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RESUMO

A candidiase vulvovaginal (CVV), ¢ uma infeccdo genital comum, cujos sintomas
causam grande desconforto, limitando a qualidade de vida das mulheres. E a segunda
causa de infec¢ao genital no menacme e sua prevaléncia nao ¢ fidedigna na literatura. A
Candidiase Vulvovaginal Recorrente (CVVR) ¢ caracterizada por 4 ou mais episodios de
CVV em 12 meses. A maior parte das infec¢des tem com agente etiologico C. albicans,
entretanto ha um aumento de espécies nao albicans. O tratamento de escolha sdo os
azodlicos, dados apontam resisténcia de Candida a estes antifungicos. O objetivo deste
estudo foi investigar clinica e laboratorialmente casos de CVV enumerando os principais
sintomas ¢ fatores de risco associados, ¢ as espécies de Candida spp. isoladas. Para
obtencdo dos dados, as pacientes foram entrevistadas com as perguntas do questionario
de Sintomas e Fatores de Risco, € um swab vaginal foi coletado. Foram incluidas 278
pacientes, do Ambulatério de Ginecologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB),
divididas em dois grupos: sintomaticas (n = 173) e assintomaticas (n = 105). As espécies
de Candida foram identificadas por métodos fenotipicos e presuntivos, e confirmadas por
espectrometria de massa Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-flight
(MALDI-TOF). O perfil de sensibilidade das espécies de Candida frente ao fluconazol
foi determinado por antifungigrama automatizado, e a identificacdo de fatores de risco
(FR) associados a candidiase por dados do questionario, correlacionados com resultados
laboratoriais. Quanto aos sintomas de candidiase (corrimento, prurido ¢ ardéncia), 50,3%
dos pacientes relataram-nos concomitantemente, apresentando Valor Preditivo Positivo
(VPP) de 67,8%. Em relacio aos FRs, houve correlacio entre candidiase e
anticoncepcional, alergia respiratdria, protetor didrio de roupa intima, consumo de leite e
transito intestinal, sendo os dois ultimos, novos FRs relacionados a disbiose vaginal e
intestinal. O teste MALDI-TOF identificou na maioria das amostras (80,9%) C. albicans
e em 15,2% das amostras foram identificadas as espécies ndo albicans: C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. zeylanoide e mais 1,0% Rhodotorula
mucilaginosa e uma espécie de Candida nao foi identificada. Na comparagao entre os
métodos fenotipicos e presuntivos com MALDI-TOF, a sensibilidade média foi superior
a 70,0% e a especificidade superior a 90,0% em ambos. Na avaliagdo da recorréncia das
pacientes sintomaticas 88 referiram CVVR, destas 41 (44,5%) apresentaram resultados
positivos. Nessas 41 pacientes, uma primeira coleta foi realizada, e 21 permaneceram
positivas, na sequéncia, uma segunda coleta foi realizada em 6 pacientes ainda positivas,
a taxa de recorréncia com diagndstico foi 28,6%, e a prevaléncia de espécies na CVVR
fo1 66,7% C. albicans e 33,3% nao albicans. Foram realizados antifungigrama em 69,6%
das amostras, entre as espécies testadas 82,0% foram sensiveis ao fluconazol, 6,5%
resistentes e 1,1% apresentaram Sensibilidade Dose Dependente (SDD). O estudo
possibilitou a identificacao precisa das espécies de Candida, o perfil de sensibilidade ao
fluconazol, a recorréncia da CVV com diagnoéstico laboratorial, comprovando que: a
presenca de sintomas tem baixo VPP para o diagnoéstico clinico de candidiase, que novos
FR podem estar associados, ¢ que o diagndstico laboratorial é importante para 0 manejo
clinico da CVV.

Palavras-Chaves: candidiase vulvovaginal, candidiase vulvovaginal recorrente,
Candida spp, prevaléncia, diagnostico, MALDI-TOF, disbiose vaginal, disbiose
intestinal, recorréncia.



ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a common genital infection, which limits the quality
of life of women for the great discomfort that its symptoms cause. It is the second cause
of genital infection in the menacme, and even so, its prevalence is not well established in
the literature. Recurrent Vulvovaginal Candidiasis (RVVC) is characterized by 4 or more
episodes of VVC in 12 months. C. albicans is the etiological agent in most infections,
although there has been an increase in non-albicans species. The treatment of choice is
azoles, and studies point to Candida's resistance to these antifungals. The aim of this
study was to investigate clinically and laboratory cases of VVC enumerating the main
symptoms and associated risk factors, and to identify Candida spp. species isolated. To
obtain the data, the patients were interviewed with questions from the Symptoms and Risk
Factors questionnaire, and a vaginal swab was collected. We included 278 patients from
the Gynecology Outpatient Clinic of the University Hospital of Brasilia (HUB), divided
into two groups: symptomatic (n = 173) and asymptomatic (n = 105). Candida species
were identified by phenotypic and presumptive methods and confirmed by Matrix
Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry.
The sensitivity profile of Candida species against fluconazole was determined by
automated antifungigram, and the identification of risk factors (RF) associated with
candidiasis by questionnaire data, correlated with laboratory results. Regarding the
symptoms of candidiasis (discharge, pruritus and burning), 50.3% of the patients
described them concomitantly, presenting Positive Predictive Value (PPV) of 67.8%.
Concerning RFs, there was a correlation between candidiasis and contraceptives,
respiratory allergy, daily underwear protector, milk consumption and intestinal transit,
the latter two being new RFs related to vaginal and intestinal dysbiosis. After
confirmation by MALDI-TOF, seven species of Candida were identified: C. albicans
(80.9%), C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. zeylanoide totaling
15.2% and more, 1% Rhodotorula mucilaginosa and 1.9% of unidentified Candida.
When comparing phenotypic and presumptive methods with MALDI-TOF, the mean
sensitivity was higher than 70% and specificity greater than 90% in both. In the evaluation
of the recurrence of symptomatic patients, 88 reported RVVC, of these 41 (44.5%)
showed positive results. In these 41 patients, a first collection was performed, and 21
remained positive, and a second collection was performed in 6 patients still positive, the
recurrence rate with diagnosis was 8.6%, and the prevalence of species in RVVC was
66.7% C. albicans and 33.3% non-albicans. Antifungigram was performed in 69.6% of
the samples, among the tested species 82% were sensitive to fluconazole, 6.5% resistant
and 1.1% presented dose-dependent sensitivity (DDS). The study allowed the precise
identification of Candida species, the fluconazole sensitivity profile, the recurrence of
VVC with laboratory diagnosis, proving that: the presence of symptoms has low PPV for
the clinical diagnosis of candidiasis that new RF may be associated, and that laboratory
diagnosis is fundamental for the clinical management of VVC.

Keywords: vulvovaginal candidiasis, Candida spp, prevalence, diagnosis, MALDI-
TOF, vaginal dysbiosis, intestinal dysbiosis, recurrence, VVC, RVVC
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1.INTRODUCAO

1.1. Candidiase vulvovaginal (CVV) e Candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR)

— conceitos e prevaléncia

A vulvovaginite por Candida spp, ou candidiase vulvovaginal (CVV), ¢ uma
infec¢ao genital comum, que ocorre por multiplicagdo excessiva da levedura presente na
microbiota vaginal de mulheres em fase reprodutiva, processo que ¢ favorecido por
diferentes fatores predisponentes (BRANDOLT et al., 2017; SOBEL, 1997). Embora a
CVV seja considerada a segunda causa de infeccdo genital em mulheres no menacme
(UNEMO et al, 2013), sua prevaléncia ndo ¢ bem caracterizada na literatura
(RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2019).

Em 1979, HURLEY estimou em 75% a prevaléncia da ocorréncia de pelo menos
um episddio de CVV entre mulheres em idade reprodutiva (HURLEY; DE LOUVOIS,
1979). Em 2014, RATHOD E BUFFLER, ao analisarem os estudos publicados sobre o
tema (ACHKAR; FRIES, 2010; AMOURI et al., 2011; ECKERT, 2006; FERRER, 2000;
SOBEL, 1988, 2007), concluiram que os dados de prevaléncia frequentemente inseridos
nestes estudos ndo sdo, de fato, reportados em estudos epidemiologicos de base
populacional, tendo origem em reformulagdes de informagdes originarias de dados nao
publicados e opinides de especialistas (RATHOD; BUFFLER, 2014), de forma que
consultando a literatura atual ndo é possivel definir ou estimar a prevaléncia da doenga
(RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2019) .

A candidiase vulvovaginal recorrente (CVVR), ¢ definida arbitrariamente pela
literatura como a ocorréncia de 4 ou mais episddios em um periodo de 12 meses, e alguns
autores apontam para uma taxa de recorréncia varidvel entre 5 a 10% (AMOURI ef al.,
2011; ILKIT; GUZEL, 2011; LIU et al., 2011) .

Uma revisao sistematica recente sobre prevaléncia global de CVVR, estimou que
aproximadamente 138 milhdes de mulheres sdo acometidas anualmente, o que
corresponde a 3871 casos para cada 100.000 mulheres/ano, e cerca de 372 milhdes de
mulheres que serdo acometidas pela CVVR ao longo da vida (DENNING et al., 2018)
(Figura 1). Outro estudo incluindo andlise de dados de varios paises, indicou uma

prevaléncia de recorréncia da CVV durante a vida, de 9% antes dos 50 anos, com pico
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entre os 19 ¢ 35 anos (BLOSTEIN et al., 2017) .

Figura 1 — Estimativa do nlimero de Casos de CVVR

Numero estimado de casos
por 100 mil mulheres

[ >4300

[ 4000-4300
[13700-4000
[13400-3700
[J <3400

[ No data

Fonte: Adaptado de DENNING et al., 2018

No Brasil os dados de prevaléncia de vulvovaginite por Candida spp em estudos
de base populacional sdo escassos, € os métodos diagnoésticos utilizados sdo muito
heterogéneos. Estudos transversais, em populacdes bem definidas reportam prevaléncias
de 11,8% até 29,7% (BRANDOLT et al, 2017; GUNTHER et al, 2014;
MASCARENHAS et al., 2012; NEVES et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011), e
colonizagao de mulheres assintomaticas de até 18% (ANDRIOLI et al., 2009).

A maioria dos casos de CVV, cerca de 80 a 90%, tém a Candida albicans isolada
como agente etiologico (Figura 2) (AHMAD; KHAN, 2009; FAN; LIU; LI, 2008;
GYGAX et al., 2008; HETTICARACHCHI; ASHBEE; WILSON, 2010; SOBEL et al.,
1998; SOBEL, 2007; SPINILLO et al., 1997) embora as espécies ndo albicans (NA), tais
como: C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis t€m sido relatadas como
espécies emergentes agentes de CVV nas duas Ultimas décadas. (BRANDOLT et al.,
2017; GONCALVES et al, 2016; NAKAMURA-VASCONCELOS et al., 2017),

podendo ser responsaveis por até 30% dos episédios de CVVR em determinadas regioes
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(ANDERSON; KLINK; COHRSSEN, 2004; KENNEDY; SOBEL, 2010).

Figura 2- Imagem de Candida albicans (aumento 1000x) por microscopia eletrénica

C. albicans hifas e leveduras
Adaptado de KOBAN et al., 2010

1.2 Patogénese e fatores de risco

Apesar da prevaléncia alta e do grande numero de fatores de risco associados a
infeccdo, os mecanismos patogénicos da CVV e da CVVR ainda ndo foram
completamente elucidados (GONCALVES et al., 2016). Contudo, com os avangos das
técnicas de biologia molecular, tém se descortinado alguns provaveis mecanismos que
podem explicar o paradoxo de como uma espécie que ¢ inofensiva ou comensal em um
individuo saudével, pode tornar-se um dos patdgenos mais bem-sucedidos em consorcios

microbianos como os biofilmes (GONCALVES et al., 2016).

1.2.1 Morfologia e patogénese

Os fungos sdo organismos eucariotos, com parede celular, que podem apresentar-

se nas formas leveduriforme ou filamentosa (GARRY, 1996). O género Candida contém
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centenas de espécies com genomas diferentes e variagdes fenotipicas quanto a morfologia
e tamanho, bioquimicas quanto a composicdo da parede celular e requisitos para
crescimento e adaptacdo (concentragdao de Oz e CO,, pH, temperatura, entre outros). Em
relacdo a morfologia as espécies de Candida spp. sdo predominantemente leveduriformes,
contudo, varias espécies deste género sao dimorficas, ou seja, crescem na forma de
leveduras e pseudo-hifas ou hifas (WHIBLEY; GAFFEN, 2015).

Uma caracteristica biologica marcante da C. albicans ¢ sua plasticidade
morfologica, ou seja, a capacidade de crescer em formas morfologicas distintas, que
variam de levedura, uma morfologia unicelular arredondada ou ovoide, até a transi¢ao
para estruturas alongadas, formada por cadeia de células, as hifas. Entre a fase de
leveduras e a formacao de hifas existe um estado de transi¢@o, os tubos germinativos. As
pseudohifas podem ocorrer a partir do brotamento da levedura sem que haja separacao da
célula mae, o que produz filamentos alongados, que mantém as constricdes nas jungdes
do septo, sendo que o seu comprimento ¢ bastante variavel (Figura 3) (SUDBERY, 2011).

O crescimento das hifas, foi identificado como um importante fator de viruléncia,
pois essas estruturas filamentosas (hifas e pseudo-hifas) t€ém grande capacidade de

invasdo dos tecidos (SUDBERY, 2011; SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004).
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Figura 3- Morfologia das leveduras, hifas e pseudohifas

ohifas |
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Adaptado de SUDBERY; GOW; BERMAN, 2004

A patogenicidade das espécies de Candida ¢ mediada por multiplos fatores de
viruléncia, sendo de muita importancia as capacidades de: adesdo, produgdo de enzimas
e formacao de hifas (GONCALVES et al., 2016).

Hé que se destacar entre os mecanismos pelos quais o fungo emerge do estado
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comensal para o patogénico, a capacidade de remodelacdo e a variabilidade das estruturas
de sua parede celular, a formag¢do de biofilme, e a variabilidade genética e fenotipica das
populagdes de C. albicans. Em outras palavras, ¢ essa plasticidade que permite a
adaptacao a diversas condi¢des impostas pelo hospedeiro (POULAIN, 2015).

Dentre as diferentes espécies do género Candida, a parede celular da C. albicans,
¢ a mais amplamente estudada, trata-se de uma estrutura dindmica, crucial no processo de
adesdo ao epitélio do hospedeiro e alvo do mecanismo de agdo de alguns antifiingicos,
como a caspofungina. E formada por multiplas camadas, sendo a mais profunda
constituida por quitina e f-glicanas que atuam como um esqueleto celular, garantindo a
forma e rigidez da estrutura. Enquanto as camadas mais externas sdo formadas por
polimeros de manose covalentemente ligados a proteinas (Figura 4), essenciais para
adesao celular, viruléncia e formacao de biofilme. Os componentes da parede fingica sdo
a chave no reconhecimento pelo sistema imune (HALL, 2015).

As proteinas e manoproteinas sao capazes de induzir uma potente resposta imune
humoral no hospedeiro, incluindo a produ¢do de alguns anticorpos, o que pode ser
utilizado como uma estratégia para o desenvolvimento de vacinas (LOPEZ-RIBOT et al.,

2004).

Figura 4 — Estrutura de Parede celular de C. albicans

Parede
externa
Mananas
Proteinas de
parede celular

Parede interna
B 1-6 glicana

B 1-3 gicana
quitina

Adaptado de Brown et al., 2014

Sabe-se que leveduras de Candida migram do trato gastrointestinal inferior para
o vestibulo e a vagina adjacentes, rota similar a tomada por espécies de Lactobacillus
vaginais (SOBEL, 2016). Em mulheres saudaveis ndo propensas a CVVR, a colonizacao

assintomatica pode persistir por meses € anos com as leveduras vivendo em simbiose com
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a microbiota vaginal. Episodios agudos com desenvolvimento de sintomas de CVV
ocorrem a partir de um colapso nessa relacdo simbiodtica implicando no supercrescimento
de Candida e concomitante alteragdo nos mecanismos de defesa do hospedeiro, que agem
para manter um baixo nimero de leveduras, ao mesmo tempo em que regulam a resposta
inflamatéria imune destinada a tolerar um baixo numero de micro-organismos (SOBEL,
2016).

A adesao das espécies de Candida ao epitélio ¢ o primeiro evento na CVV
(KING; LEE; MORRIS, 1980; VIDOTTO et al., 2003), e ¢ mediado por adesinas,
proteinas da superficie celular que reconhecem, no hospedeiro, ligantes como as proteinas
séricas e componentes da matriz extracelular dos tecidos (laminina, fibronectina,
colageno, vitronectina e entactina). Os genes que codificam adesinas fliingicas sdo
propensos a recombinacdo, o que torna a coloniza¢do mais eficiente e a possibilidade de
recorréncia maior, dependendo do perfil fenotipico resultante expressado pelo fungo
(VERSTREPEN; KLIS, 2006).

Na sequéncia da adesdo ao epitélio, outro fator importante de persisténcia e
recorréncia das infec¢des ¢ a formacdo do biofilme. Os biofilmes (Figura5) sdo
caracterizados como comunidades microbianas sésseis altamente organizadas que se
ligam irreversivelmente a um substrato, e produzem uma matriz extracelular que ao longo
do tempo agrega novos micro-organismos, diminui a susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos e simultancamente aumenta a disseminacdo da resisténcia a estes
compostos, proporcionando assim um refiigio seguro para outros agentes patogénicos

oportunistas (RODRIGUEZ-CERDEIRA et al., 2019).
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Figura 5 — Biofilme de Candida albicans em fotografia eletronica com aumento de 1000x

Leveduras e Blastoconideos no biofilme
Adaptado de KOBAN et al, 2010 (KOBAN et al., 2010)

Estudos demonstram a capacidade desta levedura de aderir também a superficies
abioticas, como cateteres, sondas e o Dispositivo Intrauterino (DIU) (DEMIREZEN;
DIRLIK; BEKSAC, 2005), o que torna a presenga deste dispositivo também um fator de
risco para infecgdes recorrentes em mulheres predispostas, o que sera explorado no tdpico

seguinte.

1.2.2 Fatores de risco

A resisténcia a colonizagao € pouco estudada e entendida, mas entre os fatores de
risco que contribuem para o desenvolvimento da CVV, podemos destacar: fatores
genéticos determinando a susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo, desenvolvimento da
resposta inflamatoria, disbiose da microbiota vaginal (BRANDOLT et al., 2017), idade,
atividade sexual, patologias como Diabetes mellitus (GONCALVES et al., 2016), além
de uso de contraceptivos orais a base de estrogenos, terapia de reposi¢do hormonal, uso
de antibidticos (SOBEL, 1997) e gravidez (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO,
2007).

Com base na presenca de fatores de risco, estudo recente de Sobel (2016) reforca

que a recorréncia de vaginites causadas por Candida pode ser atribuida ao aumento da
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coloniza¢do vaginal por essa levedura, e classifica os fatores que favorecem essa
coloniza¢do de forma agrupada em: associados ao hospedeiro (HIV, Diabetes mellitus
descompensada, uso de antibidticos, uso de esteroides, terapia de reposicdo hormonal,
dieta e presenca de atopia vaginal), genéticos (polimorfismo, fatores familiares e
associado a raca), comportamentais (uso de contraceptivo oral, uso de esponja
contraceptiva, uso de Dispositivo Intrauterino — DIU, pratica de sexo oral e a frequéncia
da atividade sexual), dermatose vulvar, vaginoses bacterianas, infecgdes por espécies nao
albicans, e causas idiopaticas (SOBEL, 2016).

Além dos fatores de risco conhecidos envolvidos nas formas recorrentes, ha que
se considerar outras fontes de infec¢do como: Candida adquirida do intestino, por meio
de contato sexual, ou de uma recaida resultante de um tratamento anterior que nao
conseguiu erradicar completamente a levedura (KANG et al., 2018; SOBEL, 2016) .

Entre os fatores de risco para CVVR listados, um de descoberta mais recente, pode
estar implicado diretamente na patogénese da infeccdo: trata-se da disbiose vaginal,
definida como o desequilibrio da microbiota vaginal. A microbiota vaginal (MBV) tem
um papel importante na prevengao da colonizagdo por organismos patogénicos, incluindo
agentes infecciosos do trato urindrio e infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs), ¢ atua
na manutencao da satde reprodutiva e ginecologica da mulher (MARTIN ef al., 2012) .

Considerando-se a estreita relagdo entre a microbiota vaginal e a microbiota
intestinal, ha que se destacar a possibilidade da associacao entre dieta e risco para CVV,
uma vez que a disbiose intestinal pode estar fortemente associada ao tipo de dieta. Estudos
funcionais em modelos animais, juntamente com estudos descritivos de associacdo em
humanos, fornecem evidéncias para o papel da dieta na patogénese de doengas, por meio
de seus efeitos sobre o microbioma intestinal (ALBENBERG; WU, 2014; WEISS;
HENNET, 2017).

E conhecido que diferentes padrdes alimentares, em particular a composigao de
macronutrientes e micronutrientes da dieta, contribuem para a remodelagdo da microbiota
intestinal (MOSZAL; SZULINSKA; BGDANSKI, 2020). Em 2018, um estudo avaliou a
colonizagdo retal por Candida spp. em 120 pacientes divididas em dois grupos: um
tratado apenas com antifingico e outro tratado com antifingico associado a dieta restrita
em: acucar, alimentos ultraprocessados, carboidratos simples, leite, gorduras saturadas,
embutidos e alcool. A cultura resultou negativa apds o tratamento em 85% do grupo cujo

tratamento foi associado a dieta, e no grupo que recebeu apenas antifingico resultou
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negativa em 42%. (OTASEVIC et al., 2018).

Outro estudo que buscou identificar fatores de risco em mulheres diagnosticadas
por métodos laboratoriais com CVV, comparando-as com mulheres assintomaticas € com
testes laboratoriais que excluiram colonizagdo por Candida spp. encontrou associacdao
entre consumo de leite e derivados e alteragdes do habito intestinal e a ocorréncia de CVV
(PEREIRA et al., 2021). Assim, considerando que as leveduras podem migrar da por¢ado
final do intestino para a vagina, pode-se inferir que a dieta, ao favorecer a colonizag¢ao do
reto, juntamente a outros fatores predisponentes, pode sim ser elencada como fator de

risco para CVV.

1.2.2.1 Microbiota Vaginal

A alteracdo da microbiota vaginal ¢ afetada por fatores internos e externos,
incluindo mudancas hormonais (estrogénio), menstruacdo, microbiota intestinal (pela
proximidade do reto), uso de produtos de higiene intima, interacdo sexual e uso de
contraceptivos (REID, 2018).

Apesar de sua importancia, o estudo mais aprofundado da microbiota vaginal nao
era possivel até um passado recente, pois 90% das espécies microbianas principais que a
compde, nao sdo cultivaveis em laboratorio (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995),
e essa identificacdo sé pode ser realizada empregando técnicas moleculares. Na ultima
década, analises filogenéticas de amostras vaginais (principalmente sequenciamento do
gene RNA ribossomico 16S bacteriano) mostrou que as comunidades bacterianas na
vagina s3o mais complexas do que se conhecia anteriormente (WIJGERT et al., 2014).

O primeiro estudo usando métodos moleculares para caracterizar o MBV foi
publicado em 2002 (BURTON; REID, 2002), e desde entdo, varios estudos tém
demonstrado que a reduc¢ao do ntimero de Lactobacillus spp. que compdem a microbiota
vaginal normal favorece o crescimento de bactérias anaerdbias, e outros patdgenos, com
aumento do risco de infeccao por Gardnerella vaginalis e outras vaginoses bacterianas
(PETROVA et al., 2015), além de permitir a entrada de outros patdgenos como: Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), Papiloma Virus Humano (HPV) e Trichomonas
vaginalis (MITRA et al., 2016).

A partir do inicio da década, a identificacdo por técnicas moleculares da
composi¢ao de microbiota vaginal de mulheres de diferentes etnias, suscitou a proposi¢cao

de uma nova classificagdo da microbiota vaginal, agrupando os principais micro-



25

organismos encontrados em cinco categorias, referidas como Community State Types
(CST). A distribuigdo e classificagdo da microbiota vaginal (Figura 6). procede da
seguinte forma (Figura 6): CST I (dominada por Lactobacillus crispatus), CST 11
(dominada por Lactobacillus gasseri), CST 1II (dominada por Lactobacillus iners), CST
IV-A (possui propor¢des menores de Lactobacillus spp. e altas propor¢des de micro-
organismos pertencentes ao género Anaerococcus, Peptoniphilus, Prevotella e
Streptococcus; e espécies que podem estar associadas a infec¢cdes como Gardnerella
vaginalis ou Mobiluncus spp.), CST IV-B (reduzida quantidade de Lactobacillus spp. e
proporgdes elevadas de Atopobium vaginae, Megasphaera spp., Clostridiales, entre
outras espécies que causam vaginose bacteriana) (BROTMAN et al., 2014; GAJER et al.,
2012; MITRA et al., 2016; RAVEL et al., 2011).

Figura 6 — Classificagdo Community State Types (CSTs) da microbiota vaginal

Community State Types (CSTs)

CST | - Lactobacillus crispatus

CST Il — Lactobacillus iners

CST V - Lactobacillus jensenii

CST IV-A reducgao de Lactobacillus + bactérias anaerdbias

Megasphaera,

] Atopobium,
Gardnerella

Fonte: Adaptado de RAVEL et al.,2011; GAJER et al.,2012; BROTMAN et al., 2014; MITRA et al., 2016

Ainda que existam outros micro-organismos presentes na microbiota vaginal
normal, Lactobacillus spp. sao predominantes em aproximadamente 70% das mulheres,
sendo mais prevalentes: Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. iners e L. jensenii. Sao
encontrados também L. salivarius e L. vaginalis, e além destes, também estdo presentes
Lactobacillus provenientes do trato gastrointestinal como o L. rhamnosus, L. casei e L.

plantarum, uma vez que o intestino funciona como reservatorio desses micro-organismos,
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que acabam por acessar o trato genital inferior por meio da regido perianal adjacente
(CASTRO et al., 2015; GONCALVES et al., 2016).

Estudos t€ém demostrado que os Lactobacillus formam uma importante barreira
defensiva contra a infec¢do por Candida spp., agindo mediante diferentes mecanismos
como: a competicdo pelos nutrientes disponiveis, a formacdao de co-agregados
bloqueando a liga¢do dos fungos a receptores epiteliais, a expressdo de substancias que
sao capazes de inibir a transi¢do levedura-hifas (peréxido de hidrogénio - H>O», lactocinas
e acidolinas), a modulagdo da resposta imune com producao de citocinas do perfil Thl
(secregdo de IL-8 e IL-10), ou uma inibi¢do das citocinas pro-inflamatorias (IL-1 e IL-6)

no epitélio infectado (JORGENSEN et al., 2017; MALIK et al., 2016).

1.3 Diagnéstico Clinico-Laboratorial

1.3.1 Apresentacio clinica e diagndsticos diferenciais

O diagnéstico clinico da CVV nao complicada tem como base a presenca de
sintomas caracteristicos € no achado de secrecdo vaginal espessa, em grumos, que pode
variar do branco ao amarelo-esverdeado, acompanhada ou nao por vulvite, eczema e
fissuras (GONCALVES et al., 2016; SOBEL, 2007). O prurido, ¢ o sintoma mais notério
da CVV, porém nem todas as mulheres que apresentam esse sintoma sdo confirmadas
como portadoras dessa condicao.

Ademais, ndo ¢ possivel saber se o prurido ¢ causado pela infec¢ao em si, ou pelo
contato da vulva com a secre¢do, uma vez que as paredes vaginais sdo desprovidas de
receptores para prurido (VIEIRA-BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019). Fissuras e
escoriagdes podem causar dor vulvar e distria terminal, o edema quando presente, € mais
exuberante nos pequenos labios, e a hiperemia vulvar € vista em até¢ 40% dos casos. A
vagina e o colo uterino podem estar cobertos por uma secre¢ao espessa € de coloracdo
frequentemente branca (Figura 7), mas geralmente ndo ha aspecto de cervicite, podendo
porém ocorrer sangramento ao tentar-se remover os grumos aderidos a parede vaginal

(MENDLING, 2015).
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Figura 7 — Apresentagdo clinica da CVV

A - Vulvite (Adaptado de VIEIRA-BATISTA; BORNSTEIN, 2019) ¢ B - Exame especular de paciente
com candidiase, cultura positiva para C. albicans (Arquivo Pessoal)

Embora essa apresentagdo clinica seja frequente na CVV, esses sintomas ndo sao
especificos, e podem estar associados a outras condi¢des clinicas, tais como vaginite
descamativa ou aerobia, vaginite citolitica, tricomoniases (ANDERSON; KLINK;
COHRSSEN, 2004) (Quadro 1). Essas vaginites t€ém sido descritas como condigdes
inflamatorias decorrentes de uma disbiose vaginal, com proliferacdo excessiva de
determinados micro-organismos como € o caso das vaginites, aerdbia e citolitica, ou sdo
definidas como infeccdes de transmissdo sexual, como a tricomoniase (VIEIRA-

BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019).



Quadro 1 — Diagnéstico diferencial de sintomas e sinais das vaginites
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VARIACAO DOS
SINTOMAS COM SINTOMAS SINAIS
CICLO MENSTRUAL
Pode piorar na fase lutea, | Prurido, disuria Edema e eritema de vulva,
CANDIDIASE pode melhorar com a | terminal, dispareunia, @ fissuras, secre¢do branca,
menstruagio irritacdo, queimagao espessa, aderida, sem odor
Piora durante a menstruagdo = Assintomatica oupode = Edema , eritema , fissuras,
apresentar disuria, = cervicite ( colo com aspecto de
TRICHOMONIASE prurido, queimagdo, | framboesa), secre¢do amarelo
irritagdo esverdeada, com odor de
podre
Piora na menstruagio Queimacdo, ardéncia, = Secrecdo amarelo esverdeada,
VAGINITE irritagdo, disuria purulenta, erosdes , eritema ,
AEROBIA mau odor
Piora na fase lutea Predomina queimacdo & Secregdo branca, fluida pode
VAGINITE e ardéncia, haver algum eritema
CITOLIiTICA eventualmente prurido

Fonte: VIEIRA BAPTISTA; BORNSTEIN,2019; YANG,2017; HU,2015; DONDERS 2002

A vaginite aerdbia, descrita em 2002 por Donders, ¢ uma condicao inflamatoria
que pode cursar com sintomas irritativos e leucorreia, e tem origem em um desequilibrio
da microbiota vaginal, com aumento de micro-organismos aerobios comensais do
intestino, como as Enterobacterias e Streptococcus agalactiae do grupo B, em detrimento
da diminuicao do niamero de Lactobacillus spp. (DONDERS et al., 2002, 2005). A reacao
inflamatoria ocorre em varios graus e pode ser caracterizada pela quantidade de leucdcitos
presentes no esfregaco vaginal e também pela presenca de leucdcitos com granulos
toxicos (DONDERS; SOBEL, 2017). A forma mais severa, foi descrita pela primeira vez
em 1968 (GARDNER, 1968) como vaginite descamativa e mais tarde classificada como
um tipo de vaginite aerébia (DONDERS ef al., 2005).

Ja a vaginite citolitica ¢ descrita como proliferagdo excessiva de Lactobacillus,
principalmente a espécie L. Crispatus, levando ao aumento da concentragdo de acido
latico, que cursa com diminuicao importante do pH e consequente citdlise. Sintomas
irritativos como queimagdo, ardéncia, distria e eventualmente prurido caracterizam a
apresentagao clinica, além de aumento significativo da secrecao vaginal (HU et al., 2015;
YANG et al., 2017). Nao estdo elucidados os mecanismos que levam ao crescimento
excessivo dos Lactobacillus, porém , a piora de sintomas frequentemente descrita durante
a fase lutea, gestacdo ou perimenopausa corrobora a hipotese pela qual variagdes

hormonais podem ter papel importante (SOARES, 2017).
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1.3.2 Diagnostico laboratorial

A microscopia direta, ¢ considerada o principal meio de diagndstico das infecgoes
fungicas (WILLINGER; HAASE, 2013). Pode ser realizada a fresco, utilizando
Hidroxido de Potassio (KOH) 10-20%, que degrada os componentes proteicos presentes
nas amostras biologicas, deixando a parede celular dos fungos intacta, o que permite sua
visualizagdo (Figura 8A) (LEASE; ALEXANDER, 2011; SOBEL, 2016), ou pelo método
da coloragdo de Gram (FIGURA 8B e 8C). A microscopia direta ¢ um teste de baixa
complexidade e de baixo custo, porém apresenta baixa sensibilidade, que varia de 40-

70%, pois o resultado ¢ dependente da experiéncia do microscopista (SOBEL, 2016).

Figura 8 — Microscopia direta afresco e por colora¢do de Gram

A-Microscopia Direta a fresco (Microscopio de contraste de fase, aumento 400x) (Adaptado de VIEIRA-
BATISTA; BORNSTEIN, 2019), B e C — Microscopia direta por coloragao de Gram (Microscopio Optico,
aumento 400x em B e 1000x em C) (Arquivo Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia Clinica — LabMIC
—UnB)

Outra forma de visualizar fungos em microscopia direta, pode ser pela reagdo com
outros corantes, como o lactofenol e/ou azul de algoddo, que quando em contato com
células fngicas marcam a parede celular externa; ou ainda pela adigdo de um fluoréforo
que se liga a quitina presente nas paredes das células fungicas, o Calcofluor white
(LEASE; ALEXANDER, 2011; OTASEVIC et al., 2018).

Estes testes iniciais positivos, confirmam a presenca de leveduras, o que pode
ajudar a estabelecer uma terapia inicial, ainda que empirica. Contudo, na impossibilidade
de realizagdo da microscopia direta, ou no seguimento do diagnostico laboratorial,
recomenda-se a realiza¢do da cultura para fungos, que foi considerada o padrdo-ouro na
identificacdo de fungos por muitos anos, embora apresente também baixa sensibilidade
(LEASE; ALEXANDER, 2011; SOBEL, 2016).

A cultura de fungos dependerd de meios de cultivo para a realizacdo de um
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isolamento primario dos fungos, e poderd no caso das leveduras do género Candida,
empregar meios cromogénicos, que permitem uma rapida identificagdo presuntiva das
espécies, diferenciando as espécies albicans, das nao albicans (LEASE; ALEXANDER,
2011; WILLINGER et al., 2001).

Quando o emprego de meios cromogénicos nao permitem a identificacao das
espécies, para a identificagdo das leveduras ¢ necessario a realizagdo de subcultivos da
cultura isolada para a realizagdo de testes bioquimicos de assimilagdo de compostos como
por exemplo, agucares e aminoacidos, dentre outros substratos (MAHMOUD et al.,
2012).

Estes testes bioquimicos podem ser adquiridos comercialmente para realizagdo
manual ap6s incubacdo da amostra fungica isolada, ou podem empregar métodos semi-
automatizados e automatizados, que utilizam painéis de identificagdo rapida para
leveduras com varios substratos (WINSTANLEY; COURVALIN, 2011), embora
apresentem falhas durante o processo de identificagcao das leveduras.

Mais recentemente, com o advento da era molecular, métodos que empregam
DNA para identificacdo de fungos sdo cada vez mais utilizados, sendo capazes de
fornecer resultados precisos € em um tempo menor que o da cultura, apesar de apresentar
valor mais elevado no custo final do exame (SOBEL, 2016).

Embora o primeiro teste molecular para determinacido de espécies de Candida
tenha sido descrito em 1987 (SCHERER; STEVENS, 1987), somente na ultima década,
com o maior desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction — Reagao
em Cadeia da Polimerase), varios estudos vém sendo publicados demonstrando
sensibilidade da técnica > 90% em identificar as espécies de Candida, quando comparada
a cultura e aos métodos bioquimicos (AHMAD et al., 2012; AVNI; LEIBOVICI; PAUL,
2011; NGUYEN et al., 2012; TELLAPRAGADA et al., 2014).

Uma alternativa que vem surgindo € a espectrometria de massas, técnica analitica
utilizada para identificar compostos desconhecidos, quantificar compostos conhecidos e
elucidar a estrutura e as propriedades quimicas das moléculas. Esta técnica consiste na
ionizacdo de 4tomos ou moléculas de uma amostra, na separacdo destes atomos ou
moléculas em fungdo da sua relagdo massa/carga (m/z) e em seguida sua identificagdo e
quantificacdo (GOULART; RESENDE, 2013).

Diferentes abordagens desta técnica, baseadas em varios sistemas de ionizagdo e
deteccdo, tém sido desenvolvidas. Atualmente, um dos métodos mais amplamente

utilizados para a analise de biomoléculas é o de Ionizagao por Dessor¢ao a Laser assistida
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por Matriz, cuja sigla em inglés € MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption lonization),
seguida pela detec¢do em um analisador do tipo tempo de voo, sigla TOF (do inglés Time
of flight), MALDI-TOF (TANAKA, 2003; WIESER et al., 2012).

Resumidamente, a técnica da MALDI-TOF (Figura 9) consiste na deposicao de
uma determinada amostra em uma matriz capaz de fornecer prétons (ou H+) para o
processo de ionizagdo dos componentes da amostra. Quando esta matriz absorve a energia
emitida por um laser, ocorre a transferéncia de protons da matriz para os componentes da
amostra ¢ a0 mesmo tempo desencadeia-se um processo de dessor¢ao, o que possibilita a
passagem da amostra do estado sélido para o gasoso (GOULART; RESENDE, 2013;
JANG; KIM, 2018).

Os componentes da amostra ionizados e dessorvidos sdo direcionados para o
analisador TOF, onde sdo acelerados através de um campo elétrico dentro de um tubo a
vacuo, até que atinja o detector. Neste tubo a vacuo, os componentes da amostra sdao
separados de acordo com sua massa/carga (m/z), chegando ao detector em diferentes
tempos. Desse modo, os analitos ou substancias das amostras, separados por TOF formam
espectros de massas (como a impressao digital dos seres humanos, cada um tem uma
diferente) de acordo com sua razdo m/z (massa/carga) e com picos que indicam
quantidades variaveis de cada substincia analisada (analito). Para a identificacdo dos
analitos, cada pico ¢ comparado com um banco de dados, arquivo contendo todas as

impressoes digitais das moléculas (GOULART; RESENDE, 2013; JANG; KIM, 2018) .
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Figura 9 — MALDI-TOF técnica

Resultado (espectro)

Detector T Deteccao

3

Tubo de v6o Separagao (TOF)

Aceleragao da
amostra ionizada

Matriz cristalizada
com a amostra

Adaptado de GOULART; RESENDE, 2013

O MALDI-TOF, tem sido aceito como uma ferramenta rapida e confidvel para
identificacdo precisa de leveduras, pois os espectros gerados na identificacdo sdo como
assinaturas Unicas de cada micro-organismo, sendo considerada entdo, por apresentar
mais de 90% de especificidade na identificacdo de espécies, a metodologia ideal para ser
empregada na identificagdo de espécies fungicas (ALIZADEH et al., 2017, CROXATTO;
PROD’HOM; GREUB, 2012; MARKLEIN et al., 2009).

Essas novas estratégias de identificagdo de fungos, embora representem um maior
custo na identificagdo, apresentam uma especificidade elevada na identificagdo correta
das espécies fingicas que causam infecc¢do, além de um tempo de resposta mais rapido,
o que pode gerar um melhor custo-beneficio ao paciente, e a possibilidade de
identificacdo de mais de uma espécie flingica na mesma infec¢@o, no caso do emprego de
técnicas moleculares como o RT-PCR.

No caso da CVV em especial, isso pode representar um diagndstico correto, €
mais que isso, uma intervengao de tratamento mais efetivo. Quando estudos de microbiota
vaginal sdo realizados em simultdneo a identificacdo das leveduras das espécies de

Candida que causam candidiase, ha ainda a possibilidade de correcdo dessa microbiota
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vaginal, promovendo um tratamento ainda mais amplo e com maior chance de cura.

1.4. Tratamento

Os antifiingicos disponiveis com acao contra os fungos do género Candida, sao
classificados segundo o seu mecanismo de acdo (Quadro 2) em:

(1) Poliénicos, foram os primeiros farmacos antifngicos, atuam na membrana
celular, ligam-se ao ergosterol e promovem a formagao de poros, que culmina com a sua
ruptura e morte celular, t€ém uma leve afinidade com o colesterol, o que explica sua alta
toxicidade, nesta classe estdo, a nistatina, liberada apenas para uso tdpico, e a anfotericina
B, para uso endovenoso nos casos de candidemia sist€émica ou tdpico por via vaginal;

(2) Azdlicos que atuam em etapas diferentes da via da bosintese do ergosterol,
bloqueando suasintese, o que leva a alteracdes na conformacdo da membrana, inibindo
assim o crescimento e replicacdo do fungo (fungistaticos). Sao divididos em dois grupos:
o primeiro, compreendendo os imidazolicos (clotrimazol, miconazol e cetoconazol) e o
segundo, com espectro de acdo um pouco maior e menor toxicidade, compreendendo os
triazdlicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol);

(3) Equinocandinas, mais recentemente aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) e pela European Medicines Agency (EMA) que atuam na parede
celular fingica bloqueando a sintese de B-(1,3) -D-glicana, um importante componente
da parede celular fungica, levando a alteragdes estruturais e lise celular, apresenta menor
toxicidade, porém, meia vida curta e pouca absor¢do gastrointestinal, sendo seu uso
intravenoso.Nesta classe estdo a caspofungina e micafungina;

(4) Anélogos de pirimidina, que atuam no nucleo, inibindo a sintese dos acidos
nucleicos e proteinas (ex.: 5-fluorocitosina) (CAMPOY; ADRIO, 2017; GHANNOUM;
RICE, 1999; MAUBON et al., 2014; PERLIN, 2011; SANGUINETTI; POSTERARO;
LASS-FLORL, 2015)
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Quadro 2: Classificacdo dos farmacos antifiingicos quanto ao mecanismo de agdo

CLASSE MECANISMO DE ACAO FARMACOS
DISPONIVEIS
POLIENICOS MEMBRANA CELULAR: ligam-se ao NISTATINA

ergosterol, ruptura e morte celular,  ANFOTERICINA B
afinidade com o colesterol: toxicidade

AZOLICOS FUNGISTATICOS:  inibem  enzima IMIDAZOLICOS:
dependente do cromossomo P450,  Clotrimazol, miconazol,
bloqueiam a sintese de ergosterol | cetoconazol
(membrana), inibe o crescimento e

replicagdo do fungo TRIAZOLICOS:
fluconazol, itraconazol,
voriconazol
EQUINOCARDINA PAREDE CELULAR: bloqueia a sintese | CAPSOFUNGINA

de B-(1,3)-D-glicana, lise celular, menor | MICOFUNGINA
toxicidade, meia vida curta e pouca
absorcdo gastrointestinal

ANALOGOS DA NUCLEO: inibindo a sintese dos 4cidos =~ 5-FLUOROCITOSINA
PIRIMIDINA nucleicos e proteinas

Fonte: GHANNOUM; RICE, 1999; PERLIN, 2011; MAUBON et al., 2014; SANGUINETTI,
POSTERARO; LASS-FLORL, 2015

Na prética clinica, o tratamento das candidiases ¢ normalmente empirico. O
Centers of Disease Control (CDC), em seu ultimo guideline publicado em 2015,
recomenda como primeira escolha para tratamento de episddio agudo de CVVa
administracdo de azolico topico ou oral de curta dura¢do, ou seja, dose Unica ou
tratamentos de 1 a 3 dias, sendo mais comum a utilizagdo do fluconazol por via oral. Para
os casos de CVV severa, recomenda um regime estendido, com 3 doses de azolico por
via oral com intervalos de 72h e 7 dias, ou tratamento topico, com a mesma classe de
farmaco, por 7 a 14 dias. Para os casos de CVVR recomenda o tratamento inicial topico
de 7 dias e regime de manutencao com doses semanais de 100 a 200 mg de fluconazol
por 6 meses, ressaltando que ainda pode ser observada uma taxa de recorréncia de 30 a
50% ao final dos 6 meses (BURSTEIN; WORKOWSKI, 2003).

Quanto a CVVR, sabe-se as espécies nao albicans (NA), t€ém papel importante
pela possibilidade de apresentarem resisténcia intrinseca, tais como a C. glabrata e a C.
krusei. Além das espécies NA, deve-se considerar sempre a possibilidade de resisténcia
da C. albicans, nesse aspecto torna-se imperativa a realizagao do antifungigrama. Cumpre
ressaltar que os padrdes de sensibilidade de C. albicans ao fluconazol foram alterados
recentemente:: as cepas sdo consideradas sensiveis atualmente apenas na vigéncia de um
MIC < 2 pg/mL, enquanto referéncias anteriormente utilizavam um valor de MIC < 8

pg/mL (SOBEL; SOBEL, 2018). Nao obstante, o valor de MIC < 8 pg/mL continua a ser



35

liberado em resultados laboratoriais de rotina nos testes de sensibilidade a antifingicos,
como MIC suscetivel, reduzindo as chances de efetividade do tratamento ao paciente e/ou
contribuindo na sele¢do de linhagens resistentes. A frequéncia de mulheres com CVVR
resistente ao fluconazol vem aumentando, € um agravante do insucesso no tratamento
pode ser a possivel resisténcia cruzada aos azélicos (SOBEL; SOBEL, 2018).

Apesar de ndo haver estudos controlados disponiveis, na experiéncia de alguns
autores, o acido borico administrado em capsulas vaginais com 600 mg por 14 dias,
resultou em alivio rapido dos sintomas e culturas negativas (DE SETA et al., 2009;
IAVAZZO et al.,2011; PATEL et al., 2004), e essa alternativa encontra-se recomendada
no Guideline 2015 do CDC com uma posologia semelhante 600 mg de 4cido bérico uma
vez por dia por duas semanas (BURSTEIN; WORKOWSKI, 2003). Além disso, em
estudo in vitro o acido bérico foi capaz de interferir no desenvolvimento de biofilme e na
transformagdo em hifa das leveduras da espécie Candida albicans (DE SETA et al.,

2009), evidenciando um possivel mecanismo de ac¢ao para este composto.

1.5. Perspectivas atuais de tratamento

Tanto a resisténcia da C. albicans aos azolicos e outras classes de farmacos,
quanto o aumento das infecgdes por espécies nao albicans, t€m movido pesquisadores a
investigacao de novos medicamentos e ao estudo da eficacia de terapias alternativas.
Entre os novos farmacos de potencial interesse estdo as isoquisolinas ¢ aminopiperidinas,
novos compostos da classe dessa ultima, possuem atividade contra cepas de C. albicans,
C. glabrata e C. krusei resistentes ao fluconazol (HATA et al., 2010). Ja os derivados de
isoquinolina mostraram, além de auséncia de toxicidade contra células humanas in vitro,
atividade contra C. glabrata resistente a azolicos (KRAUSS et al., 2014).

Além de compostos sintéticos, um grande nimero de estudos envolvendo
produtos naturais, derivados de plantas, com efeitos anti-Candida, especialmente C.
albicans, tem sido conduzidos nas Gltimas décadas. Os estudos utilizam diferentes plantas
medicinais e diferentes fragdes, como extratos aquosos e 6leos essenciais. Diversos
mecanismos de acdo ja foram identificados, e alguns produtos mostraram-se eficazes
tanto em estudos in vitro como in vivo, representando alternativas promissoras para o
tratamento das candidiases (ZIDA et al., 2017).

O crescimento dos trabalhos envolvendo uso de nanoparticulas nas ultimas

décadas torna seu uso contra candidiase uma estratégia interessante. Nanoparticulas
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contendo o6xido de zinco (ZnONPs) - composto grandemente empregado como
microbicida, com eficdcia e seguranga - tem despontado como agentes promissores,
sozinhas ou em combinagdo a fungicidas. BARAD et al(2017) mostraram que ZnONPs
revestidas com quitosana-acido oleico sdo efetivas na inibi¢do do crescimento e da
formacao de biofilmes de C. albicans (BARAD et al.,2017). DAS et al (2016) mostraram
que ZnONPs sdo ativas contra C. krusei e que sua a¢do antifungica provavelmente esta
relacionada a estresse oxidativo e producdo de espécies reativas de oxigénio (DAS et al.,
2016).

Mais uma linha de pesquisa, a dos mecanismos de defesa induzidos na vagina
durante a infec¢do por Candida, evidenciados em modelos animais, estd conduzindo a
estudos com objetivo de desenvolver vacinas e imunoterapias (BERNARDIS et al.,
2018).

Duas dessas vacinas passaram na fase 1 de ensaios clinicos para seguranga e
imunogenicidade, e uma delas entrou em um ensaio clinico de fase 2. Ambas as vacinas
evidenciaram prote¢do em modelos de rato e camundongo de infec¢do vaginal por C.
albicans, embora com um mecanismo ligeiramente diferente de protecdo imunologica
(CASSONE, 2008, 2013; CASSONE; CASADEVALL, 2012; EDWARDS, 2012;
IANNITTI; CARVALHO; ROMANI, 2012; MORAGUES et al., 2014).

Em 2018, Edwards publicou resultados de estudo randomizado placebo-
controlado de fase 2, de vacina contendo a por¢ao N-terminal da proteina de sequéncia 3
(Als3) semelhante a aglutinina de Candida albicans, um fator de viruléncia especifico de
hifas que ¢ mediador no processo de adesdo e invasdo de células epiteliais humanas

O estudo em 178 mulheres com CVVR mostrou que 1 dose intramuscular da
vacina era segura e gerou respostas imunes de células B e T rapidas e robustas. Analises
exploratorias post hoc revelaram um aumento estatisticamente significativo na
porcentagem de pacientes sem sintomas em 12 meses apds a vacinag¢ao, porém o impacto
positivo foi menor nas pacientes com mais de 40 anos, 23% contra 77% no grupo < 40
anos (EDWARDS et al., 2018).

Embora o mecanismo de resposta imunologica desta vacina ndo tenha sido
completamente elucidado foi considerada com potencial terap€utico, uma vez que houve
reducdo de sintomas, sem erradicagdo do micro-organismo. Existem indicios de que ela
atue induzindo tanto a resposta mediada por linfocitos T quanto incrementando a resposta
imune via linfécitos B (CASADEVALL; PIROFSKI, 2018).

Outra abordagem a ser considerada, diante da notavel evolu¢do no conhecimento
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acerca da microbiota vaginal e intestinal, € o uso dos probidticos. Diferentes mecanismos
de acdo dos Lactobacillus contra Candida sp. t€m sido descritos, e envolvem o bloqueio
da adesao das leveduras, da formacao de biofilme, da transformagao em hifas, bem como
diminui¢do da expressdo de genes de viruléncia (RIBEIRO et al., 2019).

Um crescente numero de estudos in vivo e in vitro tem avaliado a eficacia de
administragao de diferentes cepas de Lactobacillus, tanto por via oral como por via
vaginal, e embora, sejam estudos heterogéneos, as vezes ainda limitados em numero de
participantes, tém demonstrado resultados promissores (HAPPEL et al., 2017; HECZKO
et al., 2015; KIM; PARK, 2017; MATSUBARA et al., 2016; PAROLIN et al., 2015;
PENDHARKAR et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019; ROSTOK et al., 2019; RUSSO et
al., 2019).

O repovoamento vaginal com Lactobacillus pode ser realizado por via oral,
embora com tempo mais longo em relacdo a administragdo por via vaginal, e dependente
da viabilidade das cepas ao atravessarem estdmago e intestino (MORELLI et al., 2004).

Entretanto, a vantagem da suplementacdo oral ¢ a colonizacio do reto, podendo
reduzir a transferéncia de leveduras e outros micro-organismos patogénicos do reto para
a vagina (BURTON; REID, 2002). Algumas cepas de Lactobacillus, com atividade
microbicida contra diversos patdogenos urogenitais, mostram caracteristicas tidas como
ideais para uso vaginal, como capacidade de adesdo as células epiteliais e de formagao de
biofilmes (CAMILLETTI et al., 2018; ROSTOK et al., 2019).

Diante de uma infeccdo altamente prevalente, que afeta mulheres de diferentes
etnias em todo o mundo, esta clara a urgéncia de mudar o paradigma do tratamento
empirico e passar a considerar com prioridade a identificacdo do agente etiologico das
infeccdes, com a maior precisdo possivel, bem como melhor identificar e estudar os
fatores de risco associados, a fim de evitar custos elevados e efeitos adversos de
tratamentos prolongados de baixa eficacia, proporcionando assim, uma melhor qualidade

e vida as mulheres afetadas.
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2. JUSTIFICATIVA

A revisdo de literatura que fundamentou a elaboracdo do presente estudo nao
identificou estudos longitudinais, com acompanhamento das pacientes diagnosticadas
com vulvovaginite por Candida spp, e analise de recorréncia. Elevada parte dos dados de
prevaléncia de CVVR e fatores de risco, sdo obtidos por questionarios de sintomas
relatados, sem inclusdo sistematica de diagnostico laboratorial, sendo constatada durante
essa revisdao, uma relativa escassez de estudos desenhados de forma a estabelecer relagao
entre sintomas e diagndstico laboratorial por método de alta sensibilidade.

Destaca-se que no Brasil, ha poucos estudos tanto de prevaléncia e incidéncia de
espécies de Candida em mulheres acometidas por CVV, quanto de andlise de
sensibilidade a antifungicos de espécimes coletados de pacientes sintomaticas. Neste
contexto, este trabalho ao possibilitar a identificagdo precisa das espécies de leveduras
presentes em amostras de pacientes com candidiase, ao avaliar o perfil de sensibilidade
frente a um antifingico amplamente empregado no tratamento da infec¢do, ao avaliar a
recorréncia da candidiase de forma prospectiva em seguimento terapéutico e ao elencar
novos fatores de risco que podem estar associados a infec¢ao por Candida spp., justifica-
se por trazer uma importante contribui¢do para o estudo da CVV, fomentando o
desenvolvimento de novas estratégias de pesquisas que fornegam solugdes para o manejo

clinico da candidiase.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar clinica e laboratorialmente casos de CVV enumerando os principais

sintomas e fatores de risco associados, e as espécies de Candida spp. isoladas.

3.2. Objetivos especificos

Identificar os principais sintomas e fatores de riscos associados a candidiase na
populagdo estudada.

Avaliar Valor Preditivo Positivo dos sintomas para o diagnéstico da CVV.

Isolar espécies de Candida, por métodos fenotipicos e presuntivos.

Identificar as espécies por espectrometria de massa Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-flight (MALDI-TOF).

Descrever a prevaléncia e as espécies de Candida (identificadas na populacao
estudada).

Determinar perfil de sensibilidade ao antifingico fluconazol.

Avaliar a recorréncia da CVV por coleta de nova amostra em paciente sintomatica

e analises laboratoriais.
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4. METODOLOGIA

4.1. Populacio Estudada e Critérios Eticos

Foram incluidas neste estudo prospectivo, pacientes atendidas no Ambulatério de
Ginecologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), no periodo de julho de 2016 a
dezembro de 2019, com suspeita clinica de candidiase vulvovaginal (sintomaticas) e
assintomadticas em consulta ginecologica. Epidemiologicamente o estudo foi classificado
como observacional analitico transversal.

A prevaléncia da Candidiase Vulvovaginal (CVV) no Brasil em grupos
especificos varia de 11,8 a 29,7% (BRANDOLT et al., 2017; GUNTHER et al., 2014;
MASCARENHAS et al., 2012; NEVES et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011), o que
representa uma média estimada de 20% de CVV, utilizando o soft Epi Info 7, o calculo
da amostra resultou em um minimo de 246 mulheres, considerando-se um intervalo de
confianca de 95% e um erro maximo admissivel de 5%.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina (CEP-FM) por meio do parecer consubstanciado nimero 1.572. 449. Todos as
pacientes incluidas no estudo, assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (APENDICE1) concordando em participar da pesquisa.

As pacientes foram alocadas em dois grupos distintos, de acordo com a

participacdo voluntaria na pesquisa (tabela 1), que incluiu 278 pacientes.

Tabela 1 — Grupos de pacientes categorizados na pesquisa

Grupo Descricao n
Pacientes Pacientes com sintomas ou sinais suspeitos de candidiase 173
Sintomaticas atendidas no servigo médico de ginecologia

Pacientes pacientes sem sinais ou sintomas suspeitos de candidiase 105
Assintomaticas atendidas no servico médico de ginecologia

Total pacientes 278

4.2. Critérios de inclusao e exclusao

Para o desenvolvimento da pesquisa foram definidos fatores de inclusdo e
exclusdo que nortearam o recrutamento voluntdrio das pacientes. Foram incluidas
pacientes em qualquer faixa etdria com sintomas ou sinais sugestivos de vulvovaginite

fungica e pacientes assintomadticas que procuraram espontaneamente o Ambulatério de
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Ginecologia do HUB para consulta ginecoldgica e se disponibilizaram a participar da
pesquisa. As pacientes atendidadas neste servico, mas que ndo preencheram esses
critérios foram excluidas, ou seja, pacientes que relataram uso de medicamentos
antifungicos nos ultimos 30 dias que antecederam a consulta, pacientes gestantes e
pacientes incapazes de compreender o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE).

4.3. Coleta de dados e resultados laboratoriais

A coleta do material bioldgico para analise laboratorial e a entrevista para
preenchimento do Questionario de Sintomas e Fatores de Risco (APENDICE 2) (quadro
3) foram realizados no primeiro atendimento, quando as pacientes com diagnostico
clinico de candidiase vulvovaginal ou pacientes assintomdticas foram incluidas

voluntariamente na pesquisa.
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Quadro 3 - Perguntas e respostas do questionario de sintomas e fatores de risco

Sintomas
(respostas sim ou ndo)

Uso de medicamento nos ultimos 30 dias

Perguntas Opcoes de resposta
Demografia Idade

Estado Civil
Presenca de pelo menos um sintoma Sim

Nao
Numero de episodios semelhantes nos <1
ultimos 12 meses <3

>4

corrimento, prurido, ardéncia , dispareunia, mal odor,distria

antibidtico, antifingico ou outro

Antecedentes e habitos

Antecedente obstétrico

Método contraceptivo

Quanto tempo com parceiro atual

Numero de parceiros nos ultimos 12 meses

Uso de medicamentos, doengas
(resposta sim ou nao)

Habitos pessoais
(resposta sim ou nao)

Ingestdo de leite e derivados

Habito intestinal

n° gestagdes, n° de partos e n° de abortos

Hormonal combinado, outros ( DIU, preservativo, outros)

< 6 meses

6 meses < 1 ano
>1 ano

NA

diabetes, uso de hipoglicemiantes orais, uso de corticoides ou
imunossupressores

Tabagismo, uso regular de preservativo, ducha vaginal, protetor diario
de roupa intima

<1 porgéo por dia
> 1 porgédo por dia

Normal, constipado ou diarreia

As pacientes foram atendidas, examinadas, tiveram material coletado para exames

laboratoriais realizados no hospital e foram tratadas dentro da rotina do servigo. Nao

houve postergacdo do tratamento de pacientes sintomdticas e com diagnostico clinico em

virtude da coleta de material para pesquisa. Diante do diagnostico clinico, foi realizada

coleta de material para cultura a ser realizada pelo laboratério do hospital quando cabivel,

prescrito tratamento empirico com azodlicos disponiveis no Sistema Unico de Saude

(SUS), conforme rotina do servigo e as pacientes tiveram o retorno ja agendado para

controle.
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4.4. Coleta, isolamento e conservacio dos isolados fiingicos

As amostras biolodgicas de secrecdo vaginal foram coletadas pelo pesquisador,
durante realizacdo de exame especular com espéculo descartavel, estéril. A amostra de
secrecdo vaginal foi coletada em fundo de saco posterior e paredes laterais da vagina em
swab com meio de transporte Stuart para o isolamento de espécies fungicas, e foram
encaminhadas para identificacdo laboratorial, que foi realizada no Nucleo de
Parasitologia e Micologia da Geréncia de Biologia Médica do Laboratdrio Central de
Saude Publica do Distrito Federal (NPM-GBM-LACEN-DF).

A obtencao dos isolados fungicos foi realizada a partir de cultivos a 35°C (£ 2 °C)
no periodo de 24 horas, em tubos de dgar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
(HiMedia, Mumbai, India).

Todas as amostras isoladas foram conservadas em solucdo aquosa de glicerol a
50% e congeladas em microtubos de centrifuga¢do de 2,0mL a temperatura de 20°C
negativos, para recuperagao e contraprova posterior, se necessario, e foram encaminhadas

para identificagao.

4.5. Identificacio fenotipica das espécies de Candida

Para a realizacdo da identificagdo fenotipica foram realizadas a prova do tubo

germinativo (PTG) e a identificagdo presuntiva em meio cromogénico.

4.5.1. Prova do Tubo Germinativo (PTG)

A prova do tubo germinativo foi realizada para diferenciar Candida albicans
(PTG positivo) das espécies de Candida nao albicans (PTG negativo) (MATARE et al.,
2017). Foram utilizadas quatro colonias puras e frescas, subcultivadas em agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, india) por 24 horas a 35°C (£ 2 °C), as
quais foram inoculadas em 0,5 mL de soro humano em tubos de ensaios de 5 mL e
incubados a temperatura de 35 °C (= 2 °C) por 3 horas. Os resultados foram observados
por meio de microscopio optico (400X), utilizando preparagdes com laminas e laminulas
(MATARE et al., 2017). Foi considerado resultado positivo os isolados que apresentaram
projecdes alongadas, denominadas “Tubos Germinativos”. Uma cepa de referéncia

American Type Culture Colletion (ATCC) de Candida albicans (ATCC 90028) foi



44

empregada como controle positivo.

4.5.2. Identificacio em Meio Cromogénico

O meio cromogénico ¢ indicado para identificagdo presuntiva de Candida
albicans, Candida tropicalis ¢ Candida krusei. Estas espécies de Candida sao
diferenciadas a partir da producdo de coldonias de cores diferentes devido a reacao com os
substratos cromogénicos presentes no meio. Candida albicans, produz colonias de
coloragdo verde clara a verde médio, Candida tropicalis apresenta colonias azuis
esverdeadas a metalizadas, com ou sem halo violeta, e Candida krusei apresenta colonias
cor-de-rosa claro a vermelho claro com rebordo esbranquicado. Outras coloragdes sdao
atribuidas as espécies de leveduras do género Candida como: Candida parapsilosis,
Candida guilliermondii, Candida famata, Candida glabrata, entre outras (ODDS;
BERNAERTS, 1994; WILLINGER et al., 2001).

A partir de subcultivos em 4gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (HiMedia,
Mumbai, India) por 24 horas a 35°C (+ 2°C) foram obtidas coldnias puras ¢ frescas, que
foram inoculadas no meio cromogénico com alga ¢ em seguida incubadas por 24 a 48
horas. A leitura das placas foi realizada por meio visual, onde foi observada a presenca
de colonias de coloragdo especifica para cada espécie de Candida. Como controle positivo
foram utilizadas cepas de referéncia de Candida albicans ATCC 90028, Candida
tropicalis ATCC 28707 e Candida krusei ATCC 34135.

4.6. Identificacao por Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-flight
(MALDI-TOF)

O emprego da técnica de espectrometria de massas (MALDI-TOF), que ¢ um
método quimiotaxénomico de identificagdo fenotipica de fungos, permitiu a identificagdo
confirmatoéria das espécies de Candida spp.

O principio metodoldgico da técnica utiliza células leveduriformes inteiras, que
possuem biomarcadores moleculares, como peptideos ou proteinas ribossomicas que sao
detectados nos espectros gerados apos a leitura no equipamento. Esses espectros de
proteinas sdao caracteristicos de cada espécie fungica, e funcionam como a impressao
digital (Fingerprinting) de cada espécie microbiana, que sdo posteriormente comparados

a espectros depositados em bancos de dados que permitem a identificagdo por
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comparabilidade (JANG; KIM, 2018; NEPPELENBROEK et al., 2014; ZHAO et al.,
2018). .

Para a realizagdo do MALDI-TOF, foram realizados subcultivos em dagar
Sabouraud com cloranfenicol (HiMedia, Mumbai, India) a 35 °C (+ 2 °C) durante 24
horas. Quantidade minima das colonias de Candida spp. integras, foram aplicadas no
splot do slide alvo (Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franca) e apds secagem desse slide a
temperatura ambiente foi adicionado 0,5 pL de 4cido férmico 25% (v/v) (Biomérieux,
Marcy I’Etoile, Franga).

O material aplicado sobre o slide, permaneceu mantido a temperatura ambiente
novamente para secagem, e sobre a camada formada entre a colonia de Candida spp e o
acido formico aplicou-se 1 pL de solucdo de matriz 3,1% (4cido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico - CHCA, Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franca). Apds secagem da matriz,
novamente a temperatura ambiente, os s/ides foram transferidos para a estagdo de leitura
do Sistema Vitek MS® (Biomérieux, Marcy I’Etoile, Franca), onde as identificagdes
microbianas foram realizadas por meio da obtengdo de espectros.

Os espectros foram analisados utilizando a base de conhecimento Vitek MS®
(Biomérieux, Marcy I’Etoile, Frang¢a) Versao 3.0. Foram realizadas comparagdes dos
picos formados com os padrdes caracteristicos da espécie, género ou familia do micro-
organismo, resultando na identificacdo deste. Os resultados foram considerados validos
quando os percentuais de probabilidade de identificacdo foram iguais ou superiores a

90,0% (KIM et al., 2014).

4.7 - Avaliacao da recorréncia

Durante o periodo da pesquisa, 41 pacientes sintomaticas que voluntariamente
compareceram ao servico, foram avaliadas quanto a recorréncia, com reaplicacdo do
questionario de sintomas e fatores de risco pelo pesquisador e coleta de amostra para

avaliagdo laboratorial.

4.8. Avaliacao da Resisténcia do Antifiingico Fluconazol
4.8.1. Avaliacao de antifungigrama automatizado

O sistema Vitek 2 (BioMerieux Vitek, Inc., Hazelwood, MO, EUA) ¢ um

equipamento automatizado para identificacdo de leveduras por testes bioquimicos e
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realizacdo de Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) de antifingicos. O sistema inclui
um computador programado com software de interpretagdo de resultados, uma unidade
leitora-incubadora, um modulo de enchimento, um mdédulo selador € uma impressora, e
necessita apenas do isolamento por meios de cultivo convencionais da levedura para
iniciar a identificagdo automatizada por fluorescéncia no equipamento (SUDHAN et al.,
2016).

O equipamento utiliza cartoes plasticos descartaveis compostos por 64 pocos com
47 testes bioquimicos fluorescentes, que permitem a identificacdo das 27 espécies de
leveduras de importancia médica em 15h. Para a realizacdo do MIC, o equipamento
emprega tiras plasticas individuais, cuja apresentacdo podem vir em kits de 10, 30 e 100
tiras, para os antifingicos (anfotericina B, anidolafungina, caspofungina, fluconazol,
fluocitosina, cetoconazol, micafungina, posaconazol e voriconazol), que também sio

lidos por fluorescéncia (SUDHAN ef al., 2016).

4.8.2. Método de Microdilui¢ao - Concentracao Inibitoria Minima (MIC - Minimal
Inhibitory Concentration) do Fluconazol norma M27-A2 da CLSI

O método de microdilui¢ao obedeceu aos critérios descritos na norma M27-A2 da
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). A partir de indculo fungico em
solucdo salina 0,85%, com concentragdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1 x
10° CFU/mL) (CLSI, 2008), o ensaio de microdilui¢io foi realizado em placa com 96
pogos estéril.

Inicialmente o antifingico liofilizado fluconazol foi pesado em balanga analitica
para preparacdo das solugdes padrdes antifingicas a serem testadas. Para este fAdrmaco a
norma da CLSI recomenda concentracdes de 0,125 a 64 pg/mL em dilui¢do seriada, que
correspondem a oito dilui¢des sucessivas.

Em uma placa de fundo chato de 96 pogos estéril, contendo Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco, Estados Unidos) adicionado pelo tampao 3:
dcido (3N-morfolino) propanossulfonico (MOPS) (Sigma-Aldrich, Brasil) (RPMI-
MOPS), foram realizadas dilui¢des seriadas do fluconazol em meio, e 100 pul. de cada
diluicao foram adicionados a cada poco. Em seguida, cada pogo da placa de microdiluicao
recebeu 100 pL de Candida spp. na concentragio final de 1 x 10 CFU/mL, totalizando
um volume final de 200 puL/poco. A microplaca foi em incubada a 37 °C + 2 °C por 48h.

A Concentragdo Inibitoria Minima (MIC) foi determinada pela subcultura de 10
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uL do contetido de cada pogo em Agar Sabouraud Dextrose (Acumedia, Brasil) e as
placas incubadas a 37 °C + 2 °C por 48h. O MIC correspondeu a menor concentragdo do
antifungico testado capaz de inibir crescimento microbiano visivel (CLSI, 2008) que apds
subcultivo ndo revelou crescimento de CFU. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata técnica e bioldgica.

4.9- Analise estatistica

Para os testes estatisticos foi utilizado o software GraphPad Prism version 8.00
para Windows (La Jolla, Califérnia, Estados Unidos). Na analise dos fatores de risco para
VVC foi empregado o Fisher's Exact Test para verificar se havia uma correlagdo entre a
VVC e a presenca de cada fator de risco pesquisado. No célculo do Valor Preditivo
Positivo (VPP), foi utilizada a equagdo VPP = (a/ (a + b)), onde a refere-se aos pacientes
com resultados laboratoriais positivos, aqui chamados de Verdadeiros Positivos, ¢ b

resultados Falso Positivos.
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5- RESULTADOS

Os dados obtidos por meio das respostas dos questiondrios (dados clinicos e
fatores de risco) e dos ensaios laboratoriais, possibilitaram a constru¢do dos resultados

apresentados a seguir.

5.1- Caracterizacdo da populacio estudada

O presente estudo incluiu 278 pacientes voluntérias, cuja média de idade foi de
37,4+ 7,7 anos. A faixa etaria que englobou a maior parte das pacientes, foi a de 26 e 40
anos que representa 59,6% do total de pacientes incluidas no estudo, seguida pela faixa
etaria de 41 a 55 anos. A faixa etaria >55 anos, foi a que incluiu o menor niumero de
pacientes no estudo (tabela 2). Em relacdo ao estado civil, 61,3% das pacientes se
declararam casadas e 38,7% solteiras.

Para a analise dos dados, as pacientes foram divididas em dois grupos:
sintomaticas, que representam 62,2% do total de pacientes e mulheres assintomaticas que
representam 37,8%. Em relagdo a positividade de exames laboratoriais 53,2% do grupo
de pacientes sintomdticas apresentaram positividade de exames laboratoriais, enquanto

entre as pacientes assintomaticas essa positividade foi de 12,4% (Tabela 2).

Tabela 2 — Avaliagdo dos grupos estudados categorizados por idade, estado civil € presenca de
sintomas

Categoria Sintomatica Assintomatica Total
n 173 (62,2%) 105 (37,8%) 278
Diagnostico Diagnostico Diagnostico Diagnostico
Laboratorial Laboratorial Laboratorial Laboratorial
Negativo Positivo Negativo Positivo
7 pOr grupos 81 (46,8%) 92 (53,2%) 92 (87,6%) 13 (12,4%)
Idade
(média = DP) 38,5+5,0 38,5+4,2 38,5+11,3 40+0,0 37.4+7,7
Categoria idade
19-25 13 (16,0%) 8 (8,7%) 8 (8,7%) 0 29 (10,3%)
26-40 46 (57,0%) 61 (66,3%) 51 (55,5%) 7 (53,8%) 168 (59,6%)
41-55 17 (21,0%) 19 (20,7%) 27 (29,3%) 5 (38,4%) 69 (24,5%)
>55 5 (6,0%) 4 (4,3%) 6(6,5%) 1(7,8%) 16 (5,6%)
Estado Civil
Casada 46 (56,8%) 54 (58,7%) 62(67,4%) 8 (61,5%) 170 (61,1%)
Solteira 35 (43,2%) 38 (41,3%) 30(32,6%) 5 (38,5%) 108 (38,9%)

Total 278
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5.2- Avalia¢do da prevaléncia dos sintomas em relacdo ao diagnostico laboratorial

Em relacdo aos aspectos clinicos avaliados nas pacientes sintomaticas, os
sintomas relatados com maior frequéncia, foram: corrimento, prurido e ardéncia, sendo
que apenas 50,3% (Figura 10) das pacientes relataram a presenca dos trés sintomas

concomitantemente.

Figura 10- Diagrama de Venn em pacientes sintomaticas

n=173

Corrimento
134 (77,5 %)
109 99
{63,0 %] {57)2 %)
87
(50,3%)
Prurido e Ardéncia
137 (79,2 %) (395%) 125 (72,3 %)

Quando correlacionados ao diagndstico laboratorial, a presenca dos sintomas
apresentou Valor Preditivo Positivo (VPP) inferior a 60% em andlise individual, e na

presenca dos trés sintomas mais frequentes em concomitancia, o VPP foi de 67,8%
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Correlagdo dos sintomas e diagnostico laboratorial

Categoria Sintomatica
n 173 (61,3%)
Total Diagnostico Diagnostico **VP
Laboratorial Laboratorial P
Negativo Positivo
n por 81 (46,8%) 92 (53,2%)
grupos
Corrimento
NAO 39 (22,5%) 24 (61,5%) 15 (38,5%) 57,5%
SIM 134(77,5%) 57 (42,5%) 77 (57,5%)
Prurido
NAO 36 (20,8%) 26 (72,2%) 10 (27,8%) 59,8%
SIM 137(79,2%) 55 (40,1%) 82 (59,9%)
Ardéncia
NAO 48 (27,7%) 30 (62,5%) 18 (37,5%) 59,2%
SIM 125(72,3%) 51 (40,8%) 74 (59,2%)
Presenca de
Corrimento 87 (50,3%) 28 (32,2%) 59 (67,8%) 67,8%
Prurido
Ardéncia
Dispareunia
NAO 87 (50,3%) 41 (47,1%) 46 (52,9%) 54,2%
SIM 83 (48,0%) 38 (45,8%) 45 (54,2%)
*NA 3 (1,7%) 2 (66,6%) 1 (33,4%)
Mal odor
NAO 155(89,6%) 71 (45,8%) 84 (54,2%) 44.4%
SIM 18 (10,4%) 10 (55,5%) 8 (44,5%)
Disuria
NAO 120(69,4%) 62 (51,7%) 58 (48,3%) 64,2%
SIM 53 (30,6%) 19 (37,8%) 34 (64,2%)

*NA (Ndo se aplica), **VPP (Valor Preditivo Positivo)

5.3- Avaliac¢ao dos fatores de risco pesquisados em relacio ao diagnodstico
laboratorial

Para andlise dos fatores de risco relacionados a candidiase vulvovaginal, as
pacientes foram divididas em dois grupos (figura 11): grupo VVC formado por 92
pacientes sintomaticas com diagnostico por MALDI-TOF positivo e grupo controle
formado por pacientes assintomadticas ndo colonizadas, ou seja, com diagndstico

laboratorial negativo. Os fatores analisados estdo descritos na figura 12.



Figura 11- Grupos para comparagao de fatores de risco
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Em relagdo ao numero de parceiros nos ultimos 12 meses e ao tempo com o

parceiro atual, a maioria das pacientes dos dois grupos tiveram entre um e dois parceiros,

e também a maioria das mulheres nos dois grupos estavam com o mesmo parceiro ha

mais de um ano, portanto nao foi realizada analise comparativa para essas duas variaveis

(tabela 4).

Tabela 4- Numero de parceiros e tempo com parceiro atual

Categoria Sintomatica Assintomatica Total
n 173 (62,2%) 105 (37,8%) 278
Diagnostico | Diagnostico Diagnostico Diagnostico
Laboratorial | Laboratorial Laboratorial Laboratorial
Negativo Positivo Negativo Positivo
1 por grupos 81 (46,8%) 92 (53,2%) 92 (87,6%) 13 (12,4%)
Nimero
Parceiros 72 (88,9%) 82 (89,2%) 85(92,4%) 12(92,3%)
<1 8 (9,9%) 5(5,4%) 4 (4,3%) 1 (7,7%)
2 1(1,2%) 5(5.4%) 3 (3,3%) 0
>3
Tempo com
parceiro atual
<=1 ano 17 21%) 21(22,8%) 10 (10,9%) 1 (7,7%)
>1 <=3 anos 10(12,3%) 11(12%) 12 (13%) 2 (15,4%)
>3 anos 54 (66,7%) 60(65,2%) 70 (76,1%) 10 (76,9%)
Total 278
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As pacientes dos dois grupos foram questionadas sobre o consumo de leite e
derivados, sendo essa varidvel categorizada em menos de uma por¢do por dia, ou uma ou
mais por¢des por dia. A analise comparativa dos dados constatou que no grupo das
portadoras de VVC, a ingesta de leite e derivados foi significativamente maior que no
grupo controle, sendo p <0.0001 (Figura 12A).

As pacientes foram também questionadas sobre seu habito intestinal, foi
considerado com transito intestinal alterado relatos de constipacdao ou diarreia cronicas.
Entre as sintomaticas com exames laboratoriais positivos (grupo VVC), houve frequéncia
significativamente maior de altera¢des do transito intestinal, do que no grupo controle,
sendo p 0,0002 (Figura 12B).

Quanto ao wuso de contraceptivo hormonal, a frequéncia de wuso foi
significativamente maior entre as pacientes portadoras de VVC em relagdo as
assintomadticas com laboratdrio negativo, p<0,0001 (Figura 12C). J4 em relagdo ao uso
de preservativo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos,
sendo p 0,1031 (Figura 12D).

A ocorréncia de alergias respiratorias ou cutaneas, também foram levantadas nos
dois grupos, em relacdo a alergia cutidnea, ndo houve diferenca significativa entre os dois
grupos (p=0,2899) (Figura 12E). Contudo, no caso da alergia respiratoria, a ocorréncia
foi significativamente maior no grupo das pacientes sintomadticas com laboratério
positivo, com p <0,0042 (Figura 12F).

No tocante aos habitos pessoais, nao houve diferenca significativa entre os grupos
em relagdo ao uso de ducha vaginal (p=0,2899) (Figura 12G), porém, entre as pacientes
do grupo VVC a frequéncia do uso de protetor didrio de roupa intima foi

significativamente maior, sendo p < 0,0042 (Figura 12H).



Figura 12 - Andlise comparativa da presenca de fatores de risco para VVC
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5.4- Prevaléncia das espécies de Candida identificadas pelas técnicas empregadas

no diagnostico laboratorial

A identificagcdo das espécies foi realizada pelos meios fenotipicos da prova do
tubo germinativo e pelo meio cromogénico (presuntivo), € na sequéncia confirmada por
MALDI-TOF. Para as analises realizadas em MALDI-TOF, entre as 173 pacientes
sintomaticas, 92 (53,2%) das amostras foram positivas para leveduras e entre as 105
pacientes assintomaticas, 13 (12,4%) das amostras foram positivas (Tabela 5).

A Prova do Tubo Germinativo (PTG), que € positiva apenas para a espécies C.
albicans, foi positiva em 75 amostras entre as pacientes sintomaticas, enquanto o meio
cromogénico identificou 79 amostras positivas para C. albicans (Tabela 5), o que sugere
que a PTG falhou na identificacdo de 4 amostras de C. albicans identificadas por meio
cromogénico e confirmadas por MALDI-TOF, ou estas cepas passaram por alguma
mutagdo e ndo produzem tubo germinativo.

Para as andlises realizadas em meio cromogénico, que distingue espécies de
Candida, com excecao da falha na identificagdo de uma outra espécie de levedura, todos
os resultados foram concordantes com o0 MALDI-TOF

O MALDI-TOF confirmou o diagnostico das 78 C. albicans, e identificou uma
espécie entre as amostras das pacientes sintomaticas que nao foi identificada nem pelo

PTG e nem pelo meio cromogénico, identificada como Rhodotorula mucilaginosa.
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Tabela 5 — Diagnostico laboratorial por métodos fenotipicos e MALDI-TOF

Métodos Laboratoriais fenotipicos

Sintomatica Assintomatica Total
173 (62,2%) 105 (37,8%) 278
PTG* Meio MALDI- PTG Meio MALDI-
cromogénico TOF cromogénico TOF
75 positivos 90 positivos 92 positivos 6 positivo 13 positivos 13
(43,4%) (52%) (53,2%) (5,7%) (12,4%) positivos
98 negativos 82 negativos 81 negativos 99 96 negativos (12,4%)
(56,6%) (47,4%) (48,8%) negativos (87,6%) 96
(94,3%) negativos
(87,6%)
74 C. 79 C. albicans | 78 C. albicans 6 C. 7 C. albicans 7C.
albicans (48,4%) (45%) albicans (6,7%) albicans
(42,7%) 12 nao albicans 13 ndo (5,7%) 6 ndo albicans (6,7%)
1 candida (7,4%) albicans (5,7%) 6 ndo
spp. (7,5%) albicans
(0,6%) 1 outras (5,7%)
espécies
(0,6%)

*PTG (Prova do Tubo germinativo) € positivo apenas para C. albicans;, Meio Cromogénico distingue
espécies de leveduras do género Candida.

Para uma ideia precisa do desempenho e limitagdes da prova do tubo germinativo
(PTG) e do meio cromogénico (MC) como métodos a serem utilizados na impossibilidade
do uso do MALDI-TOF, foram calculadas a sensibilidade e especificidade desses
métodos (Tabela 6), considerando o MALDI-TOF padrao-ouro.

A prova do tubo germinativo apresentou maior sensibilidade em pacientes
sintomaticas (84%) e maior especificidade em pacientes assintomaticas (97%). O Meio
Cromogeénico (MC) apresentou melhor especificidade que sensibilidade para ambas os
grupos de pacientes, sintomaticas e assintomaticas, embora sua sensibilidade tenha
também apresentado excelente desempenho comparado ao padrdo-ouro. De forma geral,
o MC apresentou maior e melhor sensibilidade e especificidade compara ao padrao-ouro

que o PTG.
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Tabela 6 - Sensibilidade e especificidade dos testes empregados, TTG e MC, em comparagdo com
0 método padrdo-ouro MALDI-TOF.

Testes empregados

PTG MC
Sintomaticas  Assintomaticas Média Sintomaticas  Assintomaticas Média
Sensibilidade 84% 72% 78% 97% 93% 95%
Especificidade 82% 97% 90% 98% 99% 99%

PTG (Prova do tubo germinativo), MC (Meio Cromogénico)

A andlise das amostras por MALDI-TOF permitiu, entdo, a identificagdo das
espécies de oito leveduras diferentes, com predominio da C. albicans (80,9%) seguida
pela C. glabrata (6,6%), C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis e C. zeylanoide (figura
3). Uma espécie de Candida nao foi identificada, sendo descrita neste estudo como
Candida spp. e foi identificada uma levedura de outro género, Rhodotorula mucilaginosa.
Foi, portanto, identificada uma prevaléncia de espécies ndo albicans de 15,2% das

amostras positivas (Figura 13).

Figura 13 — Percentual de espécies de Candida spp. € Rhodotorula mucilaginosa
identificadas por MALDI-TOF
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5.5- Avaliacao da recorréncia

Em rela¢do a frequéncia dos episodios as pacientes foram questionadas sobre
quantos episdédios com um ou mais sintomas definidos como CVV haviam ocorrido nos
ultimos 12 meses. Com base na defini¢cdo de recorréncia pela maior parte dos autores,
como sendo a ocorréncia de 4 ou mais episddios no periodo de um ano, entre as pacientes
sintomaticas, 50,9% relataram sintomas em mais de 4 episodios nos 12 meses que
antecederam a consulta. Ja a frequéncia de recorréncia no grupo de pacientes sintomaticas

com diagnostico laboratorial negativo foi de 58% e entre as pacientes sintomaticas com



diagndstico laboratorial positivo (grupo CVV) foi de 44,5%.

E entre as pacientes assintomaticas no momento do estudo e com diagnostico
laboratorial negativo (grupo controle), duas (2,2%) relataram ter tido 4 ou mais episodios
sintomaticos nos Ultimos 12 meses. Entre as pacientes com coloniza¢do assintomatica, ou

seja, com diagnostico laboratorial positivo na auséncia de sintomas, uma (7,7%) relataram

terem tido no minimo 4 episoddios de sintomas nos ultimos 12 meses (Tabela 7).

Tabela 7— Recorréncia relatada pelas pacientes

Categoria Sintomatica Assintomatica Total
n 173 (62,2%) 105 (37,8%)
Diagnostico | Diagnostico Total Diagnostico | Diagnostico Total
Laboratorial | Laboratorial Laboratorial | Laboratorial
Negativo Positivo Negativo Positivo
1 por grupos 81 (46,8%) 92 (53,2%) 173 92 (87,6%) 13 (12,4%) 105 278
Frequéncia
Infec¢do anual

<1 18 (22,2%) 25(27,2%) | 43(24,8%) | 87 (94,5%) 12 (92,3%) | 99(94,2%)

<3 16 (19,7%) 26 (28,3%) | 42 (24,3%) 3 (3,3%) 0 3 (2,9%)

>4 47 (58%) 41 (44,5%) | 88(50,9%) 2 (2,2%) 1 (7,7%) 3(2,9%)

Entre as 173 pacientes que se apresentaram sintomadticas a consulta durante a qual
foi realizada a primeira coleta, 41 retornaram com sintomas e foi coletada uma segunda
amostra para seguimento. Dessas, 21 (51,2%), tinham amostras positivas pelo MALDI-
TOF na primeira coleta, sendo identificada C. albicans em 76,2% e outras espécies em
23,8% dessas amostras. Na segunda coleta, 6 (28,6%), dessas 21 pacientes permaneciam

com diagnostico laboratorial positivo, sendo 4 (66,7%) identificadas como C. albicans

amostras e duas (33,3%) identificadas como nao albicans (Figura 14).
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Figura 14 — Analise esquematica da recorréncia
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5.6. Determinacao do perfil de sensibilidade ao antifungico fluconazol

Das 278 amostras colhidas, 105 foram positivas pelo MALDITOF, dessas, foi
realizado antifungigrama automatizado em 69,6% (73) ¢ MIC em 18,1% (19), faltando
realizar andlises de antifingico em 12,3% (13 amostras). Como o perfil de sensibilidade
a um Unico antifungico que seja, como neste caso o fluconazol, ¢ dispendioso para
pesquisa, cumpre ressaltar que neste trabalho nao foi possivel realizar as anélises de todas
as amostras positivas identificadas pela automacao, razao pela qual estes resultados foram
excluidos da publicagdo cientifica.

Para avaliagdo do antifungigrama automatizado, foi considerado para
interpretagdo dos resultados de Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) de fluconazol
como sendo: sensivel MIC < 2 pg/mL, resistente MIC > 8 pg/mL, sensivel dose
dependente (SDD) 2,1 a 7,9 pg/mL para Sensivel (SOBEL; SOBEL, 2018). Nos
resultados obtidos 82% das espécies de Candida spp. testadas, foram sensiveis ao

fluconazol, enquanto 6,5% foram consideradas resistentes ¢ 1,1% das espécies testadas
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foram classificadas como de Sensibilidade Dose Dependente (SDD) ou indeterminadas

(Figura 15).
Figura 15 — Percentual de sensibilidade ao Fluconazol
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Das 73 amostras com avaliacdo de fluconazol por antifungigrama automatizado,
poucas apresentaram perfil de resisténcia, mas vale ressaltar que a espécie de C. glabrata
nas 3 amostras identificadas apresentou alta resisténcia o que se traduzido em termos

percentuais, representa 60% de resisténcia nesta espécie (Tabela 8).

Tabela 8 — Perfil de sensibilidade ao Fluconazol por antifungigrama automatizado e por
espécie de Candida identificada

Sensivel SDD Resistente Total

Candida albicans 58 2 2 62
Candida glabrata 2 0 3 5
Candida krusei 0 0 1 1
Candida parapsilosis 3 0 0 3
Candida tropicalis 2 0 0 2

Total 73
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Ao avaliar os resultados obtidos empregando a Concentragao Inibitoéria Minima,
realizada de acordo com a norma M27-A2 da CLSI, em 19 amostras (18,1%) (Tabela 9)
foi possivel destacar que houve uma inversao na resisténcia, considerando que 15 das 18

C. albicans isoladas foram resistentes ao fluconazol.

Tabela 9 - Perfil de sensibilidade ao Fluconazol pelo Método Concentracao Inibitoria
Minima pela norma M27-A2 da CLSI e por espécie de Candida identificada

Sensivel SDD Resistente Total
Candida albicans 3 0 15 18
Candida parapsilosis 1 0 0 1
Total 19
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6- DISCUSSAO

A CVV ¢ rara antes do menacme, apresentando seu pico durante o periodo
reprodutivo e declinando consideravelmente na pds-menopausa (BLOSTEIN et al.,
2017). Emrelagdo a faixa etaria, a maior parte das mulheres estavam com idades entre 26
e 40 anos nos dois grupos estudados, e a maioria declarou-se casada, ndo havendo viés
relativo a idade ou ao estado civil das pacientes na interpretagdo da ocorréncia de fatores
de risco entre os dois grupos.

Em relagdo ao diagnostico da CVV, neste estudo a identificagdo fenotipica foi
confirmada pelo emprego da técnica de MALDI-TOF. Considerando especificidade de
90 a 98% dessa técnica na identificacdo das espécies de leveduras (ALIZADEH et al.,
2017; ARASTEHFAR et al., 2019), o nimero de pacientes sintomdticas com exame
positivo (56,4%) e o fato de que entre as pacientes com sintomas caracteristicos de
CVV46,8% nao tiveram positividade nos exames para detec¢do de leveduras, demonstra
que somente a presenca de sintomas tem baixa especificidade para diagnostico da CVV,
além disso, o VPP foi baixo, com maximo de 67,8%, o que refor¢a a necessidade da
realiza¢dao do diagnoéstico laboratorial.

Quanto a colonizac¢ao assintomatica, definida como exames de identificacao das
leveduras positivos na auséncia de sintomas, embora varios autores considerem a
Candida spp. como comensal (BERNARDIS et al., 2015; NIKOU et al., 2019; ODDS et
al., 1988), os dados de prevaléncia na literatura levando em consideragdo o diagndstico
laboratorial, sdo escassos.

Estudo realizado na Australia, utilizando cultivo em meio cromogénico,
encontrou prevaléncia de colonizagio por Candida spp. de 21% (PIROTTA; GARLAND,
2006), enquanto no presente estudo, a colonizagao assintomatica, apresentou prevaléncia
de 12,4%, sendo portanto menor que a esperada, levando-se em consideracdo tanto a
prevaléncia relatada no estudo australiano quanto o fato de que a Candida spp. tem sido
descrita como comensal.

Os sintomas pesquisados, foram os descritos em estudos sobre o tema como
caracteristicos das vulvovaginites, sendo trés deles (corrimento, prurido e ardéncia) os
mais frequentemente citados como parte do quadro clinico da CVV, o que coincide com
os achados dessa pesquisa, que demonstraram que em mais de 50% das pacientes essa
triade esta presente. Todavia, devido a baixa especificidade dos sintomas, o diagndstico

com base apenas na presenca destes, ¢ muito impreciso (ANDERSON; KLINK;
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COHRSSEN, 2004; SOBEL, 2016), podendo, no caso do autodiagndstico relatado pela
paciente, estar errado em até 90% das vezes (FERRIS; DEKLE; LITAKER, 1996;
SOBEL, 2007).

Os achados desse estudo confirmam essa baixa especificidade dos sintomas para
o diagnostico da VVC, uma vez que, quando correlacionada ao diagnostico laboratorial,
a analise da presenc¢a de cada sintoma isoladamente, apresentou baixo Valor Preditivo
Positivo (VPP), e mesmo quando considerada a presenca da triade de sintomas mais
frequentemente descritos, o VPP ndo foi maior que 67,8%. Desta forma, pode-se inferir
que vulvovaginites de outras etiologias, t€ém sintomas semelhantes, por vezes até
idénticos aos presentes nas candidiases, apenas sendo possivel a diferenciacdo das
entidades clinicas por métodos laboratoriais.

Entre as vulvovaginites nas quais também predominam sintomas de ardéncia,
prurido e corrimento, t€ém sido descritas as vaginites aerobias e anaerdbias, vaginites
descamativas, e vaginite citolitica (DONDERS et al., 2005; DONDERS; SOBEL, 2017;
HU et al, 2015; NEAL et al, 2020; PAAVONEN; BRUNHAM, 2018; VIEIRA-
BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019; YANG ef al., 2017), além de quadros alérgicos e da
Sindrome Geniturinaria da Menopausa, que cursa com atrofia vaginal importante
podendo haver ardéncia, queimag¢dao ¢ com menor frequéncia prurido (ANDERSON;
KLINK; COHRSSEN, 2004; PORTMAN; GASS, 2014).

Quanto aos fatores de risco relacionados a CVV, fizeram parte do levantamento
epidemiologico do presente estudo, o nimero de parceiros nos ultimos 12 meses e o
tempo com o parceiro atual, porém, como a maioria das pacientes dos dois grupos tiveram
entre um e dois parceiros, € estavam com o mesmo parceiro ha mais de um ano, nao foi
realizada andlise comparativa para essas duas varidveis. Contudo, na literatura ha mengao
sobre 0 numero de parceiros, e a existéncia de parceiro novo (menos de 6 meses) como
fator de risco para CVV e CVVR (SPINILLO et al., 1995, 1997), além disso ¢ fato
conhecido que o numero de parceiros ¢ fator de risco para Infecgdes Sexualmente
Transmissiveis (ISTs), como a tricomoniase, cujos sintomas podem mimetizar quadro
clinico de CVV como descrito anteriormente.

Também foram avaliados os fatores de risco frequentemente descritos na
literatura, tais como uso de contraceptivos orais, preservativo, uso de ducha vaginal ou
protetores diarios de roupa intima (CHATZIVASILEIOU; VYZANTIADIS, 2019;
GONCALVES et al., 2016; SOBEL, 2016), e os citados com menor frequéncia, como a
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ocorréncia de alergias respiratorias e cutaneas (NEVES et al., 2005; TALAEI et al.,
2017).
Além destes fatores de risco ja descritos na literatura, a pesquisa abrangeu dois

novos fatores ainda pouco explorados, sdo eles: a frequéncia de ingestdo de leite e
derivados, e as alteracdes do habito intestinal. Esses fatores foram pesquisados com base
no entendimento atual de que a disbiose vaginal, definida como o desequilibrio da
microbiota vaginal, pode estar implicada diretamente na patogénese da infeccdo. A
microbiota vaginal (MBV) tem um papel importante na prevengdo da colonizagao por
organismos patogénicos € atua na manutencdo da satde reprodutiva e ginecologica da
mulher (MARTIN et al., 2012). Além disso, ¢ fato conhecido a existéncia de correlagao
entre as microbiotas intestinal e vaginal, inclusive sendo a porg¢do terminal do intestino
fonte de colonizagdo da vagina por migracao tanto dos Lactobacillus spp. quanto de
leveduras (EL AILA ef al., 2011; MILES, 1977; PETRICEVIC et al., 2012; SOBEL,
2016).

Em relacdo a ingestdo de leite e derivados, levantamento fundamentado nas
informagdes obtidas por breve inquérito alimentar sobre o consumo habitual, demonstrou
correlagdo significativa (p <0,0001) entre o habito de ingesta de uma ou mais por¢des de
leite e derivados por dia, e a ocorréncia de CVV, em comparacdo com as pacientes
assintomaticas e nao colonizadas (controle).

E fato descrito na literatura, que hia um pico de expressio de lactase nas
vilosidades do intestino delgado ao nascimento, e que a expressdo dessa enzima vai
diminuindo desde a adolescéncia e idade adulta, consequentemente diminuindo a
capacidade de absorc¢ao da lactose, que uma vez nao metabolizada, em contato com a
microbiota intestinal sofre fermentacdo produzindo H», CO,, metano (CH4) e acidos
graxos de cadeia curta, que podem alterar o funcionamento intestinal (MISSELWITZ et
al., 2019).

Considerando a faixa etaria mais prevalente na pesquisa, ¢ uma hipdtese plausivel
que a deficiéncia na absorc¢ao da lactose possa resultar, proporcionalmente a quantidade
consumida, em um desequilibrio da microbiota intestinal, favorecendo o crescimento de
leveduras, com consequente interferéncia na microbiota vaginal, dado a ja conhecida
correlagdo entre a microbiota dos dois sitios anatdmicos.

Ainda como complementacdo da investigagdo da hipdtese de desequilibrio no

microambiente intestinal como fator de risco para CVV, as pacientes foram questionadas
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sobre seu habito intestinal, e categorizadas como portadoras de diarreia cronica ou
constipagdo intestinal com base nos critérios clinicos propostos pelo consenso Roma IV
(DROSSMAN, 2016; LACY et al., 2016).

Entre as sintomaticas com exames laboratoriais positivos (grupo VVC), houve
frequéncia significativamente maior de alteragcdes do transito intestinal do que no grupo
controle (p 0,0002). Esse achado reforca a hipotese da existéncia de correlagao entre as
microbiotas intestinal e vaginal, onde, a disbiose intestinal pode levar ao crescimento de
leveduras com consequente colonizagdo vaginal.

Tem sido frequentemente descrita a alteracdo de microbiota intestinal em
pacientes com alteracdes do transito intestinal, estudos demonstram consistentemente que
nos individuos portadores de constipagdo intestinal hd uma diminui¢do da populagdo de
Bifidobacterium e Lactobacillus quando comparados com grupo controle (CHASSARD
etal.,2012; KHALIF et al., 2005; KIM et al., 2014; PARTHASARATHY et al., 2016) .

Em relacdo aos fatores de risco mais frequentemente descritos, o uso de
contraceptivos hormonais combinados tem sido reiteradas vezes citado como fator de
risco para a ocorréncia de CVV (SOBEL, 2007, 2016), uma hipdtese que explicaria a
fisiopatologia dessa correlagdo é a do aumento dos niveis de glicogénio, produzido pelas
células do epitélio escamoso vaginal em resposta aos niveis elevados de estrogénio. O
glicogénio ¢ um importante nutriente e fonte de carbono, fundamental para o crescimento,
germinagdo e adesdo de Candida (DENNERSTEIN; ELLIS, 2001; SOBEL, 2007;
SPACEK et al., 2007) . Os dados obtidos no presente estudo sdo concordantes com o0s
descritos na literatura, haja visto que entre as pacientes com CVV, o uso de contraceptivos
orais combinados foi significativamente maior, em comparacao com o grupo controle.

J& em relagdo ao uso de preservativo, diferentemente de estudo no qual foi
demonstrado que seria fator protetor contra a ocorréncia de CVV (ZENG et al., 2018),
nesta pesquisa nao houve diferenga significativa entre os dois grupos, sendo esse achado
também descrito por outro investigador (AMOURI et al, 2011) que também ndo
encontrou associagao entre uso de preservativo e colonizacao por Candida.

Os habitos pessoais, tais como o uso de ducha vaginal e absorventes de uso diario,
embora com resultados discrepantes entre os estudos, também tém sido correlacionados
com a CVV. No caso da ducha vaginal, as hipoteses principais que justificariam o
aumento da frequéncia das vulvovaginites, seriam o impacto na microbiota vaginal com
diminui¢do dos Lactobacillus, a alteracdo da barreira imunologica e da integridade do

epitélio (ASLAN; BECHELAGHEM, 2018; VAN DER VEER et al., 2019). Contudo, no
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presente estudo, o uso de ducha vaginal ndo teve diferencga significativa entre os dois
grupos, talvez pelo fato da baixa prevaléncia desse hdbito em geral na populacdo
estudada, independente do diagnéstico de CVV.

Quanto ao uso do protetor didrio de roupa intima, embora alguns autores o
considerem como risco para CVV (PATEL et al, 2004; RENEMAN B et al., 2004)
provavelmente devido ao aumento da temperatura e umidade locais favorecendo o
crescimento das leveduras, duas revisdes publicadas sobre o tema, ndo confirmaram essa
associacdo (FARAGE et al., 2007; PONTES et al., 2014). Diferentemente das conclusdes
dessas revisoes, entre as mulheres participantes desta pesquisa, o uso de protetores diarios
de roupa intima foi significativamente maior no grupo diagnosticado com CVV (p
0,00030). Por outro lado, cumpre ressaltar que a andlise foi transversal, sendo possivel
também interpretar esse dado considerando o uso do protetor diario como uma
consequéncia da secrecdo vaginal mais abundante entre as mulheres diagnosticadas com
CVV.

Além dos habitos pessoais, a ocorréncia de outras condi¢des clinicas como
diabetes, doengas que levam a imunossupressdo ou a presenca de alergias, também sdo
investigadas como fatores de risco para vulvovaginites.

Em relacdo as alergias respiratorias e a correlacio com CVV, na literatura
encontram-se publicagdes que relatam a coexisténcia dessas duas condigdes, embora em
nenhuma publicacdo, a hipdtese ou os mecanismos desse achado sejam explicados com
clareza (GUO et al., 2012; MORAES, 1998; NEVES et al., 2005), e no presente estudo,
as pacientes do grupo CVV relataram ser portadoras de alergias respiratorias com
frequéncia significativamente maior que as pacientes assintomaticas com exames
negativos (p 0,0042).

Para elaborar uma hipotese simples dessa susceptibilidade a luz do conhecimento
de imunologia basica, sabe-se que a resposta imunitdria em individuos com alergia
respiratoria ¢ mediada via Th17 que aumenta a produgdo de IL-10, uma citocina anti-
inflamatéria que desvia a resposta imunitaria (RI) para um polo Th2 (RABIN;
LEVINSON, 2008). Alguns componentes de parede celular de fungos ricas em glicanas
modulam negativamente a RI desviando-a para um polo Th2, que favorece a persisténcia
do fungo e reduz os efeitos microbicidas sobre este (NOBREGA et al, 2010).
Considerando entdo que o individuo que possui alergia respiratoria tem mais IL-10, e que
a RI mediada por essa citocina ¢ inefetiva na eliminacdo de fungos como Candida spp.,

podemos elucubrar que esse individuo atopico estaria mais susceptivel a infec¢ao fungica,
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0 que corroboraria com a concomitancia de CVV nestes pacientes.

Além da identificacdo de fatores de risco, € muito importante para a abordagem
da CVV um diagnostico mais preciso, que nao so confirme a presenc¢a de Candida, como
também consiga determinar a sua espécie.

Em relagdo aos métodos diagnosticos utilizados neste estudo, cabe salientar a
concordancia entre a espectrometria de massas, na modalidade do MALDI-TOF e o meio
cromogénico na determinagdo das espécies, o que corrobora com a descricao do primeiro
como uma ferramenta rapida e confidvel para identificagao precisa de leveduras, pois os
espectros gerados na identificacdo s3o como assinaturas unicas de cada micro-organismo,
sendo considerada entdo por apresentar mais de 90% de especificidade, uma excelente
metodologia para ser empregada na identificacdo de espécies fungicas (ALIZADEH et
al., 2017; CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012; MARKLEIN et al., 2009).

Considerando o MALDI-TOF como padrdo-ouro, foram calculadas no presente
estudo a sensibilidade e especificidade tanto da PTG quanto do MC em pacientes
sintomaticas e assintomaticas. O MC teve sensibilidade e especificidade médias de 95 e
99% respectivamente, quando comparado ao MALDI-TOF. Haja vista que esse ultimo
requer equipamento caro, nem sempre acessivel para diagndstico, a avaliagdo de
metodologias classicas, de menor custo, como GTT e CM, possibilita a realizacdo de
diagndsticos laboratoriais em locais que nao dispoe da metodologia MALDI-TOF para
uso.

Para muitos autores, C. albicans ¢é considerada como comensal tanto da
microbiota vaginal, como do trato gastrointestinal (BERNARDIS ez al., 2015; NIKOU et
al., 2019; ODDS et al., 1988), sendo o surgimento de sintomas nessas mulheres
colonizadas atribuido a ocorréncia de um desequilibrio nessa relagdo simbiodtica que
resulta no supercrescimento de Candida concomitante a alteragdo nos mecanismos de
defesa do hospedeiro, que ¢ denominada disbiose (DONDERS et al, 2018; SOBEL,
2016).

No tocante as espécies causadoras da CVV, varios estudos demonstram que a
maioria (80 a 90%) dos casos de CVV tem Candida albicans isolada como agente
etiologico (AHMAD; KHAN, 2009; FAN; LIU; LI, 2008; GYGAX et al., 2008;
HETTICARACHCHI; ASHBEE; WILSON, 2010; LIU et al, 2014; SOBEL, 2007;
SOBEL et al., 1998; SPINILLO et al., 1997). Outros autores t€m relatado como agentes
etiologicos de CVV emergentes nas duas ultimas décadas, espécies ndo albicans (NA),

outrora tidas como apenas comensais, tais como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis ¢
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C. tropicalis (BRANDOLT et al., 2017; GONCALVES et al., 2016; NAKAMURA-
VASCONCELOS et al., 2017). Neste estudo, a prevaléncia de espécies de Candida
albicans (80,9%) e nao albicans (18,1%), foi semelhante a descrita na literatura,
destacando-se o fato de que esses dados foram obtidos entre as pacientes sintomaticas,
podendo-se inferir que as espécies nao albicans seriam causa dos sintomas da CVV, e
nao apenas comensais.

Chamou também a aten¢do, o isolamento de um outro género de levedura em
paciente com quadro clinico caracteristico de CVV, a Rhodotorula mucilaginosa. Estudo
realizado no Brasil com coleta de amostras da pele da regido genital de pacientes
assintomadticas encontrou prevaléncia de positividade para R. mucilaginosa em 13,5%
(BENTUBQO et al., 2015). As espécies dessa levedura sdo tradicionalmente consideradas
saprofitas ndo-virulentas e micro-organismos contaminantes comuns, contudo, nas
ultimas duas décadas, essas leveduras surgiram como patogenos oportunistas (NUNES et
al., 2013; WIRTH; GOLDANI, 2012).

Outro estudo realizado na Argentina, identificou essa levedura em 10% das
amostras obtidas por swabs vaginais de gestantes, destas 3,8% sintomaticas (MUCCI et
al.,2016). Embora em nosso estudo a prevaléncia desta espécie nao tenha sido semelhante
a descrita na literatura, seu achado corrobora com a existéncia de CVV causada por essa
espécie.

Outro aspecto levantado nesse estudo foi a recorréncia, tanto por andlise
epidemioldgica de dados obtidos por questionario aplicado a todas as pacientes incluidas
no estudo e submetidas a primeira coleta, como prospectivamente por reavaliagdo
laboratorial em segunda coleta de uma parte dessas pacientes.

Em uma primeira analise, dados sobre a frequéncia dos sintomas foram obtidos
com base em relatos das pacientes, pelos quais a prevaléncia de recorréncia (considerada
como mais que 4 episodios nos Ultimos 12 meses) foi de 50,9% entre as 173 pacientes
sintomaticas. Outros estudos também avaliaram a prevaléncia de CVVR com base em
dados obtidos pelas respostas a questiondrios epidemiologicos, como estudo incluindo
andlise de dados de varios paises, que encontrou prevaléncia de recorréncia da CVV de
9% antes dos 50 anos, com pico entre os 19 e 35 anos (BLOSTEIN et al., 2017).

Outro investigador, encontrou prevaléncia de recorréncia de 34%, (considerada
como relato de mais de 4 episddios por ano) entre mulheres que responderam questionario

especifico, predominando na faixa etaria de 26 a 40 anos (YANO et al., 2019).
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Nota-se que os achados do presente estudo apontam para prevaléncia maior do
que a descrita pela literatura, o que pode ser devido a caracteristica da populagao
estudada, que em geral, procura o atendimento médico por nao ter tido resolugdo dos
sintomas com tratamentos caseiros, ou pelo uso de farmacos adquiridos facilmente sem
prescricao médica, ou seja, deve haver muitas mulheres sintomaticas que nao chegam ao
servigo de saude.

Dados de frequéncia de recorréncia baseados em estudos prospectivos, com
inclusdo de analise laboratorial de amostras das mesmas pacientes coletadas em
momentos diferentes, sdo escassos na literatura. A maior parte dos estudos avalia a
prevaléncia de recorréncia com base em dados obtidos a partir de questiondrios.

Entre as pacientes analisadas nessa pesquisa, o exame de amostras obtidas em
momentos diferentes da mesma paciente que se manteve sintomadtica, revelou uma taxa
de recorréncia de 28,6% considerando a ocorréncia de dois resultados positivos, com uma
prevaléncia de espécies ndo albicans de 33,3%. Embora esse dado ndo possa ser
comparado com os descritos pelos estudos ja citados anteriormente, e ressalvada a
quantidade limitada de pacientes, ¢ bastante relevante, considerando que devido a baixa
sensibilidade dos sintomas relatados para o diagndstico, a real prevaléncia da recorréncia
obtida por andlise prospectiva de exames laboratoriais com alta especificidade,
permanece desconhecida.

Atualmente, as cepas sdo consideradas sensiveis apenas na vigéncia de um MIC
<2 pg/mL, enquanto referéncias anteriormente utilizavam um valor de MIC < 8 pg/mL
(SOBEL; SOBEL, 2018), que continua a ser liberado em resultados laboratoriais de rotina
em testes de sensibilidade a antimicrobianos como MIC sensivel, reduzindo as chances
de efetividade do tratamento ao paciente.

A frequéncia de mulheres com CV VR resistente ao fluconazol vem aumentando,
isso pode ser explicado em parte pela maior prevaléncia de espécies ndo albicans nos
casos recorrentes, conforme demostra estudo publicado em 2018, no qual foram isoladas
de pacientes sintomdticas 41% de espécies ndo albicans e foi observada resisténcia ao
fluconazol em 17% do total das cepas isoladas, incluindo as C. albicans (BITEW;
ABEBAW, 2018).

Resultados semelhantes, corroboram a hipotese de maior prevaléncia de
resisténcia a fluconazol entre as espécies nao albicans, foram obtidos em estudo que ao

analisar 169 isolados clinicos, foram identificadas 58% de sensibilidade ao fluconazol
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entre as Candidas nao albicans, e 81,7% nas C. albicans, chamando a atengdo também o
alto percentual de resisténcia ao fluconazol, proximo a 20% (TANG et al., 2019) .

No presente estudo, embora tenham sido analisadas apenas 19 amostras
empregando o MIC (18,1% do total de amostras positivas), houve uma inversao no perfil
de resisténcia, observada em 94,7% de C. albicans, o que pode refletir a realidade
observada na clinica, quando as pacientes fazem antifungigrama automatizado e as
espécies de C. albicans, apresentam em sua grande maioria sensibilidade a este
antifingico amplamente empregado para o tratamento da CVV, mas ndo respondem a
terapia com o antifiingico.

Embora estes dados ndo reflitam ou possibilitem uma comparacdo entre os
métodos antifungigrama automatizado e MIC, a posterior realizagdo do método de MIC
para as demais amostras coletadas, poderd elucidar com maior clareza esse achado

laboratorial, podendo corroborar com a pratica clinica.
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7. CONCLUSAOQO

Em conclusao, este estudo, ao estabelecer diagnostico laboratorial preciso por
método presuntivo, confirmado pelo MALDI-TOF concomitantemente a avaliacdo
clinica, demonstrou que a presenca de sintomas tem baixo Valor Preditivo Positivo para
o diagnostico da CVV. Além disso, através do inquérito epidemioldgico, foram
confirmados fatores de risco ja descritos na literatura e elencados novos, relacionados a
disbiose intestinal e por consequéncia também a disbiose vaginal que podem estar
associados a infeccao

A utilizacdo do MALDI-TOF possibilitou a identificagdo precisa (sensibilidade
>90%) das espécies de leveduras. O emprego dessa técnica, que foi concordante com os
métodos de identificacdo fenotipica pelo meio cromogénico, possibilitou conhecer a
prevaléncia das espécies, demonstrando-se que a Candida albicans foi a espécie mais
prevalente, embora diferentes espécies nao albicans, muitas vezes consideradas apenas
como comensais pela literatura, tenham sido identificadas como agentes etiologicos da
CVV. Cumpre ressaltar que tal achado ¢ de suma relevancia levando-se em consideragao
o tratamento e a recorréncia.

Além da identificagdo das espécies, houve também a possibilidade, ainda que em
um pequeno numero, de avaliagdo laboratorial da recorréncia da candidiase de forma
prospectiva de pacientes sintomaticas em seguimento terapéutico. Tal analise, difere de
grande parte dos estudos que avalia a prevaléncia de recorréncia com base em dados
obtidos a partir de questiondrios, contribuindo assim para um campo de pesquisa que pode
melhor investigar a CVVR.

Outro aspecto importante avaliado, embora ndo tenha sido possivel o
processamento de todas as amostras, foi a determinacdo do perfil de sensibilidade frente
ao antifungico de escolha mais empregado no mundo para o tratamento da infec¢do.
Posteriormente serdo processadas o restante das amostras, o que com certeza, trara
importante contribuicao.

Diante do exposto, este trabalho traz uma importante contribui¢do para o estudo
da CVV, com uma visdao mais abrangente da doenga e fomentando o desenvolvimento de
novas estratégias de pesquisas que fornecam solu¢des para o manejo clinico da

candidiase.
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9- APENDICE

APENDICE 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA
Faculdade de Medicina da Univerzsidade de Brasilia

Pesquiza: Identificacio molecalar das especies decindida presentes em secrecio vaginal de
mulberes com vulvevaginite e identificagio dos fatores de risco associados a infeccdo

recorrente.

Pesguisadora: Livia Custodio Pexeir, Orientador: Prof Iira Yanns Karla de Medeiros Nobrega
Celular: (61) xxoer Fixe (61) pooonoee e-mail: Qoo mesmiLy.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

Dados de identificacio do sujeito da pesquisa:

Morne - . . . .. . Drata de nascimentos ... e

Telefones de contata: | 1

Fui convidada 2 participar de uma pesquiza que tem o objetivo de determinar se ha presenca de fanzos
na secragdo vaginal e qual 2 espécie de fanpo presente. Fui informada que podar haver fimgos na vaging de
nralheres sem nenhum sintoms, mas que em muitos cazo: as infecgdes fimgicas da vaging podem causar srande
incérmodo, mesmo nio reprasentando doenga grave. Sendo assim, o conhecimentn das espécies causadoras
deszsas infecobes bem como o conbecimento dos fatores de risco & importante para prescrigdo de tratamento
adequado nos casos de recorréncia. A colsta do materizl para o exsme serd rezlizada por meio da imtroducio
de wm zpah (cotonets da haste lomga) na vagina, durante o exame ginecclégico, ndo acarretando, portanto
nenhnm desconforto além do gerado pelo exame ginecoldgico corvencional, ao qual preciso ser submetida
congulta independante da rezlizacio da pesquiza. O pezquizador me fard parguntas relevantes para identificar
fatores relacionados a infecgdo. Serei informada sobre o resultado do exame e recebere] zzsisténcia neceszaria,
sem qualquer dnus, no ambulatdrio coardenado pela DQxg, Livia Custddio Pereira, nas tardes de segunda—feira
do Hospital Universitario da Brazilia. Serai convidada a repetir 2 coleta com 4,8 e 12 mezss com a finalidade
de ohservar 3 eliminacio, surgiments ou 2 recorréncia da infeccdo. Cazo men exame seja positive pars Swons
2 en esteja com sintomas, receberel a prescrigdo do tratamento. Poderei soliciter consulta por telefone ou e —
mail caso volte 2 ter sintomas, mesmo fora desses momentos de coleta programados. Foi ainda esclarecida gque
men pome nEo sara divulzado em nevlirea publicacio ou relatorio. Besmo apds 2 assinatura desze tarmo
ficarei livre para abandonar a pesquiza a qualguer momento, também zem gualquer prejuizo, para a minha
assistanciz. Dessa maneira, declars que concordo volumtarizmente em participar dessa pesquisa.

Eracilia de .. . 20
Aszzinamira da paciente

Assinamra do médico responsavel . - . . - . e |

Comité de Etica em Pesauisa da Faculdade de Medicina. Contato: 3307-2276/ 3307-2520.
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APENDICE 2 — Questionario de Sintomas e Fatores de Risco

QUESTIOMARIO

1- IDEMTIFICACAD
Hame: idade:
Telefans: Endaraca:

Cstada civil: ;= | casada ouw unido estdvel [ | salteira ou viovas ou divorciada §{ sem navae companheiro em unida
astivel)

2- Aspectos dlinicos:
Pawm: Altura: IBALC: Cimtura:

SINTOMATICA L ) ASSINTORMATICA{ )

Quantos episodios de sintomas samelhantes nos oltimes 12 meses?

f_urrirnen'tn:L peim §  pmd3a Prurida:{ |sim§ | ndo Ardéncigfqueimacdo: { fsim § jnda
Dor & penetragio nas relagies sexvais: L Jsim | Inde mal oderz| ) sim { | ndo
Dor aa wrimar L ) sim [ | ndo

Parceirg tem sintomas (em caso de paciente sintomatical § quais?

Usa de creme vaginal nos ultimos 30 dias: L fsim § ) nda Qual:

Usa de Eusj'fljng'u:n Vi oral nas ultimos iﬂldj,n:j]= ysim | | ndo Qual:

Usa de antibidtics nos dltimoes 30 dise 7 psim | ) ndo Qual:

I~ Anteredantac e hibitos:

G P A Método contraceptiva atual:
Quanto tempo cam parceiro gtual © uso regular de preservative - ] sim [ ) nia
Quantas parceirgs nos ultimos 12 meses: tabagista L |sim [ | ndo Ctilista?

Diagndstics de digbetes :{ fsim | | nda ingulina{ jsim | | ndc hipoglicemiantes orais| jsim| | ndc

Intolerdncia § glicose ou gre dighatas (| jsim | jndo

Usa ducha vagingl: | jsim | Jndo usa protetor didrio de calcinhaz | jsim [ | ndo
habita de lavar & roupa intima no banheira| jsim{ ) nda

Roupa intima de tecido sintético & maior parte da tempo { € ou mais x fsemana): | Jsim | nda

Habito de ingestio de leite & derivados: ;= } menos de 1 pargiofdia [ | 1a 2 porgdes pordial |3 au mais
porgbes/dia

Habito ntestinal : [ | normal { evacuacdes didrias feres de consisténcia narmal) { | constipado { dificuldade para
avacuar, fepes :ndur::ida:,&iﬂlﬂﬂ [ |diarreia / evacuagies frequentes com feres amolecidas.

Partadara de slergia cutinea [ psim (| ndo Portadora de alergia respiratdria ( jsim | ) nﬂ-:l

Usa corticaide au outra medicamento imungssupressar | ) sim [ | ndo
HIW =sim L Indol | Ultima contagem de CD4 i ! résultado:



10. ANEXO

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - ‘€ QgIoeg/orme
UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo prospectivo com analise sequencial da colonizagio vaginal por candida em
mulheres com ou sem vulvovaginite,visando identificagio das espécies e o grau de
sensibilidade a antifingicos de uso rotineiro em cinica, por meio de cultura & método

mlecular
Pesquisador: Livia Custadio Pereira
Area Tematica:
Versao: 1

CAAE: 55615818.8.0000.5558
Instituigao Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UNB
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 1.572.440

Apresentagio do Projeto:

Po meio de um estudo observacional longitudinal prospective pretende-se identificar as espécies de
candida que colonizam pacientes com diagnostico clinico de vulvovaginite, e pacientes assintomaticas como
grupo controle, buscando avaliar o perfil epidemiologico das pacientes com vulvovaginites por candida, e a
prevaléncia de colonizagdo em pacientes assintomaticas.

Objetive da Pesquisa:

Caracterizar as espécies de Candida isoladas em pacientes com e sem vulvovaginites sintomaticas e
determinar perfil epidemiologico dos casos recomentes durante um ano de observagdo E ainda,confimar,
por métodos moleculares, a identificagio fenotipica das diferentes espécies de Candida isoladas de

vulvovaginites;e Identificar fatores de risco associados as vulvovaginites fingicas recommentes..

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A metodologia a ser utilizada nesse projeto nSo oferece riscos s pacientes por se tratar de modo de coleta
de material usual.Por se tratar de patologia bastante frequente a pesquisa podera contribuir para um
diagnéstico preciso possibilitando um tratamento adequado e principalmente a profilaxia das recidivas.

Emderego:  Universidade de Brasilla, Campues Universitaro Darcy Ribsim - Faculdade de Medicing

Balimo:  Asa Morte CEP: 70.910-900
UF: OF Municipio: BRASILIA
Telsfone: (51)3107-1918 E-mall: fmdghunb.or
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FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA - QRGram -
UNB

Continuacdo do Parecer: 1.572.449

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto é relevante por tentar caracterizar espécies de Candida isoladas em mulheres com quadro clinico
de vulvovaginite e avaliar colonizacéo de mulheres assintomaticas,e ao tratar as sintomaticas pode-se
determinar a incidéncia da recorréncia da infecgfo durante o periodo de 12 meses

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatodria:

O projeto encontra-se bem instruido com TCLE adequado, cronograma e critérios de incluséo e exclusao
bem definidos. Os riscos também foram elencados.

Recomendagoes:

Considerando que o projeto encontra-se bem delineado e de acordo com a resolucdo CNS 466/12 o
parecer & pela aprovacéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Parecer pela aprovagéo do projeto, salvo melhor juizo do colegiado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O projeto foi avaliado na Reunido Ordinaria do CEP. O relator apresentou seu parecer, fez comentarios e
sugeriu a aprovacio do projeto. Submetido a votac¢do o Colegiado aprovou o projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 28/04/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 654036 pdf 20:09:48
QOutros Carta_encaminhamento_280416_pdf 28/04/2016 |Livia Custodio Aceito
20:09:29 |Pereira

TCLE / Termos de TCLE_FM_2380416.pdf 28/04/2016 |Livia Custodio Aceito

Assentimento / 20:09:10 |Pereira

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PROJETO_03_2016 docx 15/03/2016 |Livia Custadio Aceito

Brochura 11-5611 Pereira

Investigador

Outros Lattes_Livia.pdf 15/03/2016 |Livia Custodio Aceito
11:46:08 | Pereira

Outros Lattes_Pratesi_pdf 15/03/2016 |Livia Custodio Aceito
11:44:56 | Pereira

QOutros Termo_co_participante pdf 15/03/2016 |Livia Custodio Aceito

Enderego: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (51)3107-1918 E-mail: fmd@unb.br
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Qutros Termo_co_participante pdf 11:41.10 |Pereira Aceito

Qutros Termo_de concordancia_pdf 15/03/2016 |Livia Custodio Aceito
11:40.42 |Pereira

Declaracéo de Termo_responsabilidade pdf 15/03/2016 |Livia Custodio Aceito

Pesquisadores 11:40:13 Pereira

Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada.pdf 15/03/2016 |Livia Custodio Aceito
11:38:04 | Pereira

Situagéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Né&o

Enderego:
Bairro:
UF: DF
Telefone:

Asa Norte

BRASILIA, 02 de Junho de 2016

Assinado por:

Floréncio Figueiredo Cavalcanti Neto

Municipio: BRASILIA

(61)3107-1918

(Coordenador)

CEP: 70.910-900

E-mail:

fmd@unb.br

Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
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