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RESUMO

A candidiase vulvovaginal é uma inflamacio da mucosa
genital que se desenvolve em decorréncia de infec¢do por
leveduras do género Candida, as quais sdo habitantes
normais do canal vaginal. O quefir é um probidtico que
se apresenta em grios ou grumos, formado por diversos
microrganismos, como por exemplo, varias espécies de
Lactobacillus e leveduras, que vivem em um complexo
sistema de simbiose adsorvidos em uma matriz de
polissacarideos secretados pelo mesmo. O presente
estudo foi realizado com o objetivo de isolar e identificar
leveduras de vulvovaginites recorrentes e testar in vitro
a acdo do quefir sobre estes microrganismos. Para o
isolamento e identificacio utilizou-se CHROMagar-
Candida e confirmagdo bioquimica. O antibiograma
foi realizado pela técnica de pocos. Das 44 amostras
coletadas, 40,91% foram positivas para Candida sp.,
as quais mostraram prevaléncia das espécies nio-
albicans (52,63%) sobre as espécies de C. albicans. No
antibiograma, houve uma sensibilidade de 68,42% de
ambas as populagdes a suspensdo de quefir, enquanto
para o mesmo, veiculado em base nao-idnica, houve
reducdo do espectro de acfdo. Concluiu-se que a
suspensio foi mais eficaz em relacdo a sua associacio
com base nio idnica, o que torna inviavel a veiculacio
desta formulacao.

Palavras-chave: Probidtico. Leveduras. Infecgdes do trato
genital. Antimicrobiano.

INTRODUCAO

As comunidades bacterianas que colonizam a vagina
sdo constituidas de uma mistura complexa e multiespecifica
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com
a predominancia de espécies anaerdbicas, ¢ algumas
espécies de leveduras, como Candida albicans e, em menor
proporg¢do, outras espécies de Candida, como C. glabrata
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e C. parapsilosis (Bauters et al., 2002). Estas comunidades
vivem em equilibrio (comensais), podendo tornar-se
patoégenos em determinadas situagdes. O contetido desta
microbiota esta diretamente relacionado a colonizagdo
por Lactobacillus sp, espécie bacteriana predominante
no meio vaginal, determinando seu pH 4cido (entre 3.5 a
4,5) e inibindo o crescimento de outros microrganismos
potencialmente patogenos a esta regido, gragas a produgdo
de substancias como acido latico, peroxido de hidrogénio e
bacteriocinas (Donders et al., 2000).

A candidiase vulvovaginal (CVV) é uma inflamagao
da mucosa genital e esta entre os principais problemas
ginecologicos que afetam mulheres em idade reprodutiva.
Desenvolve-se em decorréncia de infecgio por leveduras do
género Candida, habitantes normais da vagina ou carreadas
por meio da autotransmissdo da regido perianal (Ferrazza et
al., 2005). Os sintomas tipicos de CVV incluem corrimento
vaginal, semelhante a “leite coalhado” e prurido que se
exacerba a noite, pelo calor local. Outros mais frequentes
sd0: desconforto vulvar, disparcunia ¢ distria. Porém,
nenhum deles ¢ especifico (Bastos et al., 2003).

Na etiologia das vulvovaginites, observa-se que C.
albicans ¢ o agente mais freqiiente, respondendo por 80 a
90% dos casos. Entretanto, tem-se observado um aumento
na freqiiéncia das espécies ndo C. albicans, principalmente
C. glabrata, C. tropicalis e C. guillermondii (Holanda et
al., 2007).

O tratamento convencional se da com uso de
antifungicos poliénicos, como nistatina e farmacos da
classe dos azoéis (Farias & Giufrida, 2002), embora sejam
relatadas formas de tratamentos alternativos contra CVV,
como a a¢ao inibitdria dos lactobacilos sobre o crescimento
da C. albicans (Kinghorn, 1994).

O quefir ¢ uma suspensdo de microrganismos
simbiontes formado por um grande numero de cepas de
bactérias (predominantemente acido-lacticas - BAL) e
de leveduras, ambos encapsulados em uma matriz de
polissacarideos secretados pelas primeiras. Historicamente,
o quefir é originario das montanhas do Caucaso, que
segundo citagdes misticas seria “um presente do profeta
Maomé ao seu povo, para a cura de todos os males”. Em
eslavo, Kephir significa “bem-estar” (Saloff-Coste, 1998).

O presente trabalho teve como principais objetivos:
isolar leveduras de pacientes que tinham apresentado
ao menos um caso de CVV para entdo agrupa-las como
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C. albicans e ndo-albicans; avaliar a possivel ag@o
antimicrobiana da suspensdo lactea do quefir em relacao
a estas cepas e, por fim, sugerir a associacao do quefir a
uma base nao-idnica de forma a ser usada em casos de
candidiase vulvovaginal.

MATERIAL E METODOS

Coleta do material

Foram coletadas 44 amostras de secre¢do vaginal,
usando swab estéril e tubos contendo Caldo Sabouraud
Dextrose (DIFCO, USA) suplementado com 100pg. mL"!
de cloranfenicol, de pacientes e enfermeiras da Clinica de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario Alzira
Velano — Alfenas/MG, que tiveram ao menos um episodio
de candidiase vulvovaginal.

Isolamento e identificaciao

Do material coletado foram inoculados 10 puL em
placas contendo CHROMagar- Candida e incubadas a
28°C por 48 a 72 horas.

Confeccionaram-se laminas coradas pela técnica
de Gram de todas as amostras, seguido da observagio das
mesmas em microscopio dptico, para a detecgdo de células
caracteristicas de leveduras.

A identificacdo das espécies foi realizada utilizando
meio cromogénico CHROMagar- Candida, preparado e
estocado de acordo com as instruc¢des do fabricante. A leitura
das placas e a interpretagdo dos resultados realizaram-se
pela observagdo da morfologia e pigmentacdo das coldnias.

As provas do tubo germinativo e da assimilagdo de
carboidratos (sorbitol, manose, ribose, lactose, maltose,
rafinose, inositol, sacarose, xilose, galactose, dulcitol
e dextrose), foram realizadas de acordo com Sidrim &
Moreira (1999).

Cultivo do Quefir

Os grios de quefir foram recuperados e
restabelecidos através de fermentagdes sucessivas pela
adi¢do de leite pasteurizado, na proporcao de 1:10 e
mantidos em temperatura ambiente. A cada 48 horas,
o mesmo era filtrado de maneira estéril e os graos eram
novamente misturados com leite.

Sensibilidade in vitro

A técnica de pogos foi utilizada (NCCLS, 2002).
Para tanto, foram semeados em meio Sabouraud (Difco)
0,lmL de inoculos dos microrganismos, preparados
em salina estéril e com culturas em fase log e turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland (108
microrganismos/mL). Com um tubo de Khan, cerca de
6mm de diametro, foram feitos 7 pogos, equidistantes
entre eles e as bordas das placas, onde foram colocados
a suspensdo do quefir, leite fermentado (Yakult®), creme
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ndo i6nico (Tabela 1) (sem a adi¢do de metilparabeno) com
50% da suspensao de quefir e com 50% do leite fermentado,
controle positivo (Nistatina 25000 Ul/g — Creme vaginal —
TEUTO®) e controle negativo (base ndo i6nica com e sem
metilparabeno). As placas foram incubadas a 28°C por 48
horas, sendo as leituras do didmetro dos halos de inibi¢ao
realizadas com auxilio de um paquimetro.

Tabela 1. Composigdo do Creme Base Nao I6nico

Componentes Quantidade (%)

Lanette N® 15,00
Oleato de decila 3,00
Oleo Mineral 2,00
Propilenoglicol 5,00
BHT* 0,05

Agua destilada q.s.p. 100mL

*Butilhidroxitolueno

RESULTADOS

Das 44 amostras coletadas, 40,91% foram positivas
para Candida sp. A microscopia demonstrou que em todas
as pacientes havia a presenga de bacilos Gram positivos, o
que ¢ esperado no canal vaginal. Nos casos positivos, havia
ainda a presenga macica de células leveduriformes. Além
destes, 25,00% apresentaram cocos Gram positivos, que
indica contaminagdo, por ser o canal vaginal muito proximo
ao anus, onde estes microrganismos sdo predominantes
(Tabela 2).

O isolamento presuntivo realizado em CHROMagar
avaliou as caracteristicas fenotipicas das colonias, que
foram confirmadas com testes bioquimicos (Tabela 3).

Observou-se uma prevaléncia de 47,37% de C.
albicans, constatando-se uma prevaléncia maior (52,63%)
das espécies ndo-albicans. Denominou-se a espécie
Candida sp  aquelas ndo compativeis com a identidade
bioquimica.

Quanto a sensibilidade das cepas isoladas ao quefir,
os dados sdo demonstrados na Tabela 4.

A suspensdo de quefir mostrou-se mais eficaz em
relacdo a sua associa¢do a uma base ndo idnica, visto que
esta ¢ a forma de veiculagdo do controle positivo utilizado
(Figura 1).

As cepas nao-albicans apresentaram-se mais
sensiveis a suspensdo de quefir, mostrando também maior
porcentagem de sensibilidade a associa¢@o quefir + base
ndo idnica.

Todas as C. albicans foram resistentes a associagao
quefir + base ndo idnica, entretanto observou-se relativa
sensibilidade a suspensao de quefir. Este fato, possivelmente,
poderia ser explicado pela menor concentragao do quefir
em fun¢do de sua dilui¢do com base ndo idnica.

A resisténcia a suspensao de quefir foi equivalente
entre as populagdes.

O quefir apresentou uma eficacia de 68,48% na
inibi¢do das leveduras analisadas.

A determinacdo da CIM e CMM néo foi possivel,
devido a inadequagdo da suspensao de quefir a metodologia
padronizada pelo NCCLS (2002).
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Tabela 2. Prevaléncia de leveduras, isoladas de candidiase Tabela 3. Distribui¢do das amostras obtidas de acordo com a

vulvovaginal, nas laminas coradas pelo método de Gram. morfologia e pigmentacdo das colonias em CHROMagar

AMOSTRAS GRAM AMOSTRAS gg';{%',ﬂ,l'?gsar CONFIRMAGAO BIOQUIMICA

1 BGP"; Leveduras 1 Verdes, Lisas Candida albicans

2 BGP; Leveduras 2 Brancas, Lisas Candida sp

3 BGP 3 -

4 BGP; Leveduras 4 Verdes, Lisas Candida albicans

5 BGP; Leveduras 5 Verdes, Lisas Candida albicans

6 BGP; Leveduras 6 Brancas, Lisas Candida sp

7 BGP; Leveduras 7 Brancas, Lisas Candida sp

8 BGP; Leveduras 8 Brancas, Lisas Candida sp

9 BGP 9 -

10 BGP 10 -

1" BGP; CGP®@; CGN® 1 -

12 BGP; CGP; CGN; Leveduras 12 Roxas, Lisas Candida sp

13 BGP; CGP; Leveduras 13 Roxas, Lisas Candida sp

14 BGP; CGP; BGN®: Leveduras 14 Verdes, Lisas Candida albicans

15 BGP 15 - -

16 BGP 16 - -

17 BGP 17 - - )

18 BGP; Leveduras 18 Azuis, Rugosas Roxas, Lisas 8:2%5: gz

19 BGP 19 - -

20 BGP 20 - -

21 BGP; Leveduras 21 Verdes, Lisas Candida albicans

22 BGP; Leveduras 22 Verdes, Lisas Candida albicans

23 BGP; Leveduras 23 Roxas, Lisas Candida sp

24 BGP 24 - -

25 BGP; CGP; Leveduras 25 Verdes, Lisas Candida albicans

26 BGP; CGP 26 B} )

27 BGP 27 B N

28 BGP 28 - -

29 BGP 29 - -

30 BGP; CGP 30 B )

31 BGP; CGP 31 . -

32 BGP 32 - -

33 BGP; CGP 33 - -

34 BGP 34 N )

35 BGP 35 - -

36 BGP 36 - -

37 BGP; CGP 37 B )

38 BGP 38 - -

39 BGP 39 - -

40 BGP 40 - -

41 BGP; Leveduras 41 Verdes, Lisas Candida albicans

42 BGP 42 - -

43 BGP; CGP; Leveduras 43 Roxas, Lisas Candida sp

44 BGP; Leveduras 44 Verdes, Lisas Candida albicans
(DBGP: Bacilos Gram Positivos; PCGP: Cocos Gram Positivos ; )CGN: Controle positivo  Verdes Candida albicans
Cocos Gram Negativos; “BGN: Bacilos Gram Negativos * Auséncia de crescimento

Tabela 4. Sensibilidade de cepas de Candida, isoladas de candidiase vulvovaginal, ao quefir.

Cepa Controle Positivo Controle Negativo S;f{gnﬁcg?se ?gsse?fgng}'ca mais Quefir i\;ﬁg +Basendo ot

1. C. albicans 12,00° - - 7,50 9,50 - -

2. Candida sp 9,33 - 9,33 9,33 10,33 - 7,67

4. C. albicans 11,00 - - 8,00 7,00

5. C. albicans 11,00 - - 8,00 - - -

6. Candida sp 3,67 - 8,00 2,00 17,67 8,67 -

7. Candida sp 11,33 - - 7,00 8,67 - -

8. Candida sp 11,33 - 3,00 5,00 8,67 - -

12. Candida sp 15,00 15,33 19,00 18,33 26,00 - 15,00

13. Candida sp 15,67 12,67 13,00 15,00 14,67 4,67 6,67

14. C. albicans 12,00 - - 6,00 9,67 - -

18 a. Candida sp 11,00 - - 10,00 - - -

18 b. Candida sp 10,67 - 8,00 9,33 11,33 - -

21. C. albicans 11,33 - - - 8,67 - —

22. C. albicans 11,00 - - - - - -

23. Candida sp 12,00 9,67 - 9,67 - — -

25. C. albicans 10,33 - - 7,67 6,33 . -

41. C. albicans 13,33 - - - 5,67 - -

43. Candida sp 8,00 - - — - — -

44. C. albicans 12,00 - - — — — -

! Halos de inibig@o de crescimento (mm;? Resisténcia;*Ver tabela 1;* Metilparabeno
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Figura 1. Relagdo entre sensibilidade e resisténcia ao quefir das
populagdes de Candida isoladas de CVV.

DISCUSSAO

Afloravaginal,em mulheres saudaveis ounaauséncia
de infecgdes extensas, ¢ composta predominantemente por
lactobacilos. Durante o periodo reprodutivo, ha grande
aporte de glicogénio nas células epiteliais da vagina,
estimuladas pela presenca de estrégenos. Este glicogénio
¢ metabolizado pelos lactobacilos para formacgdo de acido
lactico, o qual inibe o crescimento de outras espécies
microbianas, principalmente patogénicas e constitui o
principal mecanismo de defesa local (Brolazo et al., 2009).
Este fato explica o achado de bacilos Gram positivos nas
amostras analisadas.

Rosa & Rumel (2004), em estudo com trabalhadoras
em Santa Catarina, observaram a frequéncia de candidiase
vulvovaginal em 19,3% das amostras analisadas. A literatura
relata que esta prevaléncia em pacientes sintomaticas
encontra-se entre 25 ¢ 37%, e em assintomaticas 10%
(Ribeiro et al., 2001). Entretanto, ndo foram encontrados
dados referentes a pacientes que apresentaram pelo
menos um episddio de CVV, o que ndo oferece parametro
de comparacdo com os resultados obtidos no presente
estudo, justificando uma prevaléncia superior (40,91%) de
isolamento.

Em um estudo conduzido por Silva et al. (2009)
foram avaliadas 51 pacientes assintomaticas, das quais
26,7% apresentaram C. albicans, sendo C. tropicalis a
segunda espécie mais isolada (11,1%).

Confrontando com estes resultados, o presente
trabalho demonstrou uma prevaléncia maior das espécies
nao-albicans em casos de CVV, de acordo com a tabela 3.

A acdo antimicrobiana do quefir ¢ demonstrada na
literatura por diversos autores. Rodrigues et al. (2005),
avaliaram a suspensao de quefir em cepas padronizadas da
ATCC de Staphylococcus aureus, Streptococcus salivarius,
Streptococcus  pyogenes, Pseudomonas — aeruginosa,
Salmonella  typhimurtium, Listeria monocytogenes ¢
Candida albicans, verificando a efetividade do quefir na
inibicao do crescimento destes microrganismos.

A produgdo de bacteriocinas pelo quefir ¢ um dos
fatores ja estudados que estdo relacionados a sua acdo
antimicrobiana, conforme estudo realizado por Powell et
al. (2007), com cepas de Lactobacillus plantarum isoladas
do quefir.

Neste trabalho, a acdo do quefir em leveduras foi
de 68,42%, comprovando que além da agdo ja descrita na
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literatura em cepas de C. albicans, 0 mesmo acontece em
cepas nao—albicans. Entretanto, a associa¢ao do quefirauma
base ndo ionica diminui seu espectro de a¢do para 31,58%,
possivelmente pela dilui¢do promovida pela mistura, o
que torna invidvel sua veiculagdo nesta formulacdo na
concentragdo usada.

Seguindo os critérios propostos, este estudo revelou
que o quefir é eficaz na inibigdo das leveduras analisadas,
bem como em varias espécies de microrganismos analisadas.
Neste caso, a suspensao mostrou-se mais eficaz em relagao
a sua associagdo com base ndo idnica, o que torna inviavel
a veicula¢do desta formulacdo na concentragdo testada,
possivelmente pela redugdo da concentragdo do probidtico.

ABSTRACT

Test of sensitivity to kefir of Candida spp. strains
isolated from vulvovaginitis

Vulvovaginal candidiasis is an inflammation of the
genital mucosa that develops as a result of infection by
Candida yeast species, which are normal inhabitants of
the vagina. Kefir is a fermented-milk probiotic produced
in the form of grains or flakes, by a symbiotic complex
of microorganisms, among them several species of
lactic-acid bacteria and yeasts, which live encapsulated
in a matrix of polysaccharides secreted by the former.
This study was conducted to isolate and identify yeasts
from recurrent vulvovaginitis and test in vitro the action
of Kefir on these microorganisms. For the isolation and
identification of Candida organisms, CHROMagar-
Candida and biochemical confirmation were employed.
Overall antimicrobial susceptibility was determined by
the agar well diffusion technique. Of the 44 samples,
40.91% were positive for Candida spp., which showed
a prevalence of non-albicans species (52.63%) over
the species C. albicans. In the antibiogram (in vitro
susceptibility test), there was a sensitivity of 68.42%
of both populations to the suspension of kefir alone,
while for Kefir carried in a non-ionic cream base, the
spectrum of action was reduced. It was concluded that
the suspension was more effective alone than when
combined with a non-ionic base, making it impractical
to use this formulation.

Keywords: Probiotic. Yeasts. Genital tract infections.
Antimicrobial.
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