. Review American Family
Physician, v. 62, p.1095-1100, 2000.

ESMAEILZADEH, S.; OMRAN, S.M.; RAHMANI, Z. Frequency and etiology of
vulvovaginal candidiasis in women referred to a gynecological center in Babol,
Iran. Royan Institut International Journal of Fertility and Sterility, v. 3, n. 2,
p. 74-77, 2009.

FERRAZZA, M.H.S.H.; MALUF, M.L.F.; CONSOLARO, M.E.L.; SHINOBU,
C.S.; SVIDZINSKI, T.I.LE.; BATISTA, M.R. Caracterizacao de leveduras isoladas
da vagina e sua associacdo com candidiase vulvovaginal em duas cidades do
sul do Brasil. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, v. 27, n. 2, p.
58-63, 2005.

FURLANETO-MAIA, L.; SPECIAN, A.F.L.; THORN, D.S.W.; OLIVEIRA, M.T_;
FURLANETO, M.C. Estudo da incidéncia de amostras clinicas do género
Candida isoladas de diversos sitios anatdmicos, Maringa, Parand, Brasil. Acta
Scientiarum Health Science, v. 29, n. 1, p. 33-37, 2007.

GALLE, L.C.; GIANINNI, M.J.S.M. Prevaléncia e susceptibilidade de leveduras
vaginais. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 40, n. 4,
p. 229-236, 2004.

GARCIA HEREDIA, M.; GARCIA, S.D.; COPOLILLO, E.F.; CORA ELISETH,
M.; BARATA, A.D.; VAY, C.A,; TORRES, R.A.; TIRABOSCHI, N.;
FAMIGLIETTI, A.M. Prevalence of vaginal candidiasis in pregnant women.
Identification of yeast and susceptibility to antifungal agents. Revista Argentina
de Microbiologia, v. 38, n. 1, p. 9-12, 2006.

GIRALDO, P.C.; FEITOZA, S.B.M.; GONCALVES, A.K.S.; CORNETTA,
M.C.M.; ELEUTERIO J.J.; TRISTAO, A.R. A resposta imune celular da mucosa
vaginal as vulvovaginites. Jornal Brasileiro de Doengas Sexualmente
Transmissiveis, v. 18, n. 4, p. 263-265, 2006.

GROSS, N.T.; ARIAS, M.L.; MORAGA, M.; BADDASAROW, Y.; JARSTRAND,
C. Species distribution and susceptibility to azoles of vaginal yeasts isolated
prostitutes. Infectious Diseases in Obstetrics and Gynecology, v. 2007, ID
82412, doi:10.1155/2007/82412, 2007.

HANNULA, J. Clonal types of oral yeasts in relation to age, health, and
geography. Dissertacdo académica. Faculty of Medicine of the University of
Helsinki, Helsinki, 2010.

HANNULA, J.; SAARELA, M.; ALALUUSUA, S.; SLOTS, J.; ASIKAINEN, S.
Phenotypic and genotypic characterization of oral yeasts from Finland and the
United States. Oral Microbiology and Immunology, v. 12, p. 358-365, 1997.

HOLANDA, A.A.R.; FERNANDES, A.C.S.; BEZERRA, C.M.; FERREIRA,
M.A.F.; HOLANDA, M.R.R.; HOLANDA, J.C.P.; MILAN, E.P. Candidiase



69

vulvovaginal: sintomatologia, fatores de risco e colonizacao anal concomitante.
Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, v. 29, n. 1, p. 3-9, 2007.

KARACA, M.; BAYRAM, A.; KOCOGLU, M.E.; GOCMEN, A.; EKSI, F.
Comparison of clinical diagnosis and microbiological test results in vaginal
infections. Clinical and Experimental Obstetrics and Gynecology, Montreal,
v. 32, p. 172-174, 2005.

KLUFIO, C.A.; AMOA, A.B.; DELAMARE, O.; HOMBHANJE, M.; KARIWIGA,
G.; IGO0, J. Prevalence of vaginal infections with bacterial vaginosis,
Trichomonas vaginalis and Candida albicans among pregnant women at the
Port Moresby General Hospital Antenatal Clinic. Papua New Guinea Medical
Journal, Goroka, v. 38, p. 163-171, 1995.

LACAZ, C.S.; PORTO, E.; MARTINS, J.E.C.; HEINS-VACCARI, E.M.; MELO,
N.T. Leveduras de Interesse Médico. In: . Tratado de micologia médica,
9 ed. Séo Paulo: Sarvier, 2002. cap. 6.

LI, D.M.; WANG, D.L.; LI, R.Y.; ZHU, L.H,; LI, D.M.; WANG, D.L.; LI, R.Y; ZHU,
H.; ZHU, L.H.. Assessment of randomly amplified polymorphic DNA markers in
the classification of C. albicans. Acta Mycologica Sinica, v. 14, n. 2, p. 123-
129, 1995.

LIAN, C.; ZHAO, J.; ZHANG, Z.; LIU, W. Genotype of Candida species
associated with different conditions of vulvovaginal candidosis. Mycoses, v. 47,
p. 495-502, 2004.

LINHARES, L.M.; WITKIN, S.S.; MIRANDA, S.D.; FONSECA, A.M.; PINOTTI,
J.A.; LEDGER, W.J. Differentiation between women with vulvovaginal
symptomas who are positive or negative for Candida species by culture.
Infectious Diseases in Obstetrics and Gynecology, v. 9, n. 4, p. 221-225,
2001.

LOCKHART, S.R.; JOLY, S.; PUJOL, C.; SOBEL, J.D.; PFALLER, M.A.; SOLL,
D.R. Development and verification of fingerprinting probes for Candida glabrata.
Journal of Clinical Microbiology, v. 143, p. 3733-3746, 1997.

LOWE, N.K.; NEAL, J.L.; RYAN-WENGER, N.A. Accuracy of the clinical
diagnosis of vaginitis compared to a DNA probe laboratory standar. Obstetrics
and Gynecology, v. 113, n. 1, p. 89-95, 2009.

MALAZY, O.T.; SHARIAT, M.; HESHMAT, R.; MAJLESI, F.;
ALIMOHAMMADIAN, M.; TABARI, N.K.; LARIJANI, B. Vulvoganial candidiasis
and its related factors in diabetic women. Taiwan Journal of Obstetrics and
Gynecology, v. 46, n. 4, p. 399-404, 2007.

MARTINS, M.C.L.; BOER, C.G.; SVIDZINSKI, T.I.E.; DONIDA, L.G.; MARTINS,
F.A.; BOSCOLI, F.N.S.; CONSOLARO, M.E.L. Avaliacdo do método de



70

Papanicolaou para triagem de algumas infec¢des cérvico-vaginais. Revista
Brasileira de Andlises Clinicas, v. 39, n.3, p. 217-221, 2007.

NAGLIK, J.R.; RODGERS, C.A.; SHIRLAW, P.J.; DOBBIE, J.L.; FERNANDES-
NAGLIK, L.L.; GREENSPAN, D.; AGABIAN, N.; CHALLACOMBE, S.J.
Differential expression of Candida albicans secreted aspartyl proteinase and
phospholipase B genes humans correlates with active oral and vaginal
infections. Journal of Infectious Diseases, v. 188, p. 469-479, 2003.

NAMKINGA, L.A.; MATEE, M.I.N.; KIVAISI, K.; KULLAYA, A.; MNENEY, E.E.
Identification of Candida strains isolated from Tanzanian pregnant womem with
vaginal candidiasis. East African Medical Journal, v. 82, n. 5, p. 226-234,
2005.

OLIVEIRA, N.C.; RAMPAZZO, R.C.P.; MINARI, M.C.; CORREA, P.R.C.;
BIZERRA, F.C.; CARNEIRO, M.; SVIDZINSKI, T.I.LE; MAIA, L.F.; YAMADA-
OGATTA, S.F. Utilizagdo de um meio cromogénico e da técnica de semi-nested
PCR para identificagédo de espécies de Candida. Semina: Ciéncias Biol6gicas
e da Saude, Londrina, v. 27, n. 2, p. 125-132, 2006.

OZCAN, S.K.; BUDAK, F.; YUCESOQY, G.; SUSEVER, S.; WILLKE, A.
Prevalence, susceptibility profile and proteinase production of yeasts causing
vulvovaginitis in Turkish women. Acta Pathologica, Microbiologica et
Immunologica Scandinavica, v. 114, n. 2, p. 139-45, 2006.

PAVIATO, L.B.; ZIMMERMMANN, J.B.; ZIMMERMMANN, S.G.; RODRIGUES,
M.T. Aspectos epidemiolégicos da candidose vulvo-vaginal. In: JORNADA
NACIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA, 2., 1995, S&o Luis (MA); REUNIAO
DA SBPC, 47., 1995, S&o Luis (MA). Anais da 472 Reunidao Anual da SBPC,
Séo Luis (MA): Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, 1995, [S.1.].

PEREIRA, D.C.; BACKES, L.T.H.; CALIL, L.N.; FUENTEFRIA, A.M. A six-year
epidemiological survey of vulvovaginal candidisis in cytopathology reports in the
state of Rio Grande do Sul, Brazil. Revista de Patologia Tropical, v. 41, n. 2,
p. 163-168, 2012.

PINTO, P.M.; RESENDE, M.A.; KOGA-ITO, C.Y.; TENDLER, M. Genetic
variability analysis among clinical Candida spp. isolates using Random
Amplified Polymorphic DNA. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 99, n. 2,
p. 147-152, 2004.

RAD, M.M.; ZAFARGHANDI, A.S.; ZABIHI, M.A.; TAVALAAEE, M.;
MIRDAMADI, Y. Identification of Candida species associated with vulvovaginal
candidiasis by Multiplex PCR. Infectious Diseases in Obstetrics and
Gynecology, v. 2012, ID 872169, doi:10.1155/2012/872169, 2012.

RAD, M.M.; ZAFARGHANDI, S.; ABBASABADI, B.; TAVALLAEE, M. The
epidemiology of Candida species associated with vulvovaginal candidiasis in an
Iranian patient population. European Journal of Obstetrics & Gynecology
and Reproductive Biology, v. 155, p. 199-203, 2011.



71

REED, B.D.; ZAZOVE, P.; PIERSON, C.L.; GORENFLO, D.W.; HORROCKS, J.
Candida transmission and sexual behaviors as risks for a repeat episode of
Candida vulvovaginitis. Journal of women’s health, v. 12, n. 10, p. 979-989,
2003.

RIBEIRO, M.A.; DIETZE, R.; PAULA, C.R.; DA MATTA, D.A.; COLOMBO, A.L.
Susceptibility profile of vaginal yeast isolates from Brazil. Mycopathologia, v.
151, p. 5-10, 2000.

RIBEIRO, E.L.; CARDOSO, C.G.; SILVA, S.P.; ALVES, N.A.; TOLEDO, O.A;;
PIMENTA, F.C. Genetic similarity of Candida albicans isolated from the buccal
cavity of children with Down's syndrome and their parents and/or caregivers.
Journal of the Health Sciences Institute, v. 28, n. 3, p. 224-8, 2010.

RICHTER, S.S.; GALASK, R.P.; MESSER, S.A.; HOLLIS, R.J.; DIEKEMA, D.J.;
PFALLER, M.A. Antifungal susceptibilities of Candida species causing
vulvovaginitis and epidemiology of recurrent cases. Journal of Clinical
Microbiology, v. 43, n. 5, p. 2155-2162, 2005.

RIVERO, M.; CENTENO, S.; DIAZ, J. Frecuencia de espécies de Candida
aisladas em pacientes embarazadas con vulvovaginitis. Revista da Sociedad
Venezolana de Microbiologia, v. 23, n. 2, p. 148-52, 2003.

RODRIGUES, M.T.; SIMOES, L.Z.; DINIZ, C.G. Clinical, microbiological and
therapeutic aspects of vulvovaginal candidiasis and recurrent vulvovaginal
candidiasis: importance of regional surveys. HU Revista, v. 35, n. 3, p. 175-
181, 20089.

RODRIGUES, M.T.; ZIMMERMMANN, J.B.; PAVIATO, L.B.; ZIMMERMMANN,
S.G. Etiologia e fatores predisponentes de candidose vulvo-vaginal: valor do
microcultivo e do Efeito Reynolds-Braude no seu diagndstico. In. CONGRESSO
BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 18, 1995, Santos (SP). Anais do XVIII
Congresso Brasileiro de Microbiologia, Santos (SP): Sociedade Brasileira de
Microbiologia, 1995, [S.L.].

ROSA, M.I.; RUMEL, D. Fatores associados a candidiase vulvovaginal: Estudo
exploratdrio. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia, v. 26, n. 1, p.
65-70, 2004.

SALEH, H.A.; EI-HARIRI, M.; MOAWAD, A.A.; REFAI, M.K. Genotyping of
Candida albicans and Cryptococcus neoformans isolates recovered from
human, animals and soil in EI-Fayoum Governorate. International Journal of
Genetics, v. 1, n. 2, p. 27-35, 2011.

SIDRIM, J.J.C.; ROCHA, M.F.G. Micologia Médica a luz de autores
contemporéaneos. 1 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004.



72

SILVA, V.; HERMOSILIA, G.; ABARCA, C. Nosocomial candiduria in women
undergoing urinary catheterization. Clonal relationship between strains isolated
from vaginal tract and urine. Medical Mycology, v. 45, p. 645-51, 2007.

SUAREZ, V.L.; LANCHA, M.R.P. Identificacion de levaduras de exudados
vaginales: caracteristicas clinicas asociadas a la candidiasis. Revista Cubana
de Medicina Tropical, Ciudad de La Habana, v. 54, p. 21-25, 2004.

TAYLOR, J.; JACOBSON, D.; FISHER, M. The evolution of asexual fungi:
reproduction, speciation and classification. Annual Review of
Phytopathology, v. 37, p. 197-246, 1999.

VALERIO, H.M.; WEIKERT-OLIVEIRA, R.C.B.; RESENDE, M.A. Differentiation
of Candida species obtained from nosocomial candidemia using RAPD-PCR
technique. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 39, n. 2,
p. 174-178, 2006.

XUEQIANG, F.; YINGZHI, Z.; YANFANG, Y.; YUTAO, D.; HUIQINGAQ), L.
Prevalence and risk factors of trichomoniasis, bacterial vaginosis, and
candidiasis for married women of child-bearing age in rural Shandong.
Japanise Journal of Infectious Diseases, v. 60, p. 257-261, 2007.

WEISSENBACHER, T.; WITKIN, S.S.; LEDGER, W.J.; TOLBERT, V.;
GINGELMAIER, A.; SCHOLZ, C.; WEISSENBACHER, E.R.; FRIESE, K.;
MYLONAS, |. Relationship between clinical diagnosis of recurrent vulvovaginal
candidiasis and detection of Candida species by culture and polymerase chain
reaction. Archives of Gynecology and Obstetrics, v. 279, n. 2, p. 125-129,
20009.

WELSH, J.; MCCLELLAND, M. Fingerprinting genomes using PCR with
arbitrary primers. Nucleic Acids Research, v. 25, n. 18(24), p. 7213-7218, 1990.

WENJIN, Q.; YIFU, S. Epidemiological study on vaginal Candida glabrata
isolated from pregnant women. Journal of Infectious Diseases, v. 38, p. 49-
54, 2006.

WILLIAMS, D.W.; WILSON, M.J.; LEWIS, M.A_; POTTS, A.J.C. Identification of
Candida species by PCR and restriction fragment length polymorphism analysis
of intergenic spacer regions of ribosomal DNA. Journal of Clinical
Microbiology, v. 33, n. 9, p. 2476-2479, 1995.

WILLINGER, B.; BERGER, A.; LI, L.; HIRSCHI, A.M.; ASPOCK, C.;
MAKRISTATHIS, A.; PRUCKI, M.; ROTTER, M.L. Epidemiological analysis of
Candida yeasts by pulsed-field gel electrophoresis. Mycoses, v. 37, p. 401-403,
1994.



73

ZIMMERMMANN, J.B.; PAIVA, A.O.; COSTA, A.C.S.S.; SOUSA, AM.G.V,;
CHAGAS, AR.; LIMA, A.A.C. Validade do diagnéstico clinico de candidiase
vulvovaginal. HU Revista, v.35, n.1, p. 11-18, 2009.

ZIMMERMMANN, J.B.; PAVIATO, L.B.; ZIMMERMMANN, S.G.; RODRIGUES,
M.T. Estudo clinico da candidose vulvo-vaginal. In: JORNADA NACIONAL DE
INICIACAO CIENTIFICA, 2., 1995, S&o Luis (MA); REUNIAO DA SBPC, 47.,
1995, S&o Luis (MA). Anais da 472 Reunido Anual da SBPC, Séo Luis (MA):
Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia, 1995, [S.L.].



APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

LUMIVERSIDNADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA

Departamento de Parasitologia, Microbiclogia & Imunologia — Setor de Microbiclogia - ICS

PEzguizapor REsFonsAvEL: Marcio Tavares Rodngues

EnpErEgo: ICB/Departamento de Parmskoiogls, Microbisiogis £ Imunologla, Campus UniversiEno 55, Marfelos
CEP-36036-300 — Juz nE Fora — MG

Fowe: (32) 2102-3213.

E-mai: marciotrodiguesi@yahoo.com.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCI ARECIDND

A Sra estz sendo convidada como voluniaria a parficipar da pesquisa Levedwas isoladas de pacientes
com candidisse vubvovaginal em Juiz de Fora, MG: esfudo sobre eticlogia, recoméncia, suscephbilidade a
antifiingicos e relagdes fenéficas™. Nesfe estudo pretendemos gerar conhecimentos sobre candidiase
vulvovaginal e candidizse vuivovaging! recomente para fins epidemiclogicos, afravés da defecpdo de
especies de Candids em pacientes da regido e seu comporfaments frende a diferenies medicamentos
ufiizados. O mofivo gue nos leva a estudar este assunto esta relacionado ao uso, as vezes, abusivo de
medicamenios que poderiam ser substifuidas por outros mais efficazes em alguns casos.

« As parficipantes, volunidrias, ndo serdo submetidas a menhum procedimento clinico que oferega
rscos fisicos ou dolorosos. Uma amostra de secregdo serd colhida pelo uso de wm cofonete
esteriizado na vaging duranie sus consults. Considerads pesquisa com Msco minime, evenfusis
desconforfos emocionals serdo minimizados, uma vez que a5 amosiras serde coleladas pelo seu
medico duranie o5 exames ginecologicos que 530 realizados rofineiramente. Esfes estudos vao
permifir formular agdes para uma diminuigdo de riscos assoclados S0 uwse incomefo dos
medicamentos.

Para parficipar deste esfuds voos ndo terd menhum custo, nem recebera qualguer vanisgem financeirs.
Viocé serd esclarecida sobre o estudo em qualquer aspecte que desejar e esfard fvre para parficipar ou
recusar-se & parficipar. Poderd refirar seu consentimenfo ow inferomper a parficipagdo a qualquer
momento. A sus parficipagdo & voluntaria e a recusa em participar ndo acaretars qualguer penalidade ou
modificagde na forma em que & atendido pelo seu médico. O pesquisador ird trafar & sua identidade com
padries profissionais de sigio. Os resuftsdos da pesquisa estardo & sua disposigao quande finalizadas
a5 experencias. Seu nome ou o materal gue indigue sus parficipagio nao serd liberado sem a sua
permiss3o. A Sra. ndo serd idenfificada em nenhuma publicagdo que possa resulfar deste estudo. Este
fermo de consentimenfo encontra-se impressc em duas wias, sendo que wma copia serd amuivads pelo
pesquisador responsavel, no Laboraicrio de Micologia do ICE e a oulra sera fomecida a vocs.

. _____________________________________________________________________________________________________________________|
Campis Universitario 4fn, Bairra Martelos — luiz de Fora/MG — CEP 36036-330. Tel'Fax: (32) Z1002-3213

74



75

LImIVERSIDALE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA

Departamento de Parasitologia, Microbiclogia & Imunologia — Setor de Microbiologia - ICE

Eu, . portador do documenfo de  Idendidade
fui informado (a) dos ebjefvos do esiwdo Levedwras isoladas de pacienies com
candidiase vulvovaginal em Juiz de Fora, MG: esudo sobve efiologia, recoméncia, susceptibiidade a
anfifiingicos e relagies fenéficas’ de maneira clara e defalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a
qualiquer momento poderei soliciftar novas informagdes & modificar minha decisdo de participar se assim
o desef@r

LDieciaro que concordo em participar desse esfudo & que sveniuais levedwss isoladas sejam mantidss na
colegdo de cuffras do Departamento de Microbiologia do ICB/UFJF. Recebi uma copia desfe fermo de
consentimenfo lvre & esciarecido & me foi dada 3 oporfunidade de ler e esclarecer as minhas dividas.

Juiz de Fora, de de 200 .

MNome Assinatura parficipante Liata
MNome Assinatura pesquisador Liata
MNome Assinatura fesfemunha Liata

Em caso de duvidss com respeifo acs aspecios élicos desie estudo, voog poderd consulfar o GEP
Cowrre of Emica en Pesguisa/UFJF
Cameus UvnvErsmiro oa UFJF

Pro-REmoria pE PEsguisa
CEP 36036.900
Fowe:32 3225 3788

Campus Universitario &fn, Bairmo Marelos — luiz de Fora/MG — CEP 36038-330. Tel/Fax: (33] F102-3213



76

APENDICE B - Formulario de coleta de dados das pacientes com CVV

UMNIVERSIDADE
FEDERAL DE ]UI.‘." DE FORA

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - Setor de Microbiologia - ICB

Leveduras iseladas de pacientes com candidiase vaginal em juiz de Fora, MG: estudo sobre etislogia,

recorrincia, susceplibilidade a antilfdngicos ¢ relagies fenélicas

Amexo 3
CasoM°_ | | | |  Dara: ! ! Prosusdese || | | | [ [ 1 1|
Mo Iz [anoa): Ordgen: [ ] Pablica [ ] Pamcular
Enderega: Telelones:

Estado covil: [ ]| solteira [ | casada[ ] outro

Cor: [ ] branca [ ] preta [ ]pards [ Jamarels [ ]ouvra

Mivel de escolaridade: [ ] superior [ ] médio [ ]| fundamental [ ] nenbum
Owupacio profissiomal:
Vida sexwal ativa (dlimoes 30 diag): [ ] ndo [ ] sim === Parceiros [ |01 [ ] maisde 01

Ciestante: [ Jafo [ ] Sim. ldade Cestacional:

Esrresse agudo recente: [ [nda [ ] sim
Antibddticos nos dltimos 30 dias:
Antifingieo [ | sim[ Jnie  Antbactedano [ ] sim [ ] ndo Anti-tneomonss [ ] stm [ ndoe

Cortcoterapia nos dltimos 30 dias: [ | ndo [ ] sim

1 Em uso de quimioterdpicos: [ |nde [ ] sam

. Sopopositive: [ | nde [ ]sam

. [Mabetes: [ ] nfo [ ] stme—m [ Jupol [ ]ups
. Prurido valvas: [ | afe [ ] sim

. Ardéncda volvar: [ | ndo [ ] sim

. Hiperemia valvar: [ ] oo [ ] sim

16 Fluxe: [ Jafo [ ] sim ===z 17 Coloragdo do Floxe: [ ] brancs [ | amarelado [ ] esverdesda

18, Aspecto do Fluxe: [ ] gromose [ ]| fludde

19, Uso de DIU: [ Jnd3o [ ]sim
20, Uso de anticoncepcional [ ] ade [ ] sim

19, Paciente com histdaa de recoméneia:

[ ] Segumdo epistdio - Data episddio amterior ! i)
Diagnistco: [ ] Clinsee [ ]| Papamicalaou [ ] Coliura === Etologia:

[ ] Terceiry episddio - Data episddio antenor __ F
Magndatien: [ ] Clineo [ | Papandcalacy [ ] Culiura === Edolega:
[ ] Onsare episddio - Data epsddio amerior
DHagnistieo: [ ] Clinee [ ] Papamicolaou [ ] Culiurs === Edokega:

[ ] Owiros - Dats episddio anterior /! i)

Magndatien: [ ] Clineo [ | Papanicolsou [ ] Coliurs === Elelogia:

Campus Universitario s/n, Bairmo Martelos - Juiz de ForafMG - CEF 36036-330. Tel/Fax: (32} 2102-3213
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APENDICE C - Tipos eletroforéticos de C. albicas e caracteristicas sdcio-demogréaficas, clinicas associadas a fatores de

risco e ao diagnostico de candidiase vulvovaginal no grupo de pacientes avaliadas.

Paciente TE Idade Estado Etnia  Escolaridade® Gestacao AIDS Diabetes Relato de Relato de  Presenga de  Presenga Coloragéo do fluxo Aspecto
civil sexual antibiético prurido  Ardéncia  Hiperemia  de Fluxo do fluxo®
D04 I, 1, VI 27 Solt Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D05 \Y, 23 Solt Branca Sup Ativa - + - - + + + + Branco Gru
D06 [T 32 Cas Branca Med Ativa - - + - + + + + Branco Gru
D07 \Y, 43 Cas Parda Sup Ativa - - - + + + + - nd nd
D08 [\ 26 Solt Branca Sup Ativa - - - - + + + + Amarelado Gru
D09 IV, VI, VII 32 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D10 IV, V, VI 24 Solt Branca Sup Ativa - - - - + - - + Branco Gru
D11 I, VII 31 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Fluido
D12 I, VIl 27 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D13 1, IV, VII nd® Cas Negra Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D14 \ nd Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Fluido
D15 v 36 Cas Branca Sup Ativa - - - - - - - + Branco Gru
D16 \% nd Solt Branca Sup Ativa - + - - + + + - nd nd
D17 v 35 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D18 \% nd Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D19 IV, VI, VII nd Solt Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D20 I, v 31 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D21 I, IV nd Cas Branca Sup Ativa + - - - + + + + Branco/esverdeado Gru
D22 \% 26 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Fluido
D23 v 28 Solt Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D24 \Y 40 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
D25 \Y 33 Cas Branca Sup Ativa - - - - + + + + Branco Gru
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D26
D27
D28
D29
D30
D32
D33
D34
Jo4
Jo5
Jo6
Jos
J10
Ji1
Ji4
Ji7
J19
J21
J22
J23
J24
J25
J26
J27

1, vii
1, 1V, V, VI
L,V
I,V
I, VIl
IV, VI
I, IV
I, VIl
I, IV

45
22
43
26
28
32
22
nd
26
nd
37
21
52
27
22
17
31
28
27
nd
28
nd
17
17

Cas
Cas
Solt
Cas
Cas
Cas
Solt
Solt
Cas
nd
Cas
Solt
Cas
Solt
Cas
Solt
Cas
Cas
Solt
nd
Cas
Cas
Cas

Solt

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Parda
Branca
Branca
nd
Parda
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
nd
Negra
Branca
Branca

Parda

Sup
Sup
Sup
Sup
Sup
Sup
Sup
Sup
Med
nd
Med
Fund
Med
Med
Sup
Med
Med
Sup
Sup
nd
Med
Fund
Med
Med

Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
nd
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa
nd
Ativa
Ativa
Ativa
Ativa

Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
nd
Branco/amarelo/esverdeado
Branco
nd
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
nd
Branco
Branco
Branco

Branco

Fluido
Gru
Gru
Gru
Gru
Gru
Gru

nd
Gru

nd
Gru
Gru
Gru
Gru
Gru
Gru
Gru
Gru
Gru

nd
Gru
Gru
Gru
Gru
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J28 IV, VIi 21 Solt Branca Fund Ativa + - - - - - - + Branco Gru
J29 \% 21 Solt Negra Fund Ativa + - - - - - - + Branco Gru
J30 \Y 17 Cas Parda Fund Ativa + - - - + - - + Branco Gru
J31 IV, VI 19 Cas Branca Med Ativa + - - - + - - + Branco Gru
J32 \Y nd Cas Branca Med Ativa + - - - + + + + Esverdeado Gru
J33 I\ 19 Solt Parda Med Ativa + - - - - + + + Esverdeado Gru
J34 (LY 17 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd

# Dados faltantes nas fichas das pacientes e, considerados como n&o determinados

® Tipos eletroforéticos observados dendograma gerado pela genotipagem de C. albicans por RAPD

¢ Estado civil estratificado em pacientes casadas (Cas) ou solteiras (Solt)

4 Escolaridade estratificada em pacientes com nivel superior completo (Sup), nivel médio (Med) ou nivel fundamental (Fund)

¢ Aspecto do fluxo vaginal estratificado em grumoso (Gru) ou fluido (Fluido)
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Clinical, microbiological and therapeutic aspects

of vulvovaginal candidiasis and recurrent

vulvovaginal candidiasis: importance of regional

surveys

Marcio Tavares Rodrigues’
Leticia Zambelli Simaes’
Claudio Galuppo Diniz”™

ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) has a varied aetiology. The yeasts involved in this disease have presented
increased resistance to the azoles and poliens, the drugs of choice for treatment. In recurrent VVC, the
therapeutic difficulties are even greater. The epidemiological relevance of aetiological diagnosis and of the

antifungigram in clinical treatment is discussed.

Keywords: Candidiasis, Vulvovaginal. Recurrence. Diagnosis. Anfifungal Agents.

1 VULVOVAGINITIS

The vulvovaginitis that is frequently diagnosed
in gynaecological services refers to a variety of
inflammatory disorders of the lower genital tract,
which can be secondary to infection, irritation,
allergy or systemic disease (ANGOTTI; LAMBERT;
SOPER, 2007). It is the most common infection of
the feminine genital tract, characterized by a triad
of symptoms such as vulvovaginal pain, itching
and burning (CAMARGO et al, 2008). In more
than 90% of cases, the aetiology of vulvovaginitis
includes yeasts, protozoans and bacteria (AKINBIVI
et al.,, 2008; ANGOTTL LAMBERT; SOPER, 2007,
CHONG et al,, 2007; EGAN; LIPSKY, 2000). The
exact prevalence and cause of vulvovaginitis are
uncertain due to the conditions of diagnosis and
treatment, in spite of its asymptomatic nature and
multifactorial causes (EGAN; LIPSKY, 2000).

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is associated with
different species of Candida, and in the United States
and in other countries, is the second most common
cause of acute vaginitis after unspecific bacterial
vaginosis due to the GAM complex:  Gardnerella
vaginalis, anaerobes and Mycoplasma (ARECHAVALA
et al., 2007; CHONG et al., 2007; EGAN; LIPSKY,
2000;). In these regions, bacterial vaginosis is generally
the most common cause of vaginitis, being linked
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with 40-50% of cases in women of reproductive
age. It has been found in 15-19% of outpatients in
departments of gynaecology, in 10-30% of pregnant
women and in 20—40% of patients in clinics for
the treatment of sexually transmissible diseases
(AKINBIYL; WATSON; WABOSO, 2008).

In Europe and several developed countries, VVC
is the most common cause of vaginitis and it is
expected that 75% of all women around the world will
present, during their lifetime, with at least one episode
of vulvovaginal candidiasis (ARECHAVALA et al.,
2007; CHONG et al., 2003, 2007; EGAN; LIPSKY,
2000; REED et al., 2003). In Brazil, epidemiological
data about the disease are scarce (ROSA; RUMEL,
2004). Candida albicans is the infectious agent that is
recovered in 80-90% of patients and approximately
5-40% of women may develop recurrent episodes
(CHONG etal., 2007; EGAN; LIPSKY, 2000; REED
et al., 2003).

It is accepted that the trichomoniasis caused by
Trichomonas vaginalis is the third most common cause
of vaginitis, affecting 180 million women around
the world, and accounting for 10-25% of vaginal
infections. Its incidence, however, is declining in
most developed countries (EGAN; LIPSKY, 2000;
KLUFIO et al., 1995).
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In general, the vaginal discharge carries out
cervical mucus and old cells that have lined the
vagina. The amount of vaginal discharge varies with
age, menstrual cycle, pregnancy and the use of oral
contraceptives. The vaginal environment in healthy
individuals is characterized by a dynamic relationship
between Lactobacillus acidophilus and other members of
the microbiota, estrogen, glycogen, vaginal pH and
metabolic products of resident microorganisms and
pathogens. L. acidophilus produces hydrogen peroxide,
which is toxic for some microorganisms, and its
fermentative activity contributes to the maintenance
of vaginal pH between 3.8 and 4.2, contributing
to the occurrence of yeasts of the Candida type
(ATURNINO et al., 2005; EGAN; LIPSKY, 2000).

Vaginitis occurs when the vaginal microbiota
is altered by the introduction of a pathogen or by
alterations in the pH in the vaginal environment,
permitting microbial proliferation (EGAN; LIPSKY,
2000; GROSS et al., 2007). Candida belongs to the
human microbiota, being found especially in the skin
and in mucous membranes. These yeasts may also be
found in the female genital tract of approximately
20% of healthy women, with this rate increasing
during pregnancy (ARECHAVALA et al., 2007).

In studies on the association of vaginal pH and
the presence of vulvovaginitis, Candida sp. occurred
more frequently at pH 4.0, Trichomonas vaginalis at pH
6.0, Gardnerella vaginalis at pH 5.0, and other bacteria
between a pH of 4.0 to 6.0 (SATURNINO et al.,
2005).

Overall, VVC is considered a public health issue
that affects millions of women annually, creating
great discomfort, interfering with sexual activity
and affectionate relations and compromising the
work performance of a significant number of the
economically active population (HOLANDA et al.,

2007).

1.1 Vulvovaginal candidiasis

VVC is one of the most frequent diagnoses
in gynaecological practice and its incidence has
increased drastically (HOLANDA et al, 2007;
SHEEP et al, 20006). The predisposition for the
development of these yeast infections is mediated
by multiple factors, such as the level of health, the
use of prosthetic products, the prior colonization of
mucous membranes by microorganisms with potential
virulence and their ability to adhere to the host tissues
(EL-AZIZI; STARKS; KHARDORI, 2004). The
disease is considered an opportunistic infection and
a change from the asymptomatic to symptomatic
condition indicates a transition of the saprophytic
torm of Candida albicans to the pathogenic form.
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Currently, the factors responsible for this transition
and the mechanisms that result in the pathogenic
behaviour of C. albicans are not clear (HOLANDA et
al,, 2007; SHINOBU et al., 2007).

Species of Candida are thought to be opportunistic
pathogens, which depend on their own physiology
and host predisposing factors to cause infection. Like
other amphibiotic microorganisms belonging to the
human microbiota, during homeostatic equilibrium,
these yeasts remain in the mucous membranes as
regular colonizers. However, under physiological
imbalance in the host, Candida strains may reproduce
excessively and express new features such as virulence
factors (CAMARGO et al., 2008).

The pathogenic potential of Candida depends on
several virulence factors, such as the ability to grow
at 37 °C and to produce hyphae and pseudo-hyphae,
representing a barrier for phagocytosis and allowing
the fixation of the yeast onto the epithelium, the
production of exoenzymes (phospholipases and
proteinases) that help in the adherence of the yeasts
to the mucous membrane and the mananas that
promote the depression of the host immune system
(CAMARGO et al., 2008; SHINOBU et al., 2007).
Other virulence factors such as haemolytic activity
and resistance to hydrogen peroxide have been
considered, but their relevance in vaginal specimens
should be studied in more detail (SHINOBU et al.,
2007).

During the development of the infectious diseases
caused by Candida, such as candidiasis, the process of
adhesion of the yeast to the epithelial surface takes
place, generally by the union of the conidium to a
membrane receptor. Once joined, the conidia are
not able to penetrate the vaginal epithelium. Their
germination is necessary and pseudo-hyphae are
produced (HOLANDA et al., 2007). The observation
of filaments accompanying the blastoconidia via
direct microscopic examination is an indication of the
invasive capacity of Candida. In addition, the association
of infectious disease symptoms with the production
of the germ tube by the yeast has been demonstrated
(SHINOBU et al.,, 2007; SUAREZ; LANCHA, 2004).
On the other hand, vaginal defenses against infection
are determined by factors such as the microbiological
balance, the integrity of the mucous membrane,
the presence of the A and G immunoglobulins and
the polymorphonuclear and monocyte populations
(HOLANDA et al., 2007).

Given the endogenous origin of the disease, i.e.
in an attempt to differentiate between asymptomatic
and symptomatic colonization, the direct counting
of microorganisms in clinical specimens was
proposed, according to the criterion of Higashide
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and collaborators, as described by Suarez and Lancha
(2004). Up to 10 colony forming units from the
primary isolation would be considered asymptomatic
colonization, whereas more than 10 colony forming
units would be indicative of infectious disease.

VVC may be associated with situations of weakness
in the host, such as neoplasias and immunodeficiency.
Several authors have suggested other predisposing
factors such as antibiotics, immunosuppressive and
antineoplasic drugs, oestrogen therapy, small traumas
caused during the sexual act, the use of synthetic
fabrics and tight fibres, and a diet of very acidic food,
allergies (rhinitis and bronchial asthma) and the use
of the intrauterine device (HOLANDA et al., 2007;
ROSA; RUMEL, 2004). It is also accepted that any
alteration in glucose levels, especially in situations
of hyperglycemia, and any state in which the rates
of vaginal glycogen become elevated, may unleash
VVC. Thus pregnancy, the use of oral contraceptives
and hormonal replacement therapy that result in
episodes of hyperoestrogenism and thus high levels
of glycogen, may favour VVC (SUAREZ; LANCHA,
2004). The increase in the glycogen availability
enhances the yeasts’ growth and their ability for
adhesion (ALVARES; SUIDZINSKI; COMALAVO,
2007). In addition, the presence of regular menstrual
cycles has been identified as a risk factor for VVC,
especially related to the oestradiol peak (HOLANDA
et al.,, 2007; SUAREZ; LANCHA, 2004).

With regards hygiene, it has also been suggested
that hygiene carried out in the direction of the anus
to the vagina, and residues of faeces in underwear,
might be associated with vulvovaginal candidiasis

(ALVARES; SUIDZINSKI; COMALAVO, 2007,
HOLANDA et al., 2007; ROSA; RUMEL, 2004).

2 CLINICAL AND MICROBIOLOGICAL

CONSIDERATIONS

VVC is clinically characterized by itching, burning,
urination pain and a thick, white, odourless granulated
vaginal discharge, and the vulva and vagina are
frequently oedemic and hyperemic. The injuries may
extend to the perineal, perianal and inguinal regions
and, in typical cases, to the vaginal walls and the lip of
the womb, with small yellow-white spots. The most
common symptoms are itching, discharge, erythema
and edema, which may intensify in the premenstrual
period, when the acidity increases (ALVARES;
SUIDZINSKI; COMALAVO, 2007; BOATTO etal.,
2007).

Another studies describing the clinical
characteristics of VVC, itching and vaginal discharge
were also the most common symptoms, followed

by erythema and edema, although Candida was only
isolated from 52% of the patients evaluated, and there
was no correlation between the yeasts isolated and the
symptoms presented. Other studies have shown that
patients with C. a/bicans complain of itching,leucorrhea
and erythema more often than patients bearing other
Candida species (BOATTO et al., 2007; HOLANDA
et al., 2007). Itching has been observed to be the most
important clinical symptom in patients with VVC,
permitting differentiation from vaginitis of other
actiologies, in which it is less frequent. According to
some authors, Candida species other than C. albicans
may occur without symptoms in approximately 44%
of cases (HOLANDA et al., 2007).

Although C. albicansis the most prevalent infectious
agent associated with human VVC, other species, such
as C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillermondi
and C. krusei are also highly associated (CAMARGO
et al., 2008; CHONG et al., 2003; EGAN; LIPSKY,
2000; GROSS et. al., 2007; HOLANDA et al., 2007).
Reports have shown the simultaneous participation
of two or more species in a single disease episode
(ARECHAVALA et al., 2007). Variation in the species
by geographical location is related to the disease
epidemiology (HOLANDA et al., 2007). VVC due
to C. albicans is clinically indistinguishable from
that due to other species that result in very similar
symptomatology. However, it has been reported that
C. albicans is more frequently associated with the
symptoms than other species, which are more resistant

to the usual therapies (SIMOES, 2005).

3 DIAGNOSTIC ASPECTS

The clinical diagnosis of VVC is suggested by
the presence of the classic symptoms and must be
confirmed by laboratory diagnosis, which involves
microscopic examinations (blastoconidia structures
are observed, associated or not with the pseudo-
hyphae), isolation of the yeast in culture medium and
metabolic tests to determine the species (CAMARGO
et al,, 2008). According to the same authors, the
signs and symptoms were not associated with the
isolation of Candida in culture. This suggests that
there are no pathognomonic clinical manifestations
of vulvovaginal candidiasis, and demonstrates the
need for at least one microscopic exam and whenever
possible culture in order to confirm the diagnosis.
To summarize, self-diagnosis or diagnosis based
only on the clinical experience of this disease, prior
to an appropriate gynaecological examination, leads
to many unnecessary treatments and lack of correct
treatment of cases that do not present the classic
symptomatology.
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The most commonly used diagnostic methods for
VVC are direct examination with KOH (20-40%) or
coloured smears (Papanicolaou, Gram, Giemsa or Blue
of Cresil) of the vaginal contents. The identification
of the wrapped sort has not been employed in
daily practice and is indicated in cases in which the
symptomatology is highly suggestive and all previous
tests were negative, or in a recurrence, to identify the
species responsible (SHEEP et al., 2000).

Recently, there has been much interest in the use
of Papanicolaou cytology to diagnose some of the
cervico-vaginal infections associated with sexually
transmitted pathogens. This reflects the fact that the
technique is sensitive, cheap and highly reproducible.
In the case of VVC, it allows the observation of
yeasts, the pseudo-hyphae, and also cellular alterations
indicating inflammation and/or infection. Cytology
could be considered a morphological method with
an efficiency very similar to the Gram stain for
detecting vaginal yeasts, making it highly applicable
in the routine laboratory (CARNEIRO et al., 2000).
According to some authors, comparison of the
accuracy of the clinical diagnosis with microbiological
results in vaginal infections showed that only
43.2% of infections were confirmed by laboratory
examinations, thus suggesting that clinical diagnosis is
insufficient and that infection must be confirmed by
microbiological tests IKARACA et al., 2005).

Analysis of the sensitivity and specificity of the
clinical diagnosis showed that the prevalence of VVC
was 19.3% and that the frequency of vulvovaginitis
diagnosed by clinical examination was 17%, with a
sensitivity of 38% and specificity of 88% (ROSA;
RUMEL, 2004). These findings are consistent with
those of the literature, where it has been noted
that the symptoms do not differ between the
three most common causes of vaginitis/vaginosis
(bacterial, C. albicans and T. vaginalis) and that
the presence of signs and symptoms has limited
value, only diagnosing half (49%) of the patients
that really have the infection. So, low accuracy
has been demonstrated in predicting candidiasis
based only on clinical findings, without laboratory
confirmation.

The frequency of symptoms such as itching,
irritation, leucorrhea and urinary pain is not known
and such symptoms are unspecific. As a result,
clinical and self-diagnosis without laboratory
confirmation are questionable. The handling of
vaginitis remains empirical, based on the consensus
that vaginitis does not bring risk to life and that
the empirical treatment is not damaging. The
introduction of antifungal chemotherapy and
self-medication was enthusiastically adopted by
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consumers and physicians, without worrying about
the potential effects of the abusive and very often
unsuitable use of medicines (ROSA; RUMEL,
2004).

4 THERAPEUTIC CONSIDERATIONS

In most cases, infection by Candida species can be
treated by antimicrobial drugs, the antifungal azoles
being the drugs of choice. Imidazolic and triazolic
agents have been employed (fluconazole, miconazole,
clotrimazole, itraconazole and ketoconazole),
besides the poliens nistatine and amphotericin B
(CARVALHO, 2003; GALLE; GIANINNI, 2004;
FERRAZZA et al,, 2005). However, some studies
point to the resistance of Candida species to some
of these compounds (ARECHAVALA et al., 2007;
CHONG et al,, 2007, FERRAZZA et al,, 2005;
GALLE; GIANINNI, 2004; SIMOES, 2005; GROSS
et. al., 2007).

Although the azoles represent a great advance
in the treatment of systemic and local fungicidal
infections, the inappropriate or overuse of these drugs
in the treatment of yeast pathologies has contributed
to the selection of resistant or less sensitive strains.
Antifungal susceptibility patterns differ among
Candida species, making it necessary to identify the
actiological agent before therapy (ROZKIEWICZ et
al., 2005).

Given the lack of standardization in the techniques
for evaluating susceptibility to antifungals, the literature
recognizes the difficulty of comparing regional studies
on the aetiology of VVC and its empirical treatment.
Furthermore, there is a shortage of studies on the
epidemiology and profiles of sensitivity to drugs of
yeasts associated with VVC. This type of study is
important, since many patients do not respond to
initial therapy (FERRAZZA et al., 2005).

It has been suggested that the difficulties in
the treatment of VVC are not only related to the
susceptibility of the yeasts to the antifungal drugs,
since there is a tendency for any of the Candida species
other than a/bicans to require greater concentrations of
antifungals for inhibition, as compared to C. glabrata
treated with fluconazole (RIBEIRO et al., 2001).
However, during pregnancy, the use of the topical
imidazoles shows greater efficiency than nistatine.
For therapy lasting seven days in uncomplicated
VVC, instead of the short treatments that are
commonly used in patients who are not pregnant,
an alternative option is the use of imidazolic and
triazolic agents, by oral or intravaginal route; however,
the cost—benefit ratio and the wishes of the patient
must be taken into consideration, since the efficiency
appeared to be similar when the two forms of drug
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administration were compared (YOUNG; JEWELL,
2001; NURBHAI et al., 2007).

With regards antimicrobial resistance, the use of
fluconazole at low doses to prevent fungal infections
in immunocompromised patients has caused the
selection of yeasts of the microbiota, such as C.
grablata and C. krusei, that are resistant to this antifungal
agent (CARVALHO, 2003). It was also reported that
most women who presented with recurrence showed
a slightly higher occurrence of C. glabrata, which is less
sensitive to the imidazolic drugs commonly used in
the treatment of VVC and of recurrent vulvovaginal

candidiasis (ALVARES et al., 2007).

5 RECURRENT VULVOVAGINAL CANDIDIASIS

As already mentioned, 5-40% of women with
VVC have episodes of recurrence (CHONG et.
al, 2007; EGAN; LIPSKY, 2000; REED et al.,
2003). Recurrent vulvovaginal candidiasis (RVVC)
is diagnosed when the patient presents up to four
episodes of VVC in the period of one year (CHONG
et. al., 2007; EGAN; LIPSKY, 2000), or up to three
episodes in one year when not related to antibiotic
therapy (CHONG et al., 2003). It is not known for
certain whether the recurrence of VVCis secondary to
predisposing/precipitant factors, sexual transmission,
an intestinal reservoir or vaginal persistence (EGAN;
LIPSKY, 2000).

Overall, itis accepted that two principal hypotheses
are associated with the recurrence of candidiasis: a)
reinfection through sexual transmission or from other
reservoirs of the organism (digestive or urinary tract);
b) reinfection due to the incomplete elimination of
Candida species that have an increased virulence or
are resistant to the antimicrobial drugs. A reduction
in local cellular immunity may also be a risk factor for
RVVC (CHONG et al., 2003).

In recent years, a significant increase in Candida
species other than albicans that cause vaginitis has
been observed, mainly in those cases connected
with RVVC (CHONG et al,, 2003). Allied to that,
the occurrence of Cuandida strains that are resistant
to antifungals has inspired some authors to propose
not only microbiological diagnosis, but the additional
performance of an antifungigram (ARECHAVALA
et al, 2007, FERRAZZA et al, 2005GALLE;
GIANINNI, 2004).

In the Brazilian case, there are many questions
about the necessity of laboratory diagnosis, especially
for cases of RVVC, for which the value of mycological
diagnosis is recognized by some authors, as well as the
use of the antifungigram (FERRAZZA et al., 2005;
GALLE; GIANINNI, 2004; RIBEIRO et al., 2001).

Reports from gynaecological services have shown that
at least half of the women who are referred as bearers
of RVVC in fact have symptoms due to causes other
than candidiasis (SIMOES, 2005).

Several of the Candida species other than albicans
that are commonly isolated are less sensitive to the
azolic derivates, making the treatment of these
infections more difficult. Although the antifungal
susceptibility of the yeasts of the genus Candida is
historically predictable, the susceptibility patterns of
strains circulating nowadays are not easily predicted,
especially given environmental selection and the
cultural differences in the different regions. This
is one of the reasons underlying the development
of susceptibility tests for these drugs. Efforts to
standardize these tests led to the establishment and
regular update of antimicrobial testing manuals
such as the document supplied by the Clinical and
Laboratory Standards Institute, which is referred to
in Brazilian microbiological practice (CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2008). As an alternative to the CLSI recommendations
to evaluate antimicrobial susceptibility, the E-test
method, which is used to check susceptibility to the
antifungals 7z vitro, is clinically validated to predict
the susceptibility patterns of yeasts in a more simple
way and can easily be incorporated into the clinical

microbiology routine (CROCCO et al., 2004).

6 FINAL CONSIDERATIONS

Despite the CLSI recommendations, there is still
a lack of standardization in the techniques of drug
susceptibility testing concerning the yeasts associated
with VVC and RVVC employed by Brazilian
laboratories. In this regard it is difficult to compare
regional studies leading to empirical treatment.
Besides, the scientific data on the epidemiology of
VVC and RVVC are very limited, especially in our
country.

Regional surveys are necessary to determine
the involvement of different Candida species in the
aetiology of VVCand RVVC, as well as their antifungal
susceptibility patterns, since many patients do not
respond to the initial therapy. The epidemiological data
produced in these studies might assist in the handling
of VVC and RVVC when it is impossible to confirm
the clinical diagnosis through microbiological tests.

Knowledge of the drug susceptibility patterns in
strains circulating in the different regions will also allow
the rationalization of the empirical use of antifungal
drugs, contributing to the control of the resistance
phenomenon. Furthermore, these studies might be

useful in predicting the recurrence of the disease.
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Resumo

OBJETIVO: Investigar a efiologia, o perfil epidemiolégico de pacientes com candidiase vulvovaginal (CVV) e possiveis fatores
predisponentes. METODOS: Secrecdo vaginal das pacientes foi semeada em dgar Sabouraud e amostras de leveduras
foram isoladas e identificadas por Polymerase Chain Reaction [PCR). Dados demogrdficos, clinicos e fatores predisponentes
foram obtidos por meio de questiondrio. Para andlise estafistica, foram utilizados os festes t de Student, Fischer e do %2, com
auxilio do soffware Stafistical Package for the Social Sciences (SPSS), com nivel de significéncia de 5%. RESULTADOS: Foram
avaliadas 69 pacientes, com idade enfre 15 e 52 anos, predominando mulheres brancas (79,7%), com escolaridade de
nivel superior completo (58%), casadas [56,5%) e com vida sexual ativa (97,1%]. Dentre elas, 34,8% eram gesfantes, 7,2%
diabéticas, 1,4% soropositivas para AIDS e 36,2% usavam anticoncepcional oral. Antibioticoterapia recente foi citada por
13% das pacientes, uso de antifingico por 5,8% e de antitricomonas por 1,4%. Uso de corticosteroides foi relatado por
2,9% das participantes e de anfineoplésicos, por 1,4%. Fluxo vaginal e prurido foram as principais queixas apresentadas,
respectivamente, por 97,1 e 73,9% das pacientes, seguido de ardéncia (63,8%) e hiperemia [63,8%). Quando presente,
o fluxo foi majeritariamente branco (88, 1%) ou grumoso (86,6%). O diagnésfico foi confirmado pela cultura em 55 (79,7%)
pacientes, sendo 4 casos de infecgdio mista. A espécie prevalente foi C. albicans, seguida por um caso de C. glabrata,
que foi encontrada em mais duas pacientes em associagdo com C. albicans. Nas oufras duas infecgdes polimicrobianas,
C. lusitaniae foi isclada com C. albicans. CONCLUSOES: Embora a positividade da cultura tenha sido alta e os dados
clinicos de CWV sejam caracterfsticos, a sintomatologia ndo é patognoménica. C. albicans é a espécie prevalente, mas
deve-se afentar para a ocorréncia de outras espécies na efiologia de CVV, como a emergéncia de C. lusitaniae.

Abstract

PURPOSE: To invesfigate the efiology and the epidemiological profile of patients with vulvovaginal candidiasis (VWC) and
predisposing factors. METHODS: Voginal secrefions were strecked in Sabouraud agar and yeast samples were isolated
and identified by Polymerase Chain Reaction (PCR). Demographic and clinical data were obtained with a questionnaire. For
statistical analysis, the Student's Hest, the %2 and Fischer tests were applied as needed using the Stafistical Package for Social
Sciences [SPSS) software, with the level of significance set at 5%. RESULTS:  Sixty-nine patients aged from 15 to 52 years
were evaluated. They were predominantly white (79.7%), with higher education (58%), married (56.5%) and sexually active
(97.1%). Among them, 34.8% were pregnant, 7.2% diabefic, 1.4% seropositive for AIDS, and 36.2% were using oral
confracepfives. Recent antibiotic therapy was mentioned by 13% of the patients, and antifungal or antifrichomonas therapy
was mentioned by 5.8 and 1.4% of the patients, respectively. Corticosteroid use was reported by 2.9% and antineoplastic
by 1.4%. Vaginal discharge and itching were the main complaints (97.1 and 73.9%), followed by buming (63.8%) and
erythema (63.8%). VWhen present, the vaginal flow was predominantly white [88.1%) or lumpy (86.6%). The diagnosis was
confirmed by culture in 55 (79.7%) patients, with mixed infections in 4 patients. The most prevalent species was C. albicans,
followed by C. glabrafa (one monoinfection and two mixed infections with C. albicans). C. lusitaniae and C. albicans
were also identified in mixed infections (two patients). CONCLUSION: Despite the high culture positivity and clinical data
characteristic of WC, the symptoms were not pathognomonic. C. albicans is the most prevalent species, but other species
are also involved in VWWC efiology, such as the emergence of C. lusitanice.
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Introducao

As vulvovaginites, principal queixa nas consultas
ginecoldgicas, referem-se a uma variedade de desordens
inflamatérias do trato genital inferior, caracterizada por
uma triade de sintomas, como dor vulvovaginal, prurido
e ardor, que podem ser secunddrias a infec¢do, irritacdo,
alergia ou doenga sistémica'. Embora as causas infecciosas
sejam responsdveis por mais de 90% dos casos e incluam
vaginose bacteriana, candidfase e tricomoniase, aproxi-
madamente 30% das mulheres sintomdticas permanecem
sem diagndstico ap6s avaliagdo clinica'?. Recomenda-se
que o diagndstico de infecgdes vaginais ndo deva se basear
apenas nos dados clinicos e que exames microbioldgicos
como cultura e teste de susceptibilidade a drogas devam
ser incorporados, quando possivel, como complementares
ao diagnéstico das vulvovaginites®*.

A candidfase vulvovaginal (CVV), associada a di-
ferentes espécies do género Candida, é a segunda causa
de vaginite aguda, depois da vaginose bacteriana. Na
Europa e em outras regides, a CVV € a causa mais comum
de vaginite, e estima-se em todo o mundo que 75% das
mulheres apresentam, durante a sua vida, pelo menos um
episédio de candidiase vulvovaginal'. A prevaléncia de
Candida albicans na etiologia da CV'V € relatada de forma
abundante na literatura, embora a ocorréncia de outras
espécies, como C. glabrata, C. tropicalis, C. guillermondii
e C. parapsilosis tem sido cada vez mais frequente™®.
Além disso, outras espécies como C. krusei, C. kefyr e
C. lusitaniae tem sido apontadas como emergentes’".
A etiologia da CVV tem sido, ainda, associada a mais de
uma espécie de Candida ou a associagdo de Candida com
outros micro-organismos” 21617,

A doenca acomete principalmente as mulheres em
idade reprodutiva e caracteriza-se clinicamente pelo prurido
vulvar intenso, ardéncia, leucorreia, dispareunia, disiria,
edema e eritema vulvovaginal'”'®. As formas assintomd-
ticas de CVV estdo mais associadas com as espécies de C.
nao-albicans'®. Ndo existem manifesta¢des clinicas patog-
noménicas de CVV, tornando-se importante identificar o
agente etiolégico para o diagndstico diferencial de outras
vaginites infecciosas'”?'. Além disso, tem sido observado
um aumento na resisténcia aos derivados azdlicos, prin-
cipalmente entre as espécies de C. ndo-a/bicans isoladas
de pacientes com CVYV, sendo este um importante fator
para o desenvolvimento dos casos de recorréncia’®'>*2,

O tratamento da CVV normalmente é empirico, sendo
os derivados az6licos e os poliénicos as drogas mais utiliza-
das'>'%223_ A maioria das mulheres nio responde 2 terapia
inicial, e os casos de recidivas sio frequentes, colocando
em duavida a eficdcia desses tratamentos. As dificuldades
encontradas estdo associadas as espécies ndo-albicans, que
dependem de concentragdes maiores de antifingicos para

serem inibidas''. O perfil de suscetibilidade de espécies
de Candida aos antiftingicos ndo é o mesmo nas diferentes
populagdes ou comunidades, o que torna fundamental a
identifica¢do do agente etiolgico causador da candidfase
antes de iniciar a terapéutica empirica'"'>?*%,

Algumas situagoes tém sido relatadas como importantes
fatores de risco para CVV, como gravidez, uso de antibi6ti-
cos de amplo espectro, uso de contraceptivos orais, diabetes
mellitus e imunodeficiéncias'”"’. Sio apontadas ainda como
fatores predisponentes de CVV as neoplasias, corticoterapia,
dieta alimentar 4cida, hdbito de usar roupas justas ou de
fibra sintética, pequenos traumas durante o ato sexual, ciclos
menstruais regulares e habitos higiénicos inadequados'®.

Considerando que a variacdo das espécies de acordo
com a localiza¢io geogrifica deve ser levada em conta
entre os fatores epidemiolégicos de CVV!H820 e que
os dados epidemiolégicos sobre a doenga no Brasil sdo
escassos'”?!, pesquisas regionais sio necessirias para a
determinacdo do envolvimento de diferentes espécies de
Candida na etiologia da CVV, ajudando no tratamento e
manejo clinico dessa patologia'. Assim, neste estudo, os
objetivos foram isolar e identificar amostras de Candida
a partir de secre¢do vaginal de pacientes com diagndsti-
co clinico de candidiase vulvovaginal na Zona da Mata
Mineira e investigar possiveis correlagBes entre cultura
positiva, caracteristicas sociodemograficas e manifestagdes
clinicas associadas a fatores de risco e sinais e sintomas.

Métodos

Trata-se de um estudo descritivo, observacional,
transversal, realizado com amostras de conveniéncia.
A populag¢do amostrada foi composta por 69 pacientes com
diagnéstico clinico de CVYV, recrutadas entre dezembro
de 2009 e dezembro de 2011, em dois consultérios da
rede particular e/ou conveniada e em um ambulatério
de hospital da rede publica (Hospital e Maternidade
Therezinha de Jesus) em Juiz de Fora, Minas Gerais,
durante consulta ginecolégica. Um formulério foi pre-
enchido para cada paciente pelo profissional atendente,
contendo informacdes como idade, raga, nivel de escola-
ridade, estado civil, atividade sexual, presenca de fatores
de risco ou predisponentes para CVV e sinais e sintomas
associados. Todas as pacientes que aceitaram participar
do estudo assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora,
parecer n° 031/2009.

Amostras de secre¢do vaginal foram coletadas durante
o exame clinico das pacientes, com zaragatoas flexiveis
esterilizadas (Alamar Tecnocientifica Ltda., Diadema,
Brasil), e imediatamente imersas em solugio salina estéril
(NaCl 0,85%) em tubos de ensaio lacrados com rolhas de

555



556

algoddo hidrofébico. O material foi enviado no mesmo dia ao
Laboratério de Micologia Ambiental e Médica do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de
Fora (LMAM/ICB/UEF]JF) para processamento experimental.

Os espécimes clinicos foram inoculados em placas de
Petri contendo o meio de cultura 4gar Sabouraud dex-
trose (Indastria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda.,
Dugque de Caxias, Brasil), suplementado com cloranfenicol
(10 mg/mL — Northeast General Pharmaceutical Factory,
Shenyang, China), e incubados a 35°C, por um periodo
de 2—7 dias. Das placas onde houve desenvolvimento de
colonias leveduriformes, foram escolhidas para subcultivo
no mesmo meio de cultura sem droga antibacteriana qua-
tro col6nias representativas por espécime clinico, quando
possivel, morfologicamente distintas. Apés obten¢io de
culturas puras, as amostras de leveduras foram depositadas
na colecdo de culturas do LMAM/ICB/UEFEJF, criopreser-
vadas e submetidas a procedimento de extra¢gio de DNA
para identificagdo molecular. As amostras de referéncia
Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC
20298, Candida tropicalis ATCC 750, Candida parapsilosis
ATCC 20019 e Candida glabrata ATCC 90030 foram
utilizadas como controle experimental.

O DNA gendmico das leveduras foi extraido pelo
método de digestdo quimica e purifica¢do com fenol-clo-
roférmio, de acordo com metodologia ji estabelecida para
obten¢io de DNA de leveduras de alto grau de pureza, com
modificagdes®. Assim, a partir de 2,0 mL de uma cultura de
48 horas em caldo Sabouraud (Indtstria e Comércio
de Produtos Quimicos Ltda., Duque de Caxias, Brasil),
massa celular foi obtida apds centrifugacdo a 12.000 x g,
por S5 minutos em centrifuga refrigerada (Jouan CR3i,
Thermo Electron Corporation, MA, EUA), e as células
foram lavadas em igual volume com dgua destilada
previamente esterilizada. Apés nova centrifugacio nas
mesmas condi¢des, a massa celular resultante foi suspensa
em 0,5 mL de tampdo de lise (Tris HCI pH 8,0 10 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 100 Mm, Triton X100 2% v/v, SDS
1%), acrescida de pérolas de vidro e submetida a agitacdo
em vortex (Coleman Equipamentos para Laboratérios
Comércio e Importagdo Ltda., Santo André, Brasil) por
2 ciclos 1 minuto. Posteriormente, foram adicionados
0,4 mL de fenol saturado com Tris (1M, pH 8), 0,4 mL
de solucio de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1), e
as amostras foram novamente agitadas em voértex, por
10 segundos, e centrifugadas para separa¢io de fases, a
12.000 x g, por 5 minutos. A fase aquosa foi retirada e o
DNA, precipitado, ap6s a adi¢do de 0,05 mL de NaCl 5M,
2 volumes de etanol gelado e centrifuga¢aoa 12.000 x g,
por 30 minutos, a 4°C. Os extratos foram lavados com
etanol 70%, solubilizados, tratados com RNAse 1 mg/
mL e quantificados por espectrofotometria (Qubit 2.0,
Fluorometer, Invitrogen, Life Technologies, OR, EUA).

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose a 0,8%.

A identificagdo microbiana foi realizada por
Polymerase Chain Reaction (PCR) em rea¢des multiplex,
utilizando-se oligoiniciadores especificos para o género
Candida (C. guilliermondii, C. albicans, C. krusei, C.
glabrata, C. topicallis, C. lusitaniae, C. dubliniensis e C.
parapsilosis) e oligoiniciadores universais para leveduras
clinicamente relevantes, tal como estabelecido na lite-
ratura®®. Os oligoiniciadores universais foram usados
para amplificacdo das regides intergénicas espagadoras
das leveduras patogénicas associadas a doengas humanas,
para originar os amplicons esperados na reacio de PCR
multiplex com os oligoiniciadores espécie-especificos.
As condicdes de amplificacdo foram: desnaturacgio
inicial, 10 minutos, 94°C e 40 ciclos de 15 segundos,
94°C; 30 segundos, 55°C; 45 segundos, 65°C, em
termociclador Techne® TC-412 (Thermal Cycler, OSA,
Reino Unido)?°.

Os dados obtidos foram expressos como média e
desvio padrdo para varidveis quantitativas e como fre-
quéncia absoluta e frequéncia relativa para as varidveis
categéricas. As andlises estatisticas foram realizadas com
auxilio do software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versdo 13.0 para Windows (Chicago, IL, EUA) e
utilizado o teste t de Student para comparagio de médias
entre amostras independentes. Para verificar associagdo,
utilizou-se o teste exato de Fischer quando possivel ou o
teste do X’ para varidveis com mais de duas categorias.
O nivel de significincia adotado foi de 5%, e todos os
testes foram bicaudais.

Resultados

Entre as pacientes que participaram deste estudo, com
diagnéstico clinico de CVV (n=69), a cultura da secregdao
vaginal permitiu a recuperagdo de amostras de Candida
em espécimes clinicos provenientes de 55 participantes,
o que corresponde a uma frequéncia de 79,7% de positi-
vidade na cultura. Entre as leveduras isoladas, 3 espécies
foram identificadas, sendo a mais prevalente Candida
albicans (98,1%), isolada de 54 pacientes, seguida por
C. glabrata (5,4%), isolada de 3 pacientes e C. lusitaniae
(3,6%), isolada de 2 pacientes.

Dessas mulheres cuja cultura de secrecdo vaginal
foi positiva, monoinfec¢do foi observada em 51 pacien-
tes (92,7%), enquanto que infec¢do polimicrobiana foi
observada em 4 (7,3%). Ao se considerar a etiologia
das infec¢des monomicrobianas, C. a/bicans foi a espécie
predominante, isolada a partir da cultura da secrecdo
vaginal de 50 dessas pacientes (90,9%). Além disso, C.
glabrata também foi identificada associada & monoinfecgdo
em 1 paciente (1,8%). Ao se considerar a etiologia das
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infec¢des polimicrobianas, as associa¢des C. albicans e C.
glabrata ou C. albicans e C. lusitaniae foram observadas
em duas pacientes.

Os dados sociodemogrificos das pacientes participantes
deste estudo sdo apresentados na Tabela 1. A idade ndo foi
uma caracteristica que pode ser relacionada com cultura
positiva para Candida spp. a partir da secre¢do vaginal
(p=0,6), sendo 0 mesmo observado em rela¢do ao estado
civil (p=0,1), a etnia (p=0,2) e a escolaridade (p=0,1).

Tabela 1. Caracteristicas sociodemogrdficas do grupo de pacientes avaliadas

Correlactio com a cultura
fingica (valor p)

Pacientes no  Frequéncia

Varidveis avaliadas grupo (n=69) (%)

Faixa etdria média 28,2 (7,9)* - 0,6*
Estado civil 0,1***
Solteira 30 435
Casada 39 56,5
Etnia (cor da pele) 0,2%***
Branca 55 19,1
Negra 08 11,6
Parda 06 08,7
Escolaridade 0,17%***
Ensino Superior 40 58,0
Ensino Médio 20 29,0
Ensino Fundamental 09 13,0
Vida sexval ativa NS
Sim 67 97,1
Nao 02 02,9

*Resultado expresso em média (desvio-padrao); **comparagdo de médias de idade
realizada pelo fesfe t de Student para amostras independentes; ** *ssociagdo
calculada pelo teste exato de Fischer; *** *associagdo calculada pelo teste do x?;
NS: n&o significante

Tabela 2. Coracteristicas dinicas associadas a fatores de risco para candidiase vulvovaginal
no grupo de pacientes avaliadas

Ao serem questionadas sobre a atividade sexual nos tltimos
30 dias antes da consulta ginecolégica que resultou no
diagnostico clinico de CVV e coleta de espécime clinico
para cultura microbioldgica, apenas 2 participantes (2,9%)
relataram ndo ter vida sexual ativa, e as 67 pacientes se-
xualmente ativas (97,1%) informaram ter somente um
parceiro sexual. Ndo foi observada associacdo entre essas
varidveis e o isolamento de leveduras (p=1,0).

Embora ndo tenha sido estabelecida correlagdo entre
cultura positiva para Candida e as varidveis clinicas como
diabetes (p=0,266), gravidez (p=0,537), soropositividade
para AIDS (p=1,000), quimioterapia (p=0,203), uso de
anticoncepcionais orais (p=1,000), uso de drogas antibacte-
rianas (p=0,372) e uso de droga antitricomonas (p=1,000),
observou-se uma associagdo entre cultura negativa e uso
de corticoides (p=0,039) e também com o uso de drogas
antifiingicas (p=0,023) (Tabela 2).

O diagnéstico clinico da CVV foi realizado no
servico médico, considerando-se os sinais observados
no exame ginecolégico e os sintomas relatados pelas
pacientes (Tabela 3). O prurido vulvar foi o sintoma
mais frequentemente citado pelas pacientes avaliadas
(73,9%), seguido por relato de ardéncia vulvar (63,8%).
A maioria das participantes do estudo apresentou fluxo
vaginal (97,1%) e hiperemia vulvar (63,8%). Nio foram
observadas, entretanto, correlagdes significativas entre a
cultura fangica e os sintomas relatados, sejam prurido
(p=0,496) ou ardéncia vulvar (p=0,350), ou os sinais
clinicos avaliados: fluxo vaginal (p=1,000) ou hiperemia
vulvar (p=0,350).

Tabela 3. Manifestaces dlinicas relacionadas ao diagnéstico de candidiase vulvovaginal
no grupo de pacientes avaliadas

Associacéio com a cultura
fingica (valor p)*

Pacientesno  Frequéncia
grupo (n=69) (%)

Varidveis avaliadas

Pacientes no  Frequéncia Associaciio com a cultura

Sinals e sinfomas grupo (n=69) (%) fingica (valor p)

Em gestacdo 24 34,8 0,5
Diagnéstico de diabetes 05 72 0,2
Diagnéstico de AIDS 1 14 NS
Anticoncepcional oral 25 36,2 NS
Uso de dispositivo 0 - =
intrauterino
Em corticoterapia 02 2,9 0,03
Uso de quimioterapico™* 1 14 02
Uso de droga antibacteriana 03
Sim 9 13,0
Nao informado™** 5 7.2
Uso de droga antifingica 0,02
Sim 4 58
Niio informado*** 09 13,0
Uso de droga antitricomonas NS
Sim 1 14
Niio informado*** 11 15,9

Presenca de prurido 51 739 0,4*
Relato de ardéncia vulvar 44 63,8 0,3*
Hiperemia vulvar 44 63,8 0,3*
Ocorréndia de fluxo vaginal 67 97,1 NS
Cor do fluxo vaginal presente 0,4**

Branco 59 85,5

Esverdeado 2 2.9

Amarelado 2 29

Branco-amarelado 1 14

Branco-esverdeado 1 14

Amarelo-esverdeado 1 14

Cor niio relatada 1 14
Aspecto do fluxo vaginal 0,1%
presente

Grumoso 58 84,1

Flido 8 11,6

Aspecto niio relatado 1 1,4

*Associagdo calculada pelo teste exato de Fisher; * *quimioterapia antineopldsica;

***categoria excluida para caleular a associagdo; NS: ndo significante.

*Associagdo calculada pelo feste exato de Fisher; **associagdo calculada pelo
teste do 2.
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A andlise do fluxo vaginal revelou que a secre¢do
tinha colorac¢do branca em 88% dos casos, enquanto que
secrecdes de coloracdo esverdeada ou amarelada foram
observadas em frequéncias de 2,9%. Além disso, secre¢des
de colorac¢do branco-amarelada, branco-esverdeada ou
amarelado-esverdeada também foram observadas (1,4%).
Para uma paciente, ndo foi relatada a coloragdo do fluxo
vaginal durante o exame clinico. Considerando-se o aspecto
do fluxo vaginal, essa secre¢do foi descrita como grumosa
em 84,1% dos casos ou fluida em 11,6%. Nio foi relatado
o aspecto do fluxo vaginal para uma paciente. Nio foram
observadas correlacdes significativas entre cultura positiva
de Candida e coloragio (p=0,407) ou aspecto (p=0,187)
do fluxo vaginal.

Aproximadamente metade das pacientes avaliadas
(47,8%) apresentou os 4 sinais e sintomas clinicos avaliados
(hiperemia, fluxo vaginal, prurido e ardéncia), enquanto que
apenas fluxo vaginal foi observado em 17,4%. Observou-se
ainda que 20,3 e 14,5% das pacientes apresentavam, res-
pectivamente, 3 e 2 das manifestacdes clinicas avaliadas,
simultaneamente.

Discussao

A queixa de corrimento vaginal é a principal razdo
que leva mulheres do mundo inteiro a procurar servigos
de satide, sendo as vaginites infecciosas as causas mais
comuns®*. Embora na pritica médica o diagnéstico das
vulvovaginites seja essencialmente clinico, ele é consi-
derado inadequado, e sugere-se que deve ser confirmado
por exames microbiolégicos cldssicos baseados em cultura
ou utilizando-se técnicas moleculares>*>. Além disso,
considerando-se a emergente resisténcia antimicrobiana, é
sugerido o isolamento e identificacdo da levedura, evitando-se
terapias empiricas desnecessdrias as pacientes’”*"%’.

Neste estudo, a alta frequéncia de positividade em
cultura de leveduras associada as pacientes com diagnds-
tico clinico de CVV (79,7%) é semelhante a apresentada
por outros autores e reforca a necessidade do diagnéstico
laboratorial associado ao diagndstico clinico®*”. Entretanto,
percebe-se que o rigor na observacio de sinais e sintomas
durante o diagnéstico clinico, associado as boas praticas
laboratoriais e carga microbiana presente na secre¢do vaginal,
possui grande impacto na correla¢do entre diagnéstico de
CVV e isolamento de leveduras. Virios autores relatam
uma baixa frequéncia de isolamento de fungos (>50%) em
secrecdo vaginal de pacientes com diagnéstico clinico de
CVV#615202128 De acordo com a literatura, é altamente
provavel que a maioria das mulheres com queixas vaginais
comuns tenha um diagndstico impreciso, sendo que esse
problema permanece como um desafio®’.

Este estudo, confirmando os dados da literatura na-
cional e internacional, indica a predominancia da espécie

C. albicans como a mais frequentemente associada a
CVV20891215.1820:2229 0 . ¢]zbrata como a segunda espécie
mais prevalente®>1217:21:232627.29 Tem sido registrada a
participagdo de C. lusitaniae em infec¢des tanto mono
quanto polimicrobianas, tal como observado neste estudo,
considerando-se a etiologia polimicrobiana da CVV?!1%1.,
Assim, mesmo que essa espécie s6 tenha sido encontrada
em associacio com C. albicans, hd de se registrar a sua
emergéncia na etiopatogenia da doenca, suscitando estudos
prospectivos para se esclarecer a real participa¢do de C.
lusitaniae no desenvolvimento da CVV e terapia empirica
mais apropriada.

De acordo com a literatura, a taxa de ocorréncia de
infeccio mista em CVV é bastante variada (4 a >10%)'>'°.
A detec¢do de infec¢io mista em CVV € possibilitada
pela utilizacdo de meios de cultura cromogénicos, ou
facilitada pelo isolamento de mais de uma col6nia micro-
biana amostral em cada placa de cultivo, ao se usar meios
de cultura ndo cromogénicos tradicionais, como o dgar
Sabouraud dextrose suplementado com cloranfenicol?’.
Na maioria dos casos de infec¢do mista, sdo relatadas as
associagoes: C. albicans e C. glabrata; C. albicans e C. krusei,
C. albicans e C. tropicalis; C. albicans e C. parapsilosis; C.
albicans e C. tropicalis; C. albicans, C. glabrata e C. tropi-
calis; C. albicans, C. glabrata e C. krusei; C. glabrata, C.
tropicalis e C. krusei; além da associacdo entre C. glabrata e
Saccharonyces cerevisiae''*?". Neste estudo, foi observada,
ainda, de maneira incomum, a associacio de C. a/bicans e
C. lusitaniae na secre¢io vaginal de pacientes com diag-
néstico clinico de CVV.

A CVV é relatada principalmente em mulheres que
estdo em idade reprodutiva, o que também foi observado
no presente trabalho. A literatura consultada é undnime
em apontar as pacientes com CVV pertencentes a faixa
etiria de 20 a 40 anos como as mais acometidas pela
doenca®®®21, Associa-se a esse fato a atividade ovariana
miéxima com produg¢io de estrogénio, o que favorece o
crescimento de Candida e sua aderéncia as células epiteliais
vaginais’. A transmissio sexual de CVV é mencionada,
apesar de a doenga ndo ser considerada uma doenca se-
xualmente transmissivel (DST). Entretanto, a literatura
sugere a predomindncia entre as mulheres que tém vida
sexual ativa, tal como observado neste estudo®!®!7:28:30:31

Poucos s@o os relatos envolvendo CVV em que se
avalia o estado civil das pacientes. Os achados do presente
estudo, como também os relatados por outros autores,
indicam um predominio de CVV entre as mulheres
casadas???. Apesar disso, existem relatos que sugerem
maior frequéncia de acometimento de CVV entre as
mulheres solteiras'’, ou sem relagdo com o estado civil®.
Considerando-se a diversidade étnica e social dos grupos de
pacientes amostrados nos estudos de CVV, a relagdo entre a
prevaléncia da doenga ou suscetibilidade a sua ocorréncia e




a etnia (cor da pele) das pacientes é controversa, ndo sendo
estabelecida, como neste estudo, nenhuma correlagao™'’*2,
O mesmo fendmeno é observado em rela¢do a escolaridade
das pacientes com diagnéstico clinico de CVVZ#2131-33,
Apesar disso, neste estudo, observou-se um predominio
da doenca entre as participantes que foram consideradas
de cor branca e grau universitirio.

Virias investigacdes foram realizadas para se avaliar
os potenciais fatores de risco para CVV, mas os dados
epidemiolégicos sio conflitantes e seu papel na patogénese
da doenca ainda é controverso®. Os fatores predisponentes
mais comuns associados com a candidiase sdo gravidez,
diabetes mellitus, uso de contraceptivos, terapia antimi-
crobiana, atividade sexual e higiene sexual’. Qualquer
alteragdo dos niveis de glicose, especialmente em situagdes
de hiperglicemia, pode desencadear CVYV, incluindo, assim,
diabetes entre os fatores de risco'’?®. Assim, diferentes
taxas de prevaléncia de CVV em mulheres com diabetes
sdo registradas®’!#16:22:2831,

Durante a gravidez, o nivel elevado de estrogénio
contribui para um aumento no contetido de glicogénio
vaginal, importante fonte de carbono para o desenvolvi-
mento do fungo’. Neste estudo, a frequéncia de pacientes
gravidas entre as diagnosticadas com CVV foi semelhante
a observada por outros autores'®, porém sugere-se que a
doenga possa ocorrer mais comumente entre as mulheres
gravidas do que nas ndo gravidas”?'. Neste estudo, ndo foi
observada correlagdo entre cultura de leveduras positiva e
gravidez como jd relatado®, embora essa correlagdo tenha
sido estabelecida anteriormente’.

O efeito dos contraceptivos orais na predisposi¢do a
CVV ¢é mal compreendido, e os resultados das pesquisas
sdo conflitantes. Acredita-se que o elevado teor de estro-
génio nos contraceptivos orais pode ser um dos fatores
de predisposi¢do, como verificado durante a gravidez’.
Neste estudo, 36,2% das pacientes com CVV usavam
anticoncepcionais orais, e ndo foi observada correlacio entre
essa varidvel e a cultura de Candida, como observado por
2030 Entretanto, ha registros de correlagio
positiva entre o uso de anticoncepcionais hormonais com
vulvovaginite clinica, e alguns levantamentos mostram
porcentagem maior de mulheres com CVV que usam
anticoncepcionais orais'’"'*?’. A incidéncia de CVV ndo
parece estar associada ao uso de DIU'™*| embora seja aceito
que o aumento do risco de infec¢do esteja relacionado a
elevada capacidade da levedura para a produ¢ido de um
biofilme no DIU, que poderia atuar como um reservat6rio
de Candida®.

A CVV pode estar associada a situagdes de debili-
dade do hospedeiro, como no caso das pacientes em uso
de corticosteroides e agentes citotdxicos, ou a doengas
sistémicas (AIDS, por exemplo) ou hematolégicas que
promovem a supressio funcional das células T, diminuindo

outros autores

a capacidade de resposta imunoldgica e favorecendo a in-
feccdo'’. No entanto, neste estudo, tal como relatado por
outros autores, foi observada baixa frequéncia de CVV em
pacientes que fizeram uso de corticoides, quimioterdpicos
antineopldsicos ou soropositivas para HIV?*-3°,

O uso de antibidticos é apontado como responsével
por aumentar a taxa de colonizacio vaginal por Candida de
10 a 30%, pois essas drogas agem diminuindo a popula¢do
bacteriana que geralmente compete com as leveduras da
microbiota vaginal”'’. Virios autores evidenciam a susce-
tibilidade 2 CVV em pacientes submetidas a antibioticote-
rapia e frequéncia de diagndstico entre essas pacientes em
taxas semelhantes as encontradas neste trabalho”'>!¢22,
Embora ndo existam estudos com abordagem semelhante
para comparagdo, os dados obtidos mostram correlagdo
entre uso de drogas antifiingicas e cultura negativa de
Candida. Como esperado, é plausivel a sugestdo da inter-
feréncia da droga na recuperagdo de amostras de Candida
em cultura, principalmente se o uso da medicag¢do foi em
data préxima a obtengdo do espécime clinico.

A sintomatologia tipica da CVV inclui o prurido e
o corrimento vaginal em grumos, semelhante a nata de
leite. Outros sintomas também sio frequentes, como o
desconforto vulvar, a dispareunia e a disiria, porém nenhum
deles é especifico para CVV'"'®. O prurido, considerado
o principal sintoma, exacerba-se mais a noite devido ao
calor local, mas, apesar de ser muito frequente, também
pode estar presente em outras patologias ginecolégicas'’.
Esse foi o principal sintoma relatado neste estudo, como
observado por outros autores®!>??7:230 A ardéncia vulvar,
outro sintoma comumente relatado na CVV, foi o segundo
sintoma mais observado neste estudo, em concordincia
com dados da literatura®'**. Areas hiperemiadas, prin-
cipalmente na vulva e vagina, como observadas neste
estudo, tém sido comumente relatadas como comuns nas
pacientes com CVV, as vezes como sintoma positivamente
associado ao diagnéstico®'®1%2%3% tal como o corrimento
vaginal, em algumas situacdes relatado como Ginica queixa
feita pelas pacientes®!>17-1927-30,

Apesar da literatura escassa que aborde aspecto e
coloragdo do fluxo vaginal e sua correlacio com a CVV,
os dados obtidos neste estudo mostram-se semelhantes ao
descrito por outros autores'”'**® sem rela¢des fisiopatol6-
gicas estabelecidas. Além disso, em oposi¢do a observagdo
majoritdria de ocorréncia e relato de mais de um sinal e
sintoma clinico entre as pacientes diagnosticadas com
CVYV, dados da literatura apontam prurido ou ardéncia
como manifesta¢do clinica Gnica predominante entre as
pacientes com diagnéstico de CVVZ%.

Embora os resultados obtidos neste estudo corroborem a
prevaléncia de C. a/bicans na etiologia de CVV, apontam
a emergéncia da sua associagao com C. lusitaniae, dado
ainda ndo relatado na regido amostrada. Essa observagio
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suscita a necessidade do diagndstico microbioldgico para
estratégias antimicrobianas mais eficazes. Além disso, a
medida que aproximadamente 20% dos espécimes clini-
cos provenientes de pacientes com diagnéstico clinico de
CVV tiveram cultura negativa, questiona-se o tratamento
antifingico empirico como conduta terapéutica na roti-
na ginecoldgica. O ndo estabelecimento de correlagdes
significativas entre a positividade da cultura fingica e as
caracteristicas clinicas associadas a fatores de risco e sinais
e sintomas entre as pacientes com diagndstico clinico de
CVV permite a reafirmagdo de que ndo existem manifes-
tagOes patognomonicas da doenga e que os procedimentos
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP UFJF
36036900- JUIZ DE FORA - MG — BRASIL.

Parecer n° 031/2009

Protocolo CEP-UFJF: 1676.020.2009 FR: 251477 CAAE: 0024.0.180.000-09

Projeto de Pesquisa: “Leveduras isoladas de pacientes com candidiase vulvovaginal em Juiz de Fora, MG:
estudo sobre etiologia, recorréncia, susceptibilidade a antifingicos e relagbes fenéticas”.

Pesquisador Responsavel: Marcio Tavares Rodrigues

Pesquisadores Participantes: Claudio Galuppo Diniz, Juliana Barroso Zimmermmann e Didier Silveria
Castelhando Filho

Instituicao: Universidade Federal de Juiz de Fora / Instituto de Ciéncias Biolégicas / Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunolgia

Sumaéric/comentarios do protocolo:

- O estudo encontra-se bem justificado, com revisdo da literatura pertinente. Trata-se de uma
pesquisa que pretende analisar a ocorréncia de candidiase vulvovaginal (CVV) e candidiase vulvovaginal
recorrente (CVVR) na regido, pretendendo, assim, levantar discussdes acerca do tratamento empirico
utilizado atualmente, considerando-se as limitagdes na disponibilidade de diagnéstico ou mesmo de terapia
antimicrobiana. Os pesquisadores descrevem detalhadamente sobre as patologias, seus tratamentos e suas
casuisticas. O objetivo geral do trabalho é “ampliar os conhecimentos sobre CVV e CVVR, através de
estudo de detecgao das espécies de Candida circulantes nas pacientes da regido, seu perfil de
susceptibilidade aos antifungicos e sua relagdo clonal. Os objetivos especificos sdo: Isolar e identificar
amostras de Candida de espécime clinico colhido de pacientes com diagndstico clinico de CVV e/ou CVVR,
atendidas em servigos de satide na cidade de Juiz de Fora (MG); Verificar a distribuigdo de espécies de
Candida isoladas e identificadas na populagdo amostrada; Determinar o perfil de susceptibilidade das
amostras de leveduras isoladas e identificadas frente a antifungicos de interesse clinico-microbiologico
como azolicos e poliénicos; Genotipar as amostras de Candida isoladas e identificadas para avaliagdo de
similaridade clonal entre as linhagens geneticamente caracterizadas; Identificar possiveis relagées fenéticas
entre as linhagens isoladas de diferentes pacientes e entre aquelas que apresentarem episodios de
recorréncia; Estabelecer possiveis correlagoes fisiologias e moleculares entre as linhagens isoladas e seu
padrao de susceptibilidade a antifungicos para possivel detecgdo de marcadores epidemiol6gicos.

- Metodologicamente, fardo parte do grupo amostral pacientes do sexo feminino com diagnéstico
clinico de CVV atendida nos servigos parceiros (PAM Marechal, Maternidade Therezinha de Jesus,
consul'torios particulares dos médicos Dr. Didier Silveira Castelhano Filho e Dra. Juliana Barroso
Zimmermmann), entre Julho de 2009 e Maio de 2010. Estima-se que este grupo amostral sera de 120
mulheres. Todos os parceiros encaminharam um oficio de concordancia de participagdo no estudo. As
pacientes serdo divididas em dois grupos: aquelas sem episédio de recorréncia (grupo CVV) e aquelas que
apresentarem mais de trés episédios de CVV no periodo estudado (grupo CVVR). Serdo critérios de
inclusdo: pacientes com diagndstico clinico de CVV, que néo fizeram uso de drogas antifungicas sistémicas
nos ultimos 30 dias e que aceitarem participar do estudo mediante assinatura de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Serédo considerados gritérios de exclusdo: pacientes com diagnéstico clinico-laboratorial
de vaginoses bacterianas ou por protozoarios, além daquelas que nao consentirem em participar do estudo.
As pacientes deverdo também responder a um questionario para caracterizagdo do perfil epidemiolégico da
populagdo estudada. Os pesquisadores descrevem com detalhes os procedimentos para coleta do
espécime clinico, do exame microscopico direto, da cultura e identificacdo, do teste de susceptibilidade as
drogas antifungicas, da genotipagem e dos testes estatisticos.

- O TCLE foi corretamente redigido, de acordo com as definiges da Res. CNS 196/96

- A pesquisa possui um orgamento de R$ 8.300,00, detalhadamente descrito de acordo com as
necessidades do trabalho. Ha uma declaragao do chefe do departamento de Parasitologia, Microbiologia e
imunologia do ICB/UFJF atestando possuir a infra-estrutura necessaria ao projeto e disponibilizando o
material necessario para a realizagdo do mesmo.
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- O cronograma esta descrito em trimestres, de acordo com o calendario do doutorado do
pesquisador, com inicio da pesquisa em Abril de 2009, procedimentos de coleta dos dados com inicio em
Julho de 2009 e término da pesquisa em Margo de 2012. Os pesquisadores enfatizam no protocolo que a
coleta dos dados so6 tera inicio apds aprovagdo do mesmo no Comité de Etica.

- O pesquisador principal & médico, mestre em microbiologia. Um dos participantes é biélogo, doutor
em ciéncias biolégicas (microbiologia). Duas pesquisadoras participantes sdo académicas do curso de
Farmacia da UFJF. Outros dois participantes s&o médicos, ginecologistas, um com mestrado em saude
brasileira e a outra doutora em medicina (ginecologia e obstetricia).

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF, de acordo com as atribuigdes
definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagdo do protocolo de pesquisa proposto.

Situacao: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 16 de Abril de 2009

(ol

Profa. Dra. léda Maria Vargas Dias
Coordenadora CEP/UFJF

RECEBI
DATA: __/ /2009

ASS:




