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1. RESUMO

A microbiota vaginal normal é composta predominantemente por Lactobacillus
spp. que conferem protecdo contra infeccdes por patdégenos, por meio da
producdo de acido latico, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas. Diferentemente,
a vaginose bacteriana (VB) é caracterizada pela substituicdo da microbiota de
Lactobacillus spp. por bactérias anaerdbias em sua maioria. A VB é a alteracéo
de microbiota vaginal mais comum em mulheres de idade reprodutiva,
acometendo aproximadamente 30% dessa populagéo. Além disso, a VB é fator de
risco para aquisicdo de infeccBes sexualmente transmissiveis (IST). Diversas
caracteristicas da populacédo ja foram associadas a VB, como idade, etnia,
comportamentos sexual e de higiene. Entretanto, a real composi¢cdo da microbiota
vaginal so foi possivel em 2011 com estudo utilizando o sequenciamento de nova
geracdo do gene bacteriano RNA ribossomico 16S. Foi demonstrado que o
microbioma vaginal pode ser classificado em cinco tipos de comunidades
bacterianas (community-state types, CST). Quatro dessas CSTs tem predominio
de Lactobacillus: L. crispatus (CSTI), L. gasseri (CST Il), L. iners (CST Ill) e L.
jensenii (CST V), enquanto que a CST IV apresenta grande diversidade
bacteriana e engloba a maioria dos casos de VB. Apesar de quatro CSTs
apresentarem predominio de Lactobacillus, o papel protetor da CST lll, dominada
por L. iners, contra aquisicdo de IST tem se demonstrado menor que os demais.
Embora os estudos de microbioma tenham possibilitado conhecer melhor a
relacdo entre as espécies bacterianas com as IST, ndo existe na literatura
informacBes acerca dos fatores sociodemograficos, comportamentais e clinicos
das mulheres associados as CSTs. Desta forma, o objetivo desse estudo foi
identificar as caracteristicas sociodemograficas, comportamentais e clinicas da
populacdo associadas a CST Ill. Incluimos neste estudo transversal 609 mulheres
brasileiras, que buscaram unidades de salde para realizagdo do exame
preventivo do cancer de colo do (tero. As participantes responderam a um
guestionario estruturado para obtencdo de dados sociodemograficos,
comportamentais e clinicos. Para caracterizacdo do microbioma vaginal, amostras
vaginais foram submetidas ao sequenciamento das regides V3-V4 do RNA

riboss6bmicol6S em plataforma Miseq (lllumina, San Diego, CA). Um modelo de



regressao logistica utilizando o método stepwise foi utilizado para testar a
associacdo entre o microbioma dominado por L. iners com todas as variaveis
avaliadas, considerando suas razdes de chances (OR) e intervalos de confianca
de 95% (IC95%) em software Stata (Stata Corp, College station, TX). A maior
prevaléncia foi de CST Ill foi de 36,5% (n = 222), das demais CST foram: CST I,
30,5% (n=186), CST Il 4,4% (n = 27) e CST V 1,2% (n = 7). As demais 167
(27,4%) participantes apresentaram CST IV e ndo foram considerados na andlise.
A andlise multivariada mostrou que as participantes que relataram ter dois ou
mais parceiros sexuais no ano anterior ao estudo apresentaram um risco
aumentado para CST Il (OR: 3,27; IC 95% 1,50-7,11), bem como o achado
microscopico de Candida spp. em esfregacos vaginais (OR: 2,24; IC 95% 1,02-
4,89). Além disso, trés fatores foram protetores para esse tipo de microbioma: uso
de preservativo (OR: 0,59; IC 95% 0,38-0,91), ensino médio completo (OR: 0,61;
IC 95% 0,41-0,91) e consumo diario de leite ou derivados (OR: 0,43; IC 95% 0,20-
0,90). Dessa forma, concluimos que o microbioma vaginal dominado por L. iners é
independentemente associado a caracteristicas da populacdo anteriormente
associadas a VB como baixa escolaridade, multiplos parceiros sexuais e sexo

desprotegido.

Palavras-chave: Microbioma vaginal; Lactobacillus iners; Infeccbes sexualmente

transmissiveis; Vaginose bacteriana; Sequenciamento de nova geracao.



2. ABSTRACT

The normal vaginal microbiota is predominantly composed of Lactobacillus spp.
which confer protection against pathogen infections through the production of
lactic acid, hydrogen peroxide and bacteriocins. Differently, bacterial vaginosis
(BV) is characterized by the replacement of the microbiota of Lactobacillus spp. by
anaerobic bacteria for the most part. BV is the most common vaginal microbiota
alteration in women of reproductive age, affecting approximately 30% of this
population. In addition, BV is a risk factor for the acquisition of sexually transmitted
infections (STIs). Several characteristics of the population have already been
associated with BV, such as age, ethnicity, sexual and hygiene behaviors.
However, the actual composition of the vaginal microbiota was only possible in
2011 with study using the new generation sequencing of the bacterial 16S
ribosomal RNA gene. It has been shown that the vaginal microbiome can be
classified into five types of community-state types (CST). Four of these CSTs have
a predominance of Lactobacillus: L. crispatus (CSTI), L. gasseri (CST Il), L. iners
(CST IlIl) and L. jensenii (CST V), while CST IV shows great bacterial diversity and
involve most cases of BV. Although four CSTs have a predominance of
Lactobacillus, the protective role of CST lll, dominated by L. iners, against IST
acquisition has been shown to be lower than the others are. Although microbiome
studies have made it possible to know better the relationship between bacterial
species and STIs, there is no information in the literature about the socio-
demographic, behavioral and clinical factors of women associated with STIs. Thus,
the objective of this study was to identify the sociodemographic, behavioral and
clinical characteristics of the population associated with CST Ill. We included in
this cross-sectional study 609 Brazilian women, who sought health units for the
cervical cancer screening. Participants answered a structured questionnaire to
obtain sociodemographic, behavioral and clinical data. To characterize the vaginal
microbiome, vaginal samples were submitted to the sequencing of the V3-V4
regions of 16S ribosomal RNA in Miseq platform (lllumina, San Diego, CA). A
logistic regression model using the stepwise method was used to test the
association between the L. iners dominated microbiome with all the variables

evaluated, considering its odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (95% CI)



in software Stata (Stata Corp., College Station, TX). The highest prevalence of
CST Il was 36.5% (n = 222); the other CSTs were CST I, 30.5% (n = 186), CST I
4.4% (n = 27) and CST V 1.2% (n = 7). The remaining 167 (27.4%) participants
presented CST IV and were not considered in the analysis. Multivariate analysis
showed that participants who reported having two or more sex partners in the year
prior to the study had an increased risk for CST Ill (OR: 3.27; 95% CI 1.50-7.11),
as well as the finding microscopic study of Candida spp. in vaginal smears (OR:
2.24; 95% CI 1.02-4.89). In addition, three factors were protective for this type of
microbiome: condom use (OR: 0.59, 95% CI 0.38-0.91), complete high school
(OR: 0.61, 95% CI, 41-0.91) and daily consumption of milk or derivatives (OR:
0.43; 95% CI 0.20-0.90). Thus, we conclude that the vaginal microbiome
dominated by L. iners is independently associated with characteristics of the
population previously associated with BV such as low education level, multiple

sexual partners and unprotected sex.

Keywords: Vaginal microbiome; Lactobacillus iners; Sexually transmitted

infections; Bacterial vaginosis; Next generation sequencing.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A microbiota vaginal foi descrita pela primeira vez em 1892 por Albert
Ddoderleine, jA neste momento, foi considerada como saudavel quando encontrada
a predominancia de espécies do género Lactobacillus’. Ao longo dos anos, a
literatura constantemente tem confirmado a importancia da colonizacao por tais
microrganismos?. Espécies de Lactobacillus sdo responsaveis pela manutencdo
do ambiente vaginal equilibrado, visto que conferem defesa contra patégenos?.
Dentre as linhagens de Lactobacillus spp., grande parte é capaz de liberar
peroxido de hidrogénio e bacteriocinas, conferindo importante capacidade
antimicrobiana*®. Outro importante fator se da pela capacidade que os
Lactobacillus spp. possuem de produzir 4cido latico utilizando o metabolismo do
glicogénio armazenado nas células epiteliais vaginais sob a influéncia do
estrogénio do hospedeiro, dessa forma esses microrganismos contribuem para a
manutencado do pH vaginal normal acido, que também € considerado importante
fator na manutencdo da microbiota vaginal normal®’. Além disso, ao romper
membranas celulares bacterianas o &cido latico estimula a imunidade do
hospedeiro na presenca de lipopolissacarideo presente na parede bacteriana de
algumas espécies®. Curiosamente, h4 uma pequena porcentagem de mulheres
gue podem apresentar microbiota vaginal diversa com pH local acido, composta
por espécies também produtoras de acido latico®°, embora os métodos utilizados
para identificacdo bacteriana nesses casos sejam atualmente questionaveis.

Devido a capacidade protetora das diferentes espécies de Lactobacillus,
varios trabalhos tiveram por objetivo realizar avaliacdo individual de cada espécie.
Um dos primeiros estudos, ao avaliar a capacidade de producdo de peroxido de

hidrogénio demonstrou que apenas 9% dos isolados de L. iners apresentaram
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essa capacidade, enquanto que 95% dos isolados de L. crispatus foram capazes
de produzi-lo*'. Com relagdo a producéo de acido latico, ja foi demonstrado que L.
iners produz majoritariamente a isoforma L-lactato, enquanto que L. crispatus
produz maiores quantidades de D-lactato'?. A contribuicdo da isoforma L-lactato
no ambiente vaginal ainda ndo é completamente compreendida, no entanto
estudos tém mostrado que L. iners tem a capacidade de manter o pH vaginal
relativamente baixo, mas ndo tédo eficientemente quanto L. crispatus®15, Ainda
com relacéo ao pH, recentemente foi demonstrado que somente o pH baixo néo é
suficiente para protecdo contra a infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), mas a isoforma mais produzida pelo L. crispatus € a que oferece melhor
protecdo contra esse virus por dificultar a permeabilidade ao muco cérvico-
vaginal'®.

A literatura é consistente ao demonstrar que mulheres com predominio de
Lactobacillus spp. estdo menos propensas a aquisi¢cao de infec¢cdes sexualmente
transmissiveis (IST), sejam as bacterianas por Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, bem como as infec¢bes virais, como pelo papilomavirus humano
(HPV) e HIV1316,

Quando ha deplecdo de espécies de Lactobacillus, tem-se a principal
alteracdo de microbiota vaginal, denominada vaginose bacteriana (VB), neste
caso Lactobacillus spp. sdo parcialmente ou totalmente substituidos por outras
espécies bacterianas, principalmente anaerébias!’. Esta alteracdo foi descrita
pela primeira vez em 1954 por Gardner e Dukes, como sendo causada por um
unico agente bacteriano, o bacilo Gram-variavel e anaerdbio facultativo,
denominado Gardnerella vaginalist®, No entanto, os estudos posteriores

demonstraram que na verdade a VB estd associada ao aumento de varias outras
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espécies bacterianas como Mobiluncus sp., Mycoplasma sp., Peptostreptococcus
sp., Prevotella sp., Bacteroides fragilis, Ureaplasma sp.,Staphylococcus aureus e
Streptococcus sp., e, portanto, tal alteracdo passou a ser considerada como de
etiologia polimicrobianal’: 19-2,

A prevaléncia de VB é de aproximadamente 30% em mulheres em idade
reprodutiva em todo o mundo, incluindo estudos realizados no Brasil, mas pode
variar conforme caracteristicas populacionais como idade, etnia e caracteristicas
comportamentais???. Deste modo, os estudos jA demonstraram a associagdo
entre VB e fatores como habitos sexuais como historico de mais de um parceiro
sexual na vida, relato de novo parceiro sexual ou inicio de atividade sexual em
idade mais jovem, além do uso de duchas vaginais e estresse cronico?>25,

E bem estabelecido que ha associacdo entre a VB e diversas complicacées
obstétricas e ginecologicas levando a efeitos deletérios para a saude, visto que,
mulheres que apresentam essa alteracdo de microbiota tém risco aumentado para
desenvolver doenca inflamatéria pélvica (DIP) e aquisicdo e transmisséo de IST.
No contexto da associacdo negativa entre Lactobacillus spp. e IST, a VB ja foi
associada a infeccdo por C. trachomatis, N. gonorrhoeae, HPV e HIV. Além
destas, a instalacdo dessa condicdo também aumenta o risco de infeccéo pelo
parasita Trichomonas vaginalis?®%*. Com relagdo a infeccéo pelo HPV, sabe-se
gue a persisténcia desta infec¢cdo é condicdo necessaria para o desenvolvimento
das lesBes neoplasicas no colo uterino e nesse sentido ja foi demonstrado que a
VB aumenta o tempo de clearance viral®L.

Dentre as mulheres gravidas, tal condi¢do € particularmente deletéria, visto

que a VB durante a gestacdo pode levar a complicacbes como aborto
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espontaneo, corioamnionite, trabalho de parto pré-termo, além de ser um fator de
risco para apresentar baixo peso ao nascimento3?-3,

O padréo-ouro para o diagnoéstico da VB se da pela observacédo
microscépica dos morfotipos bacterianos presentes no esfregaco do contetdo
vaginal apés coloracédo pela técnica de Gram desenvolvida por Nugent et al.3
Desta forma, baseando-se na semiquantificacdo dos morfotipos presentes, séo
atribuidos escores de 0 a 10, onde a microbiota normal recebe escores de 0 a 3, a
intermediaria de 4 a 6 e escores superiores sdo compativeis com VB3¢, Devido as
diversas complicagbes ocasionadas pela VB e as limitagcbes das técnicas
microscopicas, varios estudos direcionaram seus esfor¢os a fim de se conhecer a
composicdo bacteriana exata do ambiente vaginal, bem como as interacdes
existentes entre as espécies. Desta forma, os primeiros estudos realizados com
métodos de cultura bacteriana contribuiram para o conhecimento da composi¢ao
bacteriana do ambiente vaginal, no entanto tais métodos nédo permitiam cultivar
bactérias fastidiosas ou nao-cultivaveis, com o avanco das técnicas de biologia
molecular, inicialmente pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e depois por
clonagem poéde-se ter conhecimento das espécies presentes nesta alteracéo,
embora houvesse limitagdo com relagédo ao nimero de clones recuperados®’-4°,

Embora as técnicas acima citadas ja tivessem permitido avancos no
conhecimento da composicdo bacteriana da microbiota vaginal, o marco para a
determinacdo ndo s6 do microbioma vaginal, bem como do microbioma humano
como um todo foi o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de nova
geracdo. Neste sentido, tais técnicas permitiram conhecer a real composicéo
bacteriana no ambiente vaginal bem como os estudos tornaram possivel avaliar

as transicoes de microbiota vaginal saudavel e VB* 4!, Tal técnica consiste no
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sequenciamento de porcdes do gene bacteriano RNA ribossémico 16S,
permitindo a identificacdo das espécies bacterianas presentes, além de
determinar qual a participacéo de cada espécie na comunidade bacteriana total*?.
A partir da utilizacdo dessa técnica demonstrou-se que grande parte da microbiota
vaginal é composta por organismos fastidiosos e até entdo nunca cultivados em
laboratério®® 43,

Empregando o pirosequenciamento do gene bacteriano RNAr 16S, Ravel
et al. (2011)*, classificaram pela primeira vez o microbioma vaginal. Este estudo
demonstrou que 75% das mulheres norte-americanas apresentaram microbiota
vaginal constituida predominantemente por uma ou mais espécies de
Lactobacillus, além do fato de que apesar da grande diversidade microbiana
vaginal, o microbioma vaginal de mulheres em idade reprodutiva pode ser
agrupado em cinco principais comunidades bacterianas (CST, Community-state
type) conforme predominancia de determinadas espécies. Destas cinco
comunidades, quatro sdo caracterizadas pela prevaléncia de uma das espécies
de Lactobacillus: L. iners, L. crispatus, L gasseri e L. jensenii. Enquanto que a
comunidade remanescente ndo apresenta predominio de Lactobacillus spp., mas
sim grande diversidade de espécies, embora em alguns casos possa existir a
presenca de Lactobacillus spp. Neste ponto, vale destacar que € justamente nesta
comunidade onde h& diversidade e heterogeneidade bacteriana que estdo
incluidos a maioria dos casos de VB, quando a microbiota é classificada pelo
método de Nugent, além do fato de que a microbiota vaginal intermediaria pode
estar distribuida entre as cinco comunidades descritas, mas a maior parte delas

concentra-se naquela dominada por L. iners.
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Lactobacillus iners foi descrito pela primeira vez em 1999 sendo isolado do
trato genital inferior e urinario**. Este microrganismo foi descrito como bacilo
Gram-positivo, com arranjos individuais, em pares ou ainda em cadeias curtas. O
crescimento € lento, aproximadamente 24 horas, e as col6nias sdo pequenas,
lisas e ndo pigmentadas**. Posteriormente foi demonstrado que a espécie nem
sempre € Gram-positiva, visto que alguns isolados se apresentam como
cocobacilo e coloracdo Gram-negativa. Tal fator possivelmente dificultou seu
reconhecimento em esfregacos vaginais *°. Essa diferenca na morfologia celular e
nas propriedades de coloragdo de Gram do L. iners deve ser ainda explorada,
visto que muitas determinacdes diagnodsticas dependem dessas caracteristicas,
por exemplo, o escore de Nugent, que é amplamente usado na rotina diagnostica
de alteracbes da microbiota vaginal. Tal método se baseia na coloracédo pelo
método de Gram do conteudo vaginal permitindo diferir Lactobacillus spp. como
bastonetes Gram-positivos de outros morfotipos bacterianos proporcionando o
diagndstico, principalmente da VB, sendo um método de diagndéstico dependente
da morfologia vista ao microscopio, o comportamento diferente do L. iners
comparado as outras espécies lactobacilar, pode ser um fator confundidors®.

O microbioma com predominio de L. iners corresponde a um dos mais
prevalentes em mulheres em todo o mundo, chegando a quase 40% dependendo
da populacdo estudada®*® sendo que em gestantes essa prevaléncia pode ser
ainda maior, visto que estudo encontrou predominio desta espécie em 51% da
populacdo avaliada*®.

Visto que L. iners figura entre as espécies mais prevalentes colonizando o
ambiente vaginal, estudos direcionaram seus objetivos a entender melhor a sua

participagcdo na microbiota vaginal. Desta forma, alguns autores apontam que a
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comunidade com predominio de L. iners é mais instavel e variavel com relagéo a
variedade de outras espécies co-habitando o mesmo ambiente, dessa forma
pode-se assumir que o microbioma com predominio de L. iners favorece o
aumento da beta-diversidade, enquanto que as comunidades com predominio de
L. crispatus e L. gasseri tendem a ser mais estaveis ao longo do tempo?!® %0, De
fato, estudos prévios jA demonstraram associacdo entre o L. iners e a VB3%-40.51-52,

Além da associacdo com VB, o microbioma vaginal dominado por L. iners
jA demonstrou ter associacdo com ISTs, como no caso da infec¢do pelo HPV,
além disso, este estudo demonstrou que o tempo do clearance viral foi maior,
diferente do que ocorreu no microbioma dominado por L. gasseri®. No caso da
infeccdo bacteriana por C. trachomatis, o microbioma dominado por L. iners &
fator de risco para aquisicdo, enquanto que o microbioma dominado por L.
crispatus apresenta associacdo contraria, diminuindo as chances de se adquirir
essa infeccdo®3. De fato, estudo in vitro demonstrou que L. crispatus é capaz de
diminuir a adeséao e a infectividade da C. trachomatis devido a sua capacidade de
producédo de D-lactato®>°.

Pouco se sabe sobre a interacdo entre microbioma vaginal e presenca de
Candida spp., causadora de vaginites como a candidiase vulvovaginal, que
acomete entre 30 a 50% de mulheres ao menos uma vez durante a vida®>’, e
compartilha de fatores de risco ja associados ao microbioma, como frequéncia de
relacdo sexual, ducha vaginal e uso de contraceptivos®®>°. Neste sentido, estudo
apontou que embora ndo houvesse associacdo estatisticamente significativa,
houve maior prevaléncia de mulheres com candidiase vulvovaginal na

comunidade com predominio de L. iners definida pelo microbioma®°.
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Até o presente momento existem diversos estudos associando fatores
sociodemograficos, comportamentais e clinicos a VB, possibilitando saber quais
caracteristicas populacionais sédo fatores de risco para o desenvolvimento desta
alteracdo que pode levar a efeitos deletérios a salide da mulher?>25, Sabe-se que
a composicdo do microbioma humano esté relacionada a fatores ambientais, de
comportamento e dieta do hospedeiro. No entanto, a literatura ainda carece de
dados acerca da relacdo entre o0 microbioma vaginal e variaveis
sociodemograficas, comportamentais e clinicas. Principalmente, no que se refere
ao microbioma vaginal com predominio de L. iners, que embora seja 0 mais
frequente em diversas populacdes e apresente similaridades com aquelas
observadas na alteracdo da microbiota vaginal, ndo existem informacfes sobre

sua relacdo com caracteristicas da populacgao.
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