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Revisdo de Literatura

Caracteristicas microbiolégicas do ambiente vaginal tém sido objeto de estudo de
muitos pesquisadores ha mais de um século. Em 1892, Albert Doderlain® demonstrou pela
primeira vez a presenca de lactobacilos no conteldo de mulheres saudaveis e a auséncia
dessas espécies em mulheres apresentando endometrite pds-parto™ Apds essa descricdo
inicial da microbiota vaginal, diversos estudos sobre o tema foram iniciados visando a
compreensdo da composicdo bacteriana deste ambiente. Tais estudos ndo s descreveram
as primeiras altera¢cGes que podem ocorrer na microbiota vaginal, como também puderam
associa-las a algumas complicagGes gestacionais como parto prematuro e baixo peso ao
nascimento””.

Inimeros critérios de avaliagdo microscépica foram desenvolvidas para classificacdo
da microbiota vaginal, sendo que todos eles se baseiam na semiquantificacdo microscopica
dos morfotipos bacterianos encontrados e na proporcao observada de lactobacilos em
relacdo aos demais morfotipos que podem ser encontrados®™. Dessa forma, a
predominancia de morfotipos compativeis com lactobacilos neste ambiente em relacdo as
demais espéciescaracteriza uma microbiotavaginal normal™**?. Muitas espécies de
lactobacilos ja foram descritas na microbiota humana, enquanto que no ambiente vaginal
normal as principais espécies descritas sao Lactobacillus iners, L. crispatus, L. gasseri, L.
jensenii, L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L. casei, L. vaginalis, L.

13-15

delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri e L. rhamnosus~"~". Dentre essas, as mais frequentemente

identificadas em mulheres em idade reprodutiva sdo L. iners, L. crispatus, L. gasseri e L.
16,17

jensenii, cuja prevaléncia varia de acordo com a origem da populagdo e etnia

Os lactobacilos se tornam bactérias predominantes no ambiente vaginal logo apdsa



menarca, quando hd aumento dos niveis de estrogéniolg. De fato, sob acdo estrogénica, as
células epiteliais vaginais aumentam suas reservas de glicogénio, que é um importante
substrato para os lactobacilos que, por sua vez, liberam acido latico como produto desse

19,20

metabolismo™“". Devido a liberacdao de acido latico pelos lactobacilos, ha diminuicdao do pH

vaginal que inibe a proliferacdo excessiva de outras bactérias anaerdbias, também

21,22

encontradas nesse ambiente”~““. Além disso, grande parte das linhagens de Lactobacillus sp.

possuem capacidade de liberar perdxido de hidrogénio e bacteriocinas no ambiente vaginal,

conferindo importante atividade antimicrobia na??,

O papel protetor dos lactobacilos ja foi demonstrado por diversos estudos®?® e,
assim, a deplecdo total ou parcial destes micro-organismos que ocorre concomitantemente
3 sua substituicio por outras espécies bacterianas, anaerébias em sua maioria®’, pode levar
ao estabelecimento de importantes alteracdes na microbiota vaginal. Tais alteracdes podem
exercer efeito deletério para a saude reprodutiva da mulher visto que estdo associadas a
inUmeras complicacdes ginecoldgicas e obstétricas®®. As intercorréncias ginecoldgicas
associadas a alteracdo na microbiota vaginal incluem doenca inflamatéria péIvica29 e as
infeccbes pés—cirl]rgicas3°, além doaumentodo risco de aquisicdo de doencas sexualmente
transmissiveis dentre elas Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida3l’32, herpes genital33,
tricomoniase®® e endocervicite clamidiana e gonorréiaSS. J& mulheres gravidas com
microbiota vaginal alterada apresentam maior risco de aborto espontaneo, corioamnionite,
trabalho de parto pré-termo, parto pré-termo e, como consequéncia, baixo peso ao
nascimento®*>°.

A primeira descricio de uma entidade relacionada a alteracdo de microbiota

vaginalfoi realizadaem 1955 por Gardner &Dukes™. Tais autores atribuiram a denominacio

“vaginite ndo especifica” a uma condicdo da microbiota vaginal encontrada em mulheres
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com sintomas vaginais incluindo mau odor e aumento do corrimento das quais eram
isoladas Haemophilus vaginalis, espécie bacteriana a quem foi atribuida, naquele momento,
a etiologia da vaginite recém-descrita. Atualmente tal espécie bacteriana, inicialmente
incluida no género Haemophilus, é denominada Gardnerella vaginalis**. Por algum tempo
considerou-se que a G. vaginalis era o Unico agente etiolégico dessa alteracdo de
microbiota, que posteriormente, devido a auséncia de infiltracdo leucocitdria no local,
passou a ser denominada vaginose bacteriana®.

A vaginose bacteriana é uma condi¢do que acomete cerca de 30,0% das mulheres da
populacdo geral, sendo que sua frequéncia varia conforme a etnia, sendo mais prevalente
emafro-descendentes*.Sintomas s3o relatados em apenas 50,0% das mulheres com essa
condicdo e incluem aumento do conteudo vaginal, prurido e, principalmente, o mauodor
vaginal*’. A alta porcentagem de mulheres assintométicas dificulta o diagndstico da
condicdo, deixando grande parcela da populacdo em idade reprodutiva sob risco aumentado
das complica¢des associadas as alteracdes de microbiota vaginal.

Embora a composicdo bacteriana de mulheres commicrobiota vaginal alterada ja
tenha sido descrita'’, ainda muito se discute sobre a etiologia dessa condi¢o. De fato, ja foi
demonstrado que a G. vaginalis é a bactéria mais comumente isolada tanto de mulheres
sintomaticas quanto mulheres assintomdticas com microbiota alterada®. No entanto,
trabalho precursor realizado em 1969* demonstrou que a inoculagdo de G. vaginalis obtida
a partir de culturas puras em mulheres saudaveis ndo foi capaz de causar alteracdo vaginal
na maior parte das mulheres testadas, enquanto que a inoculagdo do conteludo vaginal de
mulheres com vaginose bacteriana no canal vaginal de mulheres com flora normal fez com

gue a maioria destas também desenvolvesse tal alteracdo de microbiota. Tais achados

apontam para a grande complexidade microbiolégica da vaginose bacteriana dificultando a
11



atribuicdo da sua etiologia a uma ou a um conjunto de espécies. Estudos realizados
utilizando cultura do material vaginal identificaram diversos géneros de bactérias neste
ambiente, como G. vaginalis, Mobiluncus sp., Bacteroides fragilis, Prevotella sp.,
Mycoplasma hominis, Peptoniphilus anaerobius*™’.

Além da dificuldade de entendimento da fisiopatologia da vaginose bacteriana, a
grande diversidade bacteriana encontrada nesta condicdo dificulta qualquer tentativa de
diagnéstico utilizando métodos baseados em cultura. Dessa forma, passou-se a estudar
critérios clinicos*® e microscépicos baseados na semiquantificacio e proporcdo entre os

1*9°° 0 método de analise dos esfregacos descrito

morfotipos existentes no conteudo vagina
por Spiegel et al.’sugeriu que a microbiota vaginal fosse dividida em duas classes. De acordo
com estes pesquisadores, as floras, quando na presenca de lactobacilos, poderiam ser
classificadas como normal, enquanto que os esfregacos vaginais com auséncia ou com
poucos lactobacilos e predominancia de G. vaginalis ou outras bactérias eram interpretados
como vaginose bacteriana. Este critério foi amplamente utilizado até 1991, quando Nugent
et al.® padronizaram um método de classificacdo da microbiota vaginal considerado hoje o
padrdo ouro para o diagndstico da vaginose bacteriana. Tal metodologia consiste na
avaliacdo microscdpicade esfregacos corados pela técnicade Gram e classifica a microbiota
vaginal em 3 categorias seguindo o sistema de escore, onde 0-3 determinam a flora normal,
4-6 referem-se a flora intermedidria e escores de 7 a 10 caracterizam a vaginose bacteriana.
Tais escores sdo atribuidos de acordo com a semiquantificacdo das bactérias existentes,
levando em conta a morfologia e o padrdo de coloragao.

No entanto, ao longo dos anos, novas classificacdes da microbiota vaginal®%>*

para
os esfregacos de conteudo vaginal foram propostas. Todas estas classificagdes possuem um

objetivo comum que consiste em padronizar um método de analise de esfregacos que
12



contemple todos os morfotipos bacterianos em uma sé classificagdo. Uma delas foi
estabelecida por Ison& Raysz, gue acrescentam duas outras classes a classificacdo proposta
por Nugent8: classe 0, indicando auséncia de bactérias e classe 1V, caracterizada por células
epiteliais cobertas somente por cocos Gram-positivos. Um estudo comparativo destas duas

principais classificacdes foi realizado por Chawla et al.>

e demonstrou que existe boa
correlagdo entre esses métodos em esfregacos classificados como normais e com vaginose
bacteriana. Portanto, por ser considerado um método de facil execucdo e altamente
reprodutivel, o critério estabelecido por Nugent et et al.® é o mais utilizado para o
diagndstico microscopico da vaginose bacteriana. Embora a identificacdo das mulheres com
vaginose bacteriana seja feita com sucesso por esse critério, algumas questdes permanecem
acerca da composicao microbioldgica e relevancia clinica dos casos classificados como flora
intermediaria. Tal questdo se torna ainda mais relevante quando se considera as evidéncias
da literatura acerca das complicacGes obstétricas e ginecoldgicas associadas a esse padrdo
de flora vaginal54'56.

Tendo em vista aimportancia clinica e a dificuldade de interpretacdo do diagndstico
da flora intermedidria estabelecida por Nugent et al.%, Donders et al. 2002 propuseram uma
nova classificacdo baseada ndao sé nos achados microbioldgicos, mas também na quantidade
das células epiteliais descamativas e presenca e quantidade de leucécitos encontrados no
conteuddo vaginal. Baseado nesse sistema de classificacao, tais autores descreveram uma
nova alteracdo de microbiota vaginal denominada vaginite aerdbia, que é caracterizada pelo
aumento de leucécitos local, presenca de células parabasais, aumento do pH, além de uma
composicdo bacteriana distinta daquela encontrada na VB'. Além disso, tais autores

sugeriram gue muitos dos casos classificados como flora intermediaria utilizando os critérios

de Nugent et al.® estejam contidos dentro do grupo classificado como vaginite aerdbia,
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guando utilizado o novo método proposto. Isso explicariainclusive a discordancia, ja relatada

.3 entre os métodos de Nugent et al.®e Ison & Hay52 em relacdo a flora

por Chawla et a
intermediaria.

Mesmo com as diversas classificacdes microscopicas, o diagndstico assertivo das
altera¢des de microbiota vaginal continua sendo alvo de diversos estudos, pois muitas das
espécies estudadas, como Atopobium vaginae, Leptotrichia sp, Megasphaera SP, Bacterial
vaginosis-associated bactéria (BVAB)-1, (BVAB)-2, (BVAB)-3'"°""% s30 encontradas no
conteudo vaginal, no entanto, s6 puderam ser detectadas em estudos mais recentes que
utilizaram técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e clonagem
seguida de sequenciamento do gene bacteriano RNAr 16S.

Além da composicdo bacteriana no conteddo vaginal, estudos foram realizados
objetivando a avaliacdo da carga bacteriana no contetdo vaginal como possivel ferramenta
para o diagndstico da vaginose bacteriana®. De fato, embora mulheres normais e com
vaginose bacteriana, segundo Nugent et al®, apresentem G. vaginalis no ambiente vaginal, a
guantificacdo dessa espécie apresenta disparidades nos diferentes padrdes de microbiota,
como a vaginose bacterianaso, flora normal®® e flora intermediaria®. Além disso, Fredricks et
al.®® demonstraram gue a presenca de Leptotrichia sp, Megasphaera sp, somada a de A.
vaginae, apresenta maiores valores de sensibilidade para o diagndstico de VB quando
comparada aos critérios de Amsel et al®® e Nugent et al.® Embora os métodos de
guantificacdo bacteriana por biologia molecular tenham se mostrado ferramenta util para a
classificacdo da flora vaginal, ainda apresentam alto custo e maior tempo para execucao,
guando comparados aos métodos microscopicos.

Muitos estudos se basearam em métodos de cultura, microscopiae algumas

ferramentas de biologia molecular com a finalidade de caracterizar a composicdo bacteriana
14



da microbiota vaginal normal e alterada, no entanto todos esses métodos possuem

59,64 |17

limitacdes metodoldgicas. Sendo assim, Ravel eta realizaram o maior estudo do
microbioma vaginal até o momento, empregando sequenciamento de high throughput do
gene bacterianano RNAr 16S, que permite a determinacdo exata das espécies bacterianas
presentes no ambiente vaginal, bem como a abundancia relativa de cada uma delas. Os
dados desse estudo revelaram que, apesar da grande diversidade microbiana vaginal, as
comunidades bacterianas de mulheres em idade reprodutiva podem ser agrupadas em 5
tipos, conforme a maior abundancia de determinadas espécies em sua composi¢do. Do total
de 5 tipos de comunidades bacterianas vaginais descritas, 4 sdo caracterizadas pela
predominancia de uma das espécies de lactobacilos: L. iners, L. crispatus, L. gasseri e L.
jensenii nas quais se concentram cerca de 75,0% das mulheres. Ja na comunidade bacteriana
vaginal remanescente, a predominancia de espécies de lactobacilos é substituida por grande
diversidade de outras espécies bacterianas, sendo que tal comunidade abriga grande parte,
embora ndo a totalidade dos casos de vaginose bacteriana determinados pelos critérios de
Nugent et al® J4 com relacdo a flora intermedidria, estes casos podem ser encontrados
dispersos pelas 5 comunidades descritas, mas com a maioria deles na comunidade dominada
por L. iners ou naquela sem predominancia lactobacilar.

Existe uma relacdo muito estreita entre a microbiota vaginal e o sistema imune
local®®>. Sendo assim, o estudo da resposta imune aos diferentes tipos de microbiota
realizado por diversos autores demonstraram que o organismo responde ao desequilibrio na
microbiota vaginal através de mecanismos da imunidade inata, resultando em aumento local
de diversas citocinas pré-inflamatérias, principalmente a Interleucina (IL)-1beta®. De fato,

na vaginose bacteriana encontramos um aumento expressivo de IL-1beta67, citocina chave

na resposta imune inata contra micro-organismos. No entanto, aumentos expressivos desse
15



mediador pode ocasionar lesdo tecidual, que é um dos mecanismos propostos para a
associacao da vaginose bacteriana com o maior risco de aquisicdo de doencas sexualmente
transmissiveis®®®. Inclusive ja foi demonstrado que existe um aumento da infectividade pelo

HIV e Herpes simplex virus 2 em mulheres com aumento nos niveis vaginais de IL-1beta®.

A IL-1beta induz a producdo de uma série de outros mediadores, inclusive IL-8°7%°. 0
aumento de IL-1beta e IL-8 ocorre ndo sé na vaginose bacteriana, mas também na flora
intermediaria’®. No entanto, embora j& tenham sido descritas algumas alteracdes nos
mediadores da imunidade local na presenca da flora intermediaria, o padrdao de liberacdo
das citocinas na presenca desse tipo de microbiota vaginal ainda ndo é bem estabelecido.

Além da IL-1lbeta, outra citocina que é rapidamente liberada apds estimulos
bacterianos é o fator de necrose tumoral (TNF)-alfa. Entretanto, estudos ndo revelaram
aumentos significativos de seus niveis em pacientes com microbiota vaginal alterada®®’°.
Porém, ja foi demonstradamaior producdo in vitro dessa citocina por células epiteliais
guando estimuladas com sobrenadante de conteldo vaginal de mulheres com vaginose
bacteriana’'. Dessa forma, sugere-se que também haja maior producdo dessa citocina in
vivo, que, assim como a IL-1beta, também é um possivel mecanismo pelo qual ha aumento
da transmissdo do HIV na presenca da vaginose bacteriana’’. Com relacdo a IL-6, niveis
inalterados dessa citocina sdao encontrados na flora intermedidria e vaginose bacteriana’®’?,
enquanto que estad aumentada na vaginite aerébia’’.

Recentemente foi demonstrado que niveis aumentados de IL-lbeta na vaginose
bacteriana correlacionam-se com o aumento de enzimas bacterianas, as sialidases®. Essas
enzimas sdo produzidas por varias bactérias anaerdbias associadas a vaginose bacteriana’

como G. vaginalis, P. bivia, M. hominis, entre outras®. Sialidases s3o capazes de degradar

diversos fatores protetores da mucosa, tais como o acido sialico de glicoproteinas, dentre
16



elas a IgA, mucinas e receptores celulares de células do hospedeiro69 e, dessa forma, estdo

I”*. Sendo assim, tais enzimas s3o

associadas a evasao microbiana da imunidade vagina
capazes de desregular a resposta antimicrobiana e imunoldgica dos hospedeiros, gerando
um estado de imunossupressao local.

Os achados em relacdo a correlacdo positiva entre niveis vaginais de IL-1beta com
concentragio de sialidases’® tornam-se principalmente importantes em gestantes, ja que
foram considerados importantes fatores de risco para desfechos gestacionais
desfavoraveis®®. Em relacdo a flora intermediaria, Cauci et al.>* demonstraram que este tipo
de flora se comporta como a vaginose bacteriana para a atividade de sialidase, incluindo os
mesmos riscos adversos da gestagdo. Ainda neste contexto, Marconi etal.”® obtiveram os
mesmos resultados em estudos com flora normal e vaginose bacteriana, demonstrando que
a concentracdo de sialidases se correlaciona positivamente com IL-1beta.

A producdo de IL-10 foi primeiramente determinada em células Th2 e se considerava
gue esta citocina era produzida apenas por células do sistema imune, no entanto ja foi
demonstrado que pode também ser produzida e liberada por queratindcitos, células
epiteliais e células tumorais’’. No contetdo vaginal, foi demonstrado que a microbiota local
nao interfere na producdo de IL-10, visto que ndo ha diferenca nos niveis dessa citocina na
vaginose bacteriana e na flora normal’?.

Ainda com papel importante na regulacdo da cascata de mediadores da resposta
imune inata, a atividade da IL-1beta é modulada por um antagonista de receptor de IL-1 (IL-
1ra), que compete pelos seus sitios de ligacdo, porém sem capacidade de induzir sinais de
transducdo nas células. A sintese do IL-1ra ocorre num periodo mais tardio da infeccdo com

a finalidade de interromper a fase aguda da inflamacdo e seus possiveis danos a células

sadias’®. O gene do IL-1ra é localizado no cromossomo 2 préximo ao da IL-1beta e possui
17



uma regiao penta-alélica em seu intron 2 que contém um numero variavel de repeticdes em
tandem (VNTR — VariableNumber Tandem Repeat) com 86bp79. J& foram descritos cinco
polimorfismos nessa regido VNTR, sendo que a presenca de homozigose para o alelo 2
(VNTR2), constituido por duas repeticdes em tandem, confere um aumento na producdo do
IL-1ra e estd relacionado com um aumento quantitativo na composicdo bacteriana na
microbiota vaginalgo. Dessa forma, sugere-se um papel deste mediador inflamatdrio para o
desenvolvimento da vaginose bacteriana, ja que um desbalanco na razdo IL-1b/IL-1ra
causado pelo nivel aumentado de IL-1ra podem prejudicar o papel protetor da IL-1b contra
infeccdes™.

Tendo em vista a importancia da resposta imune e a caracterizacdo dos diferentes
tipos de flora encontrados nas mulheres em idade reprodutiva, estudos recentes
demonstram que existe uma limitacdo em relacdo a estudos transversais da microbiota
vaginal. Atualmente os trabalhos mostram que a microbiota vaginal é altamente variavel

8182 Em estudo de Brotman et al.®?, foi observado que

guando avaliada longitudinalmente
metade das mulheres participantes do estudo apresentou uma flora flutuante durante 16
semanas, quando avaliadas seguindo a classificacdo de Nugent et al® Sendo assim, os
estudos prospectivos para caracterizacao da microbiota e sua relacdo com a imunidade do
hospedeiro tornam-se cada vez mais importantes para esclarecer a dinamica damicrobiota
vaginal, uma vez que a rapidaflutuacdao da microbiota faz com que os estados temporarios
avaliados nos estudos transversais apresentem significados clinicos limitados.

Apesar das importantes descobertas em relacdo ao microbioma vaginal de mulheres
em idade reprodutiva, principalmente em relacdo as bactérias presentes na microbiota

normal e na alteracdo mais frequentemente encontrada que é a vaginose bacteriana, o

conhecimento da dindmica que envolve uma entidade importante, porém pouco estudada
18



gque é a flora intermedidria, continua escasso. Nesse sentido, estudos prospectivos
relacionados ao estudo do microbioma e da regulacdo da imunidade inata nessa condicao
sdao de fundamental importancia para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na

manutenc¢do de uma microbiota vaginal saudavel.
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Resumo

Espécies de lactobacilos sdo os principais componentes da microbiota vaginal e a
manutencdo do predominio lactobacilar é importante para protecdo desse ambiente contra
possiveis patdgenos. A vaginose bacteriana € uma condi¢cdo em que se observa a perda de
lactobacilos e substituicdo desses microrganismos por espécies bacterianas, anaerébias em
sua maioria. Tal condicdo pode acarretar inUmeras complicacGes ginecoldgicas e obstétricas,
como o aumento do risco de aquisicao de infeccbes sexualmente transmissiveis, parto
prematuro e baixo peso ao nascimento. O principal método utilizado para o diagndstico da
vaginose bacteriana é o proposto por Nugent et al. (1991) e se baseia na classificacdo da
microbiota vaginal em flora normal, intermediaria e vaginose bacteriana. Enquanto que o
perfil imunoldgico e microbiolégico da vaginose bacteriana tenha sido amplamente
estudado, pouco se sabe sobre tais caracteristicas na flora intermediaria. Portanto, o
objetivo desse estudo foi caracterizar a flora intermediaria quanto aos niveis cérvico-vaginais
de Interleucina (IL)1-beta, IL-6, IL-8, IL-10, fator de necrose tumoral (TNF)-alfa, antagonista
de receptor de IL-1(IL-1ra), sialidases bacterianas e quanto as cargas de Gardnerella
vaginalise de bactérias totais, além de verificar se o perfil geral observado na flora
intermediaria se assemelha ao de mulheres com flora normal ou com vaginose bacteriana.
Foi realizado um estudo transversal que incluiu 526 mulheres ndo grdvidas em idade
reprodutiva. Deste total, foram constituidos os grupos de estudo de acordo com o padrao de
flora vagina, segundo Nugent et al. Todos os 145 casos de vaginose bacteriana foram
incluidos nas analises, bem como os 63 casos de flora intermedidria e 145 das 318 mulheres
gue apresentaram flora normal. A determinacdo dos niveis cérvico-vaginais de citocinas,
sialidases e a carga bacteriana foram realizados por, respectivamente, ELISA, conversdo de
MUAN e PCR em tempo real quantitativo. Todos os dados obtidos foram incluidos numa
analise de componentes principais (PCA) para comparar o perfil dos parametros pesquisados
entre os trés grupos de estudo. Os resultados obtidos revelaram que a flora intermediaria
estd associada a niveis aumentados de IL-1beta e IL-10 em rela¢do a flora normal (P<0,0001).
Além disso, quando comparadas as mulheres com vaginose bacteriana, aquelas com flora
intermediaria apresentam aumento de IL-8 (P=0,01). Quanto as sialidases bacterianas, a
flora intermedidria apresentou menor concentracdo vaginal dessa enzima em relacdo a
vaginose bacteriana (P<0,0001). Tanto a carga bacteriana total como a de G. vaginalis
diferiram entre os trés grupos (P<0,0001), sendo as maiores cargas encontradas na vaginose
bacteriana. A PCA mostrou que a flora normal e a intermediaria foram distribuidas de forma
proxima e majoritariamente sobrepostas, enquanto que as amostras referentes as mulheres
com vaginose bacteriana estiveram mais afastadas. Dessa forma, pode-se concluir que
embora a flora intermediaria apresente algumas diferencas de citocinas, sialidases e carga
bacteriana em relagdo a vaginose bacteriana e flora normal, quanto tais parametros sdo
tomados em conjunto, o padrdo geral da flora intermediaria € mais semelhante ao da flora
normal.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to characterize the intermediate flora regarding 1)
levels of Interleukin (IL)-1beta, IL-6, IL-8, tumor necrosis factor-alpha, interleukin 1 receptor
antagonist (IL-1ra), IL-10, 2) sialidase activity, 3) loads of Gardnerellavaginalis and total
bacteria andto verify whether it is closer related those normal floraor bacterial
vaginosis.Study design: This cross-sectional study evaluated a total of 526 non-pregnant
reproductiveaged women.Women were distributed in 3 groups according to pattern of
vaginal flora using Nugent’s scoring system in normal, intermediate and bacterial vaginosis.
Cervicovaginal levels ofcytokines, sialidases and loads of G. vaginalis,and total bacteria were
assessed byELISA, conversion of MUAN and quantitative real-time PCR, respectively. A
principal component analysis (PCA) using the all measured parameters was performed to
compare the samples from the 3 different types of flora.Results: Intermediate flora is
associatedwith increased cervicovaginallL-1beta and IL-10levels in relation to normal flora
(P<0.0001). Also, when compared to women with bacterial vaginosis, intermediate flora has
higher IL-8 level(P=0.01).Bacterialsialidases were in significantly lowerlevels in normal and
intermediate flora thanbacterial vaginosis (P<0.0001).Loads of G.vaginalisand total bacterial
differed among all groups (P<0.0001), being the highest in bacterial vaginosis. Conversely,
PCA showed that normal and intermediate flora samples were closely scattered, while
samples from women with bacterial vaginosis were grouped separately. Conclusions:
Although intermediate flora shows some differences in cytokines, sialidases and bacterial
loads in relation to normal flora and bacterial vaginosis, when taken together all
inflammatory and microbiological parameters measured, general pattern of intermediate

flora resembles normal flora.
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Introduction

Normally, Lactobacillus species are the most frequent components of the vaginal
microbiota.”? Maintenance of a healthy vaginal flora is crucial for protecting women against
several sexually transmitted infections (STI), such as those caused by Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis and human immunodeficiency virus (HIV).>
*The most common type of abnormal vaginal flora is a polymicrobial entity called bacterial
vaginosis in which the lactobacilli-dominated flora is replaced by an overgrowth of anaerobic
bacteria.”Mechanisms by which bacterial vaginosis increases significantly the risk for STI
acquisition and transmission remain poorly understood,®® but it was already shown that the
high levels of proinflammatory cytokines and bacterial sialidases found in this condition

contributes for increasing the local vulnerability for infections.*®!

In fact, vaginal non-
lactoballiload of bacteria is positively correlated with higher levels of interleukin (IL)-1 beta
and several strains of the bacterial vaginosis-associated G. vaginalis are recognized as good
sialidases—producers.lz’13

Bacterial vaginosis can be detected in about 30% of reproductive aged women, but
only half of them report symptoms such as increased vaginal discharge and unpleasant

vaginal odor.**?

The high rates of asymptomatic women with bacterial vaginosis challenges
its diagnosis, leaving an expressive rate of the population in risk for STI acquisition.
Currently, the gold standard for BV diagnosis is the Nugent’s scoring system, which is based
in the microscopic semi-quantification of bacterial morphotypes found in Gram-stained
vaginal smears.'® Using this method, vaginal flora can be classified as normal (scores 0 to 3),
intermediate(scores 4 to 6) and bacterial vaginosis (scores 7 to 10). This is a validated

method that presents good overall interobserver agreement.®Although this is considered a

good tool for bacterial vaginosis detection, the clinical meaning and importance of
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intermediate flora for women’s reproductive health remains a matter of discussion.
Intermediate flora is found in from 19.2% to 30.0 % of the population and is even less

1718 some studies showed that intermediate flora

symptomatic than bacterial vaginosis.
shares several of bacterial vaginosis risk factors and, more importantly, it is also associated
with vulnerability for HIV.Y® However, little is known about the local microbiological and
immunological aspects of women with intermediate flora and literature data have been
controversial whether it should be considered as a transitory type of flora between normal
and bacterial vaginosis or a single different entity.?%*

Considering the increasing evidences from the literature around the deleterious
effect of intermediate flora for women’s health and the few information available regarding
the cytokine and sialidase profile of this condition, the aim of this study was to determine
the cytokine levels of IL-1beta, IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-10 and Tumor Necrosis Factor (TNF)-alpha,
as well as sialidase activity, G. vaginalis and total bacterial load in intermediate flora. We

also aimed to verify whether its overall profile is comparable to normal flora or bacterial

vaginosis.

Material and methods

From 2010 to 2013, 783 non pregnant reproductive aged women attending in one
unit of Primary Health Care in Botucatu for routine cervical cancer screening were invited to
participate of this cross-sectional study. Women were not considered for enrollment if they
were menstruating, reported urinary loss, used antibiotics in previous 30 days and did had
sexual intercourse in the last 48 hours before sampling. Women were not eligible if they
presented vaginal candidosis, cytolitic vaginosis and those who tested positive for C.

trachomatis endocervicitis and/or N. gonorrhoeae. All subjects were informed about the
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study aims and signed a consent form. This study was approved by the Ethics Committee
Board of Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University (Protocol #3629-2010).
Sociodemographic and behavioral data were acquired by applying a standardized
questionnaire.

During the physical exam for routine pap-smear screening, additional vaginal samples
were taken to assess the local pH, 10% KOH testing and to detect, by microscopy, the
presence of Candida sp. pseudo hyphae, Trichomonas vaginalis and for classifying the
vaginal flora according to the Nugent’s scoring system in normal (scores 0-3), intermediate
(4-6) and bacterial vaginosis (7-10).*® Cervical samples were also taken for assessing of
Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae status by PCR, according to methods
previously described.?>?* Additionally, cervicovaginal lavages were performed using 3mL of a
sterile 0.9% NaCl solution and, after allowing contact of the solution with the vaginal wall,
samples were recovered using a plastic pipette. Cervicovaginal lavages samples were
centrifuged at 800 x g for 10 minutes within 4 hours after collection, with pellets and
supernatants stored separately at -80°C until analysis. We excluded of this study those
women whose vaginal smears were not satisfactory for analysis (n=24) and those with blood
in the cervicovaginal samples (n=11).

A total of 179 (22.9%) women tested positive for chlamydia endocervicitis, 14 (1.8%)
for gonorrhea and 2 (0.3%) for both infections and therefore were not considered elegible
for inclusion in the study, as well as those who presented vaginal candidosis (n=25, 3.2%)
and cytolytic vaginosis (n=2, 0.3%). Therefore, among the 526 women enrolled in the study,
bacterial vaginosis was detected in 145 (27.6%), while 63 (12.0%) had intermediate flora and
318 (60.5%) normal lactobacilli-dominated vaginal flora. All pellets and supernatant samples

from cervicovaginal lavages from women with bacterial vaginosis (n=145, 27.6%),
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intermediate flora (n=63, 12.0%) and 145 (27.6%) out of 318 randomly selected women with
normal flora were subjected to determination of bacterial load and cytokine and sialidases
guantification.

Bacterial DNA was extracted from the pellets of 1mL of cervicovaginal samples using
DNEasy Blood &Tissue Kit (Qiagen,Valencia, CA) with final elution in 100uL. Loads innumber
of copies/mL of cervicovaginal samples of G. vaginalis and the conserved sequence of 16S
rRNA were determined by quantitative real-time PCR. Reactions were performed individually
in a final volume of 13 uL using Maxima SYBR Green/ROX (Fermentas, St. Leon-Rot,
Germany), with 2uL of DNA template and the specific couple of primers at 0.3uM (Table 1) in
40 amplification cyclesin LineGeneKequipment (Bioer, China). Unknown numbers of copies
of bacterial DNA from samples were calculated from standard curves of 10-fold serial
plasmids dilution. Plasmids were obtained from a taxon-specific sequence of G. vaginalis
(ATCC 14018) and 16SrRNA from Staphylococcus aureus (ATCC 19095) using broad range

d.24’256.vaginalis and S. aureus

primers (Table 1) to determine the total bacterial loa
amplicons were sequenced in Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) and final sequences were analyzed by BLAST algorithm
(available at www.ncbi.nlm.nih.gov) to confirm they matched to the sequences of interest.
Sequences were then cloned into Escherichia coli DH5-o. (Invitrogen, Carlsbad, CA) and the
final plasmidial DNA was used for determination of the number of copies/uL through the
Avogadro’s equation. All samples were tested in duplicates and retested if more than 1 cycle
threshold was detected between the duplicates. Results from the gPCR, relative to the 2uL
volume of template used, were multiplied by 50 in order to reach the elution volume of

100uL that corresponded to 1mL of cervicovaginal fluid. Thus, final bacterial loads were

expressed by number of copies/mL of cervicovaginal lavages.
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Table 1. Oligonucleotide primers for quantitative real time PCR designed from the 16S rRNA
gene of Gardnerella vaginalis and the broad range 16S rRNA to estimate the total

bacterial load.

Target Oligo name Sequence Amplicon
size
Gardnerella vaginais GV1F 5-TTACTGGTGTATCACTGTAAGG-3' 332bp*
GV3R 5'-CCGTCACAGGCTGAACAGT-3’
Broad range 16S rRNA Eub341F 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ 193bp®
Eub534R 5’-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3’

Interleukin-1beta, IL1-ra, IL-6, IL-8, IL-10 and TNF-alpha levels were measured by ELISA
using Duo Set Kits(R&D Systems,Minneapolis, MN)in the supernatants of cervicovaginal
lavages, according to manufacturer’s instructions. All samples were tested in duplicate and
those with values set above the standard curve range were diluted (1:5 and 1:10) and
retested. The minimum detectable levels in the IL-1beta, IL-1ra IL-6, IL-8 and TNF-alpha
assays were, respectively, 0.1 pg/mL, 775.0 ng/mL, 1.3 pg/mL, 7.8 pg/mL, 0.4 pg/mL. Intra
and inter-assay variability remained <10.0% for all cytokines.

Measurement of sialidase activity in the supernatants was performed using the
fluorogenic substrate 2-(4-methylumbelliferyl)-a-D-N-acetylneuraminic acid (MUAN; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), according to protocol previously described.?® Briefly, assays were
performed in black 96-well plates by adding 50uL of 0.35% MUAN (wt/vol) to 50uL of each
sample. After incubation for 30 minutes at 37°C, the reactions were read at 450 nm, 365 nm
excitation and filter at 420 nm. Samples were tested in duplicate and compared to the
standard curve (range 1000.0-1.0ng/mL) of commercial Clostridium perfringens sialidase
(Sigma-Aldrich, MO). In every assay, a negative control, consisting of a sample previously
heated at 95°C for 15 min, and a positive control of a known sialidase-positive sample with
visible fluorescence on UV transilluminator were included. The minimum detectable levels
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for sialidases was 0.02 ng/mL, while intra- and inter-assay variability remained <5.0%.

Comparison of discrete and continuous variables among the women with normal
vaginal flora, intermediate and bacterial vaginosis was performed, respectively, by Chi-
squared and the non-parametric Kruskal Wallis test, followed by Dunn’s multiple comparison
post-test,when group effects were significant. Bacterial load, cytokine and sialidase levels
among the groups were also compared with Kruskal-Wallis, followed by Dunn’s test.
Analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad, San Diego, CA) and
P<0.05 was considered as significant. Principal component analysis (PCA) is a tool by which
complex data are converted in simple values (principal components), allowing the evaluation
of the samples based on the different variables they express. We performed this analysis to
compare the general profile of normal flora, intermediate and bacterial vaginosis samples
based on the combination of their cytokine levels, sialidase activity, G. vaginalis and total
bacterial loads. An auto-scaled PCA analysis was performed with logigtransformed data using
MVSP software, version 3.13a (Kovach Computing Services, Pentraeth, UK).Post-hoc analysis
showed a power test superior t095%, considering the difference of IL-1beta among the
groups with normal, intermediate flora and bacterial vaginosis.
Results

Sociodemographic, behavioral and gynecologic characteristics of the women enrolled
are shown in Table 2, distributed according their pattern of vaginal flora. The three study
groups did not differ for major of the variables evaluated, but women who were single at
enrollment (p<0.001), withsmoking habit(P=0.02) and that reported at least one previous
episode of bacterial vaginosis (P<0.001)were more frequent in bacterial vaginosisgroup
Regarding the clinical findings at time of enrollment, vaginal pH differed among all groups

(P<0.001), with highest values in bacterial vaginosis, followed by intermediate and normal
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floraThe number of samples with positive or doubtful result at 10% KOH test was also more
frequent in women with bacterial vaginosis and intermediate flora when compared to
normal (P<0.001).

Results of the comparison of the cytokines levels in the cervicovaginal samples
among the three groups showed that for IL-1beta, levels were significantly higher in women
with bacterial vaginosis (56.0pg/mL, 0.0-1950.0) and intermediate flora (28.7pg/mL, 0.0-
462.4)than in normal flora (7.8pg/mL, 0.0-286.2) (Table 3).IL.-1ra levels were significantly
increased in bacterial vaginosis (935.6pg/mL, 775.4-8067.0) when compared to normal flora
(668.5pg/mL, 70.4-4185.0), but not in relation to intermediate flora (1008.0pg/mL, 0.0-
3727.0). When evaluating IL-6 levels, this mediator did not differ between the groups, while
IL-8 was significantly higher in intermediate flora (441.5pg/mL, 0.0-2053.0), when compared
to bacterial vaginosis (260.9pg/mL, 0.0-2220.0), but did not differ from women with normal
vaginal flora (294.3pg/mL, 0.0-2010.0). Women with intermediate flora also had significantly
increased IL-10 (36.7pg/mL, 0.0-417.1) when compared with to normal flora (0.0pg/mL, 0.0-
508.2), but not in relation to bacterial vaginosis (0.0pg/mL, 0.0-62.3). Levels of TNF-alpha did
not differ among the groups.

Sialidase activity was detected in 83 (57.2%) samples from women with bacterial
vaginosis, while in only in 8 (12.7%) women with intermediate flora and 4 (2.8%) with normal
flora (data not shown). Levels of sialidase measured in the cervicovaginal samples from
women with bacterial vaginosis (4.6ng/mL, 0.0-576.4) whereas superior to those from
intermediate (0.0ng/mL, 0.0-0.04) and normal flora (0.0ng/mL, 0.0-5.2), (P<0.001), while
intermediate flora had statistically the same sialidase levels than normal flora (Table 3).
Results on the analyses of the quantitative PCR for G. vaginalis and the conserved sequence

of 16S rRNA, to assess the total bacterial load, showed statistical difference between all the
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groups (Table 3). Bacterial loads were higher in the group of women with bacterial vaginosis,
followed by intermediate and normal vaginal flora.

A PCA was performed to evaluate the distribution of normal flora, intermediate flora
and bacterial vaginosis samples according to the parameters measured. As observed in
Figure 1, samples were distributed in two groups, the one on the left side shows a
predominance of the intermediate and normal vaginal flora, while the other is
predominately constituted by bacterial vaginosis samples. It can be noticed a clear overlap of

normal and intermediate samples in the left side of the graph.
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Table 2.Sociodemographic, behavioral and gynecological characteristics from 353 women

whose samples were included in the study analysis, distributed according to their

pattern of vaginal flora.

Normal flora

Intermediate flora

Bacterial vaginosis

Variables’ (n=145) (n=63) (n=145) P
Age, median (range), years- 32 (15-56)° 33 (18-54)° 31 (14-55)° 0.23
Race (self-defined), n/total (%)’

White 73/106 (68.9)° 39/49 (79.6)° 79/125 (63.2)° 0.11
Nonwhite 33/106 (31.1)° 10/49 (20.4)° 46/125 (36.8)°
Marital status, n/total (%)J
Single 23/125 (18.4)° 10/56 (17.9)° 52/139 (37.4)° <0.001
Married 102/125 (81.6)° 46/56 (82.1)° 87/139 (62.6)°
Years at school, median (range)* 9 (0, 18)° 8(0, 16)° 9 (0, 28)° 0.74
Remunerated activity, n/total (%)° 72/126 (57.1)° 24/53 (45.3)° 78/138 (56.5)° 0.30
Smoking habit, n/total (%)’ 20/128 (15.6)° 7/54 (13.0)° 38/138 (27.5)° 0.02
Sex partners, prior 12 months,
n/total (%)’
Oor1l 117/125 (93.6)° 47/53 (88.7)° 124/139 (89.2)° 0.39
2 or more 8/125 (6.4)° 6/53 (11.3)° 15/139 (10.8)°
Number of vaginal 3(0-7)° 3(0-7)° 2 (0-30)° 0.14
intercourse/week, median (range)£
Previous BV, n (%)! 21/117 (18.0)° 12/46 (26.1)™ 50/123 (40.7)° <0.001
Previous STD, n (%)’ 19/114 (16.7)° 6/47 (12.8)° 9/123 (7.3)° 0.08
Consistent condom use, n (%) 10/79 (12.7)° 8/40 (20.0)° 18/130 (13.4)° 0.54
Hormonal contraception use, prior 34/98 (34.7)° 11/45 (24.4)° 32/126 (25.4)° 0.27
12 months, n/total (%)J
Parity, n/total (%)I
0 44/127 (34.7)° 17/53 (32.1)° 43/138 (30.4)° 0.83
>1 83/127 (65.4)° 36/53 (67.9)° 95/138 (68.8)°
Vaginal pH, median (range) £ 4.4(3.5,6.5) 4.5 (4.0, 6.5)b 5.0 (3.5, 7.0)° <0.001
KOH test, n/total (%)I
Positive or doubtful 17/123 (13.8)° 16/55 (29.1)° 87/133 (65.4)° <0.001

Negative

106/123 (86.2)°

39/55 (70.9)"

46/133 (34.6)°

"Total of women may vary among the categories, as some of the data were unavailable or due to patient’s refusal to answer;
Values followed by the same letter (a,b,c) did not differ statistically ;

£KruskaI»WaIIistest, followed by the Dunn’s multiple comparisons;

IChi—squared test.
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Discussion

This study is the first full description of the cervicovaginal profile of cytokines and
bacterial sialidases levels, as well as the G. vaginalis andtotal bacterial load according to the
pattern of vaginal flora, based on the most widely accepted method for flora classification

I.,16 in normal, intermediate flora and bacterial vaginosis. The

proposed by Nugent at a
inclusion criteria of women in this study were very strict to assure that none of the samples
had any concurrent infection that could interfere in the immunological and bacterial
parameters measured. The analyses of the sociodemographic characteristics in the current
study showed that some of the variables commonly associated with bacterial vaginosis, such

2/.2This inconstancy

as age and ethnicity, were not associated with the type of vaginal flora.
in the findings might be explained by in the fact the we only included women in reproductive
age and the fact that Brazilian population is particularly composed by admixed ethnicities.?

On the other hand, the present data are in agreement with the literature, as women
who reported being single at time of enrollment, had smoking habit and with at least one
previous episode of bacterial vaginosis were more likely to present bacterial vaginosis.SO'
32\We are aware that smoking status can influence vaginal cytokine levels and this might have
produced some biased results in the current study.33As expected, BV women had significant
higher vaginal pH and were more likely to have positive KOHtest, both well-recognized
markers of BV.' Although women with intermediate flora also had significantly increased pH
and positivity at KOH test, clinical diagnosis of this condition using these parameters and
symptomatology is not sufficiently accurate.®*

In agreement with the literature, the cervicovaginal levels of IL-1beta in both,
intermediate flora and bacterial vaginosis, were increased in relation to normal vaginal

26,35-37

flora. As increased cervicovaginal levels of IL-1beta were already associated with
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pregnancy complications, such as abortion and premature birth,® and also with increased
risk for STI acquisition,8 it can be hypothesized that women with bacterial vaginosis and
intermediate flora are at same risk for the deleterious effects of high levels of IL-1beta.
Regarding the IL-6 levels measured in this population, no difference could be observed

39
l.,

among the groups. Although, as recently described by Donders et a IL-6 levels may be

elevated in a particular type of vaginal flora called aerobic vaginitis, several studies have

36404 peinforcing these findings,

failed in demonstrating IL-6 production induced by BV.
Nikolaitchouk et al.*’did not find correlation between the number of bacterial vaginosis-
associated bacteria with IL-6 levels. However, recent study that used a more sensitive
method for cytokine quantification in vaginal samples showed that IL-6 is actually increased
in bacterial vaginosis.**We might have failed in showing this difference, as the commercial
assay used was only able to detect presence of IL-6 in 34% of the samples (data not shown).
Still in relation to the inflammatory response, the pattern of cervicovaginal levels of
IL-8 is controversial. Some studies have shown this chemokine is significantly increased in

37,40

bacterial vaginosis, while other authors have failed in demonstrating such

association.?®®

Actually, IL-8 is a potent neutrophil chemotactic factor and, as bacterial
vaginosis is not associated with increases in neutrophil counts, IL-8 levels are expected to be
unchanged in this condition.**Hereby we were able to show that intermediate flora is
associated with increased IL-8 when compared to bacterial vaginosis, but unchanged in
relation to normal flora. This finding suggests that, in fact, IL-8 may present some differences
in the bacterial composition in relation to normal and bacterial vaginosis flora. Supporting
this evidence, as it was already demonstrated that the quantity of the different bacterial

species found in vaginal flora correlates differently with local levels of IL-8.*?Additionally, it

was recently demonstrated by our group that aerobic vaginitis, an entity that also differs
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from bacterial vaginosis in terms of bacterial composition, increases the local levels of IL-
8.26Although it was known that IL-8 levels correlate negatively with quantity of lactobacilli,*
it is still not well established the exact deleterious effects of increased vaginal IL-8 levels.
However, it was recently shown that in HIV-positive women vaginal IL-8 levels correlate
positively with HIV RNA concentrations,46providing evidence that women with intermediate
flora may present increased HIV shedding and potentially increased risk of transmission.

The proinflammatory cytokine TNF-alpha is normally found in low and unchanged
levels in the lower genital tract from women with normal and altered vaginal flora,*®*® as
supported by the current study that showed same TNF-alpha levels also in intermediate
flora. On the other hand, there are few data available regarding the cervicovaginal levels of
the anti-inflammatory IL-10 and they show no difference between bacterial vaginosis and
normal flora.*'This study is consistent with this finding that indeed normal and bacterial
vaginosis groups have same IL-10 levels, but it also shows that women with intermediate
flora have increased IL-10. It is well established that bacterial lipopolysaccharide induces an
initial burst of pro-inflammatory cytokine production and release by several human cells.
This event is followed by increased IL-10 production for down-regulating the inflammatory
response. Therefore, the high IL-10 level in intermediate flora points out an amplified
inflammatory response found in this condition. When evaluating IL-1ra, another anti-
inflammatory cytokine, it was observed increases only in women with bacterial vaginosis
when compared to those with normal flora. The role of IL-1ra is to modulate the
proinflammatory activity of IL.-1beta and, in agreement with the current findings, it was
already demonstrated that cervicovaginal loads of G. vaginalis correlates with local levels of

this cytokine.*’

Regarding the microbial composition of the vaginal flora, it was already
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demonstrated that bacterial vaginosis is associated with increase in bacterial diversity and

qua ntity.2’7’42

Corroborating with this previous knowledge, it is hereby demonstrated that
total bacterial load is different among all flora types, pointing out that intermediate flora has
increased bacterial load when compared to women with normal flora. Similar results were
found in relation to the sialidase-producer species, G. vaginalis. Despite women with
intermediate flora show higher loads of G. vaginalis when compared to normal flora, no
difference in sialidases levels were observed between this two flora types. It was
demonstrated by Cauci et al.’® that intermediate flora has increased sialidase levels in
relation to normal flora, which differs from our study. This discrepancy in the findings might
be due to the fact that these authors evaluated only pregnant women, while it was recently
demonstrated that pregnant women present increased instability of vaginal microbiota

48

when compared to non-pregnants.” In fact, the finding of increased sialidase levels

2644 and reinforces the

exclusively found in bacterial vaginosisis supported by other studies
immunologic impairment that may be present in the lower genital tract of women with this
condition.*

Although some microbiological and immunological parameters are different in
intermediate flora when compared to those measured in normal flora, PCA analysis showed
that the general pattern this two flora types are similar. Samples from women with bacterial
vaginosis tend to form a distinct group from normal and intermediate flora. However, the
current data provide evidences that intermediate flora should not be overlooked, as it is
associated with significant changes in the vaginal milieu. Moreover, based in the
inflammatory and microbiological variables evaluated, Nugent category of intermediate flora
fails to identify those women at increased risk for the deleterious effects associated with

vaginal imbalanced levels of these parameters.3%4®
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Considering that recent studies have been consistent in demonstrating that vaginal
flora is highly dynamic over time,” > further longitudinal studies should be conducted to
evaluate the hypothesis that intermediate flora do not bring any serious consequences when
detected once, whereas this scenario changes If this condition persists for longer periods of
time. In this case, such women would be at risk for the severe consequences already

associated with this type of flora.
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Ilustrissima Senhora

Prof®. Dr®, Mdrcia Guimardes da Silva
Departamento de Patolegia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr®. Mdrcia,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa
(Protocole CEP 3629-2010) "Estude dos pordmetros da resposta imunidade
inuta local e das enzimas hidroliticas bacterianaz em mulheres com vaginose
bacteriana”, a ser conduzido por Mariana Morena de Vieira Santos Greatti,
orientada por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favordvel aprovado
em reunidio de 02/08/2010.

Situoglio do Projeto: APROVADO. Ao final do execucdio deste Projeto,
apresentar ao CEP "Relatéric Final de Atividades".

Alberto Santos luppi
Secretdrio do
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a senhora para participar da pesquisa “Estudo dos parametros da
resposta imune inata local e das enzimas hidroliticas bacterianas em mulheres com
vaginose bacteriana”, que tem por objetivo analisar alguns aspectos relacionados a
infeccdo genital denominada Vaginose Bacteriana e suas variacbes presentes nos
diferentes casos das mulheres atendidas nos ambulatérios de Ginecologia do HC da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. Sua participagéo implicara em responder as
questdes da entrevista, e submeter-se a exame ginecoldgico, que serdo realizados pelos
clinicos durante a consulta. Para o exame ginecoldgico, sera necessaria a introducdo de um
aparelho de metal, estéril, conhecido como “bico de pato” (espéculo), que afastara as
paredes vaginais, a fim de permitir a visualizacdo das mesmas e do colo do Utero, bem
como a coleta de amostras (secrecdo) para exames laboratoriais. O material da parede
vaginal e do colo do utero sera coletado por meio de um cotonete, para verificacdo dos tipos
de bactérias presentes. Sera, também, realizada coleta de material cérvico vaginal através
da lavagem do local com solucao fisiolégica. Esta pesquisa € de responsabilidade da
doutoranda Camila Marconi, sob orientacdo da Prof? Dr2. Marcia Guimardes da Silva, do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e com a
colaboracdo da Profa. Adjunta Anagléria Pontes, do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Pelo presente instrumento, eu
devidamente esclarecida, ciente dos procedimentos aos quais serei submetida, nao
restando quaisquer dividas a respeito do lido e explicado, e ciente, também, de que as
informagbes serdo utilizadas exclusivamente pelas pesquisadoras, que manterdo sigilo
sobre minha identidade, e que as mesmas estardo disponiveis para responder a quaisquer
perguntas e de que posso retirar este consentimento a qualquer hora sem prejuizo do
meu atendimento neste Hospital, firmo meu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO, concordando em participar da pesquisa proposta.

Esse documento, apds aprovacao do CEP, serd elaborado em duas vias, sendo uma entregue a
paciente pesquisada e outra serd mantida em arquivo pela pesquisadora.

Botucatu, de de 2010.

Assinatura da paciente

Mariana M. de V. S. Greatti Profd. Dr2, Marcia G. da Silva
Rua José Quintiliano Alves, n° 74 Rua Izidoro Bertaglia, 746
Jardim Boa Vista, Avaré, SP Jd. Chécara dos Pinheiros,Botucatu,SP
Fone: 14 37312003 Fone: 14 3814-2417
e-mail: mariana_morena@hotmail.com e-mail: mgsilva@fmb.unesp.br
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Questionario de coleta

Etnia: Branca N&o-branca

Estado civil:  Unido-estavel Solteira

Escolaridade (anos na escola)..........ccccccevvviiiiiiieiiieinieiiiinn,
Profiss@o.......ccccc v,
Fumante Sim N&o Cigarros/dia (N0 ano anterior):.........ccoeeeeveevvnnnnn.

Antecedentes ginecolégicos:
Numero de parceiros sexuais (1 ano): 1 2 >2

Frequéncia de relagBes SEXUAIS..........uuviiieriiiiiiiiiiiie e

Data do ultimo coito:

HIStOra d€ VB @NEEIION. ....cciiiieeiieciiiiie ettt e e s e e e e e e e e e e snnrneeeeeeeeeeanns
HiStOria de DST ANLEIION. . ..ciieeeiii ittt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e aaans

Métodos contraceptivos (4 meses anteriores):

DIU Pilula/Tipo......cccceevnneee. OULrO .eovveeeeeiiiiiee,

Antecedentes obstétricos:
Paridade: Nulipara Multipara

Intercorréncias em gestacdes anteriores (parto prematuro, rotura prematura de membranas,

aborto espontaneo, morte fetal): ........coevveiiiiiiiiii

pH: Whiff: GRAM:

Responsavel pela coleta
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