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A vaginose bacteriana (VB) é a alteração de flora vaginal mais freqüente em 
mulheres em idade fértil e se caracteriza pela substituição dos lactobacilos por 
outras espécies bacterianas. Inúmeras complicações ginecológicas e 
obstétricas estão associadas à VB, como a doença inflamatória pélvica, o 
aumento da vulnerabilidade à aquisição do HIV, a corioamnionite clínica e 
histológica e o baixo peso ao nascimento. Estudos recentes demonstraram que 
várias espécies até então raramente ou nunca isoladas em laboratório são 
associadas à VB. O Objetivo desse estudo foi avaliar a freqüência de 
isolamento de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp. em 
gestantes com vaginose bacteriana. Foi realizado um estudo de corte 
transversal prospectivo. Foram incluídas no estudo 88 gestantes com 
diagnóstico de VB, atendidas no Centro de Saúde Escola da UNESP no 
período de janeiro a setembro de 2010. Durante o exame especular e 
utilizando-se zaragatoas estéreis, foram coletadas amostras da parede vaginal 
para a confecção dos esfregaços vaginais em lâminas. O exame a fresco foi 
utilizado para o diagnóstico de vaginite aeróbia, de acordo com os critérios 
descritos por Donders et al. (2002). Os esfregaços vaginais corados pelo 
método de Gram, foram utilizados para o diagnóstico de flora normal, 
intermediária e VB de acordo com os critérios de Nugent et al. (1991). Em 
seguida, 5 mL de solução fisiológica foi injetada com seringa estéril na parede 
vaginal posterior, e após homogeneização dessa solução com o auxílio de 
espátula, o conteúdo foi coletado. Os lavados vaginais coletados foram 
centrifugados e os pellets armazenados para posterior detecção de Atopobium 
vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp. pela técnica de PCR em tempo 
real.  Do total das 88 amostras de VB, 46 (52,3%) foram positivas para os 3 
microrganismos pesquisados e apenas 5 amostras (5,7%) foram negativas 
para todos. A espécie mais freqüentemente detectada foi Atopobium vaginae, 
com 89,8%, seguida por Megasphaera sp. e Leptotrichia sp. em  81,8% e 
59,1% das amostras, respectivamente. A freqüência de isolamento Atopobium 
vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera sp. é alta em pacientes com VB e não 
apontam para possível participação benéfica dessas espécies na flora vaginal. 

1. Resumo 
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O aspecto do conteúdo vaginal é extremamente variável entre as 

mulheres e também difere individualmente dependendo de fatores como idade, 

status hormonal, hábitos de higiene, presença de infecções, entre outros. 

Normalmente o conteúdo vaginal é composto por secreções vulvares das 

glândulas sebáceas e sudoríparas, como as de Bartholin e Skene, transudato 

proveniente da parede vaginal, células de descamação, muco cervical, além da 

importante presença de microrganismos da flora vaginal e de seus produtos 

metabólicos.1 O epitélio vaginal é composto por células que respondem a 

estimulação hormonal de estrogênio e progesterona. As células do tipo 

superficiais são as mais freqüentemente encontradas no conteúdo de mulheres 

em idade fértil, já que prevalecem na presença de estimulação estrogênica1. 

Essas células também têm como característica o armazenamento de  

glicogênio, importante na manutenção da microbiota vaginal.2  

A flora vaginal normal é um dinâmico e complexo exemplo de 

colonização microbiana, cuja regulação ainda não é completamente 

entendida3. É predominantemente colonizada por bactérias aeróbias e em 

mulheres em idade fértil encontra-se predomínio de espécies de Lactobacillus 

spp1,2. Os lactobacilos são bacilos longos Gram positivos quem crescem em 

meio ácido2. As espécies de lactobacilos possuem um metabolismo 

estritamente fermentativo de carboidratos4, como o glicogênio que é 

armazenado nas células epiteliais descamativas2; como resultado há a 

produção de ácido lático que desempenha importante papel na manutenção do 

2. Introdução 
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pH vaginal entre 3,5 e 4,54. Atribui-se o efeito protetor dos lactobacilos contra o 

crescimento de outras espécies bacterianas ao processo de acidificação da 

vagina4 e também à produção de H2O2
4. 

Apesar dos lactobacilos serem dominantes na flora vaginal normal, 

outros microrganismos podem estar presentes, desde que em menor número. 

Vários outros gêneros como Staphylococcus, Ureaplasma, Corynebacterium, 

Streptococcus, Gardnerella, Bacteroides, Enterococcus e Mycoplasma podem 

compor a flora vaginal normal, desde que em menor quantidade que as 

espécies de lactobacilos5. Nos casos onde é observada a diminuição, ou até 

mesmo substituição dos lactobacilos, acompanhado por aumento na 

colonização por outras espécies bacterianas, em sua maioria anaeróbios2,4, 

desenvolve-se uma flora vaginal anormal - a vaginose bacteriana (VB). 

A VB é uma importante alteração na microbiota vaginal e é a causa 

mais comum de conteúdo vaginal anormal em mulheres em idade fértil6,7. Esta 

alteração de flora vaginal é considerada uma infecção polimicrobiana já que 

seu desencadeamento não está relacionado à único microrganismo, mas a um 

conjunto heterogêneo de espécies bacterianas.  

A prevalência de mulheres com VB, no mundo, varia entre 5,8% a 

24,4%,8,9. Diversos estudos têm sido realizados com o objetivo de correlacionar 

o desenvolvimento de VB com características étnicas entre outras variáveis. Já 

foi demonstrado que a VB é mais comum em mulheres negras3, nas que 

fumam9, nas mulheres sexualmente ativas10 e que fazem uso de ducha 

vaginal4. Níveis sócio-econômicos mais baixos também têm sido associados à 

VB em vários estudos9 apesar de não se ter uma razão clara para essa 

alteração. 
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 A importância da VB se dá não somente pela sua grande prevalência 

nas diferentes populações, mas também pelas complicações obstétricas e 

ginecológicas associadas à doença, incluindo doença inflamatória pélvica9 e 

associação com aumento na aquisição de doenças sexualmente transmissíveis 

(DSTs) como cervicites por Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae11, 

além de infecção por Trichomonas vaginalis12 e HIV13. Já durante a gravidez, 

estudos indicam que a prevalência de VB varia entre 5% e 26%9. Wilks et al.2 

identificaram alto nível de produção de H2O2 por lactobacilos provenientes de 

mulheres grávidas. Sendo assim, foi demonstrado que esses microrganismos 

atuam como protetores contra aquisição de VB, corioamnionite e 

prematuridade. Inúmeros estudos já confirmaram a relação de VB 

diagnosticada durante a gestação e ocorrência de corioamnionite2,3, infecção 

intra-amniótica9, parto pré-termo2,12 com e sem rotura prematura de 

membranas 14 e baixo peso ao nascimento9,14. Embora outros estudos tenham 

demonstrado que o tratamento de VB com antibióticos durante a gestação não 

diminui o risco de mau prognóstico gestacional3, ainda é recomendando a 

busca por VB em gestantes com mau passado obstétrico.  

Clinicamente a VB pode ser caracterizada por conteúdo vaginal fino 

branco e homogêneo e odor fétido, causado pela produção de aminas, e são 

freqüentes motivos pelos quais mulheres procuram serviço médico. No entanto, 

as alterações microbiológicas compatíveis com VB são detectadas 

freqüentemente na ausência desses sintomas clínicos, sendo que 50% das 

mulheres diagnosticadas com VB são assintomáticas15.  

A VB pode ser diagnosticada pela presença de pelo menos três dos 

quatro critérios propostos por Amsel16. Os critérios são: pH elevado (>4.5), 
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conteúdo vaginal homogêneo de cor branca, liberação de aminas com adição 

de solução de hidróxido de potássio (whiff test), e a presença de clue cells na 

avaliação  microscópica do esfregaço vaginal a fresco16. No entanto o método 

mais recomendado para o diagnóstico da VB é análise microscópica do 

esfregaço vaginal corado pelo método de Gram, conforme Nugent et al.17. O 

diagnóstico por esse método é rápido e relativamente simples e é considerado 

padrão-ouro pela sua reprodutibilidade e sensibilidade. 

Embora alguns fatores tenham sido relacionados ao desenvolvimento 

da VB, sua patogenia é pouco conhecida, de modo que ainda não se conhece 

qual é o fator desencadeante da transição da microbiota vaginal normal para 

VB. Ou seja, ainda não foi estabelecido se o desaparecimento das espécies de 

lactobacilos é um evento precedente à instalação da VB ou se esta é 

conseqüência secundária à perturbação da flora vaginal, que levaria a 

mudanças no microambiente vaginal, como aumento do pH, não favoráveis à 

persistência dos lactobacilos. 

Muitas espécies bacterianas podem ser isoladas do conteúdo vaginal 

de mulheres com VB, sendo observada grande diversidade entre as espécies 

isoladas nos diferentes casos18. Durante as últimas décadas, vários estudos 

foram realizados na tentativa de definir o padrão de espécies bacterianas 

associadas à VB utilizando cultura do conteúdo vaginal19. Embora alguns 

microrganismos tenham sido associados à VB, como Gardnerella vaginalis20, 

Mobiluncus curtisii21, Mycoplasma hominis22, essas espécies também podem 

ser encontradas colonizando o TGI de mulheres com microbiota normal19,23, 

portanto o simples isolamento dessas espécies não é útil para o diagnóstico de 

VB. Além disso, deve-se ressaltar que os estudos que utilizaram cultura vaginal 
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como método para avaliação microbiológica da VB podem ter apresentado 

resultados incompletos quanto a real composição da microbiota vaginal24, já 

que apenas pequena porcentagem de espécies bacterianas pode ser cultivada 

em laboratório25.   

Considerando que muitos aspectos relacionados ao desenvolvimento 

da VB ainda são desconhecidos, é possível que grandes avanços sejam 

possíveis com base nos resultados de estudos recentes, empregando técnicas 

moleculares para detecção e quantificação dos microrganismos presentes na 

microbiota vaginal24,26,27. Esses estudos já demonstraram que existe maior 

diversidade dentre as espécies bacterianas presentes em casos de VB quando 

comparados à microbiota vaginal normal27. Além disso, verificou-se que existe 

correlação entre contagem bacteriana total presente no conteúdo vaginal, em 

Unidades Formadoras de Colônia (UFC), e o escore dos esfregaços vaginais28, 

segundo a classificação de Nugent et al. 17. 

Os métodos moleculares utilizados para caracterização dos 

microrganismos presentes na microbiota vaginal permitiram a identificação de 

inúmeras espécies bacterianas até então nunca detectadas em culturas do 

conteúdo vaginal26,27. Somado a isso, foram encontradas novas espécies de 

microrganismos associadas à VB, como Atopobium vaginae, Leptotrichia sp, 

Megasphaera sp., entre outros. Apesar de relevantes as informações quanto à 

associação dessas espécies aos casos de VB, deve-se ressaltar que esses 

microrganismos também são detectados no conteúdo vaginal de mulheres 

apresentando padrão normal da microbiota vaginal26,27,28.  

A realização de estudos empregando metodologia de clonagem 

seguida de seqüenciamento gênico para identificação das espécies presentes 
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nos casos de VB, permitiu grande avanço para determinação exata dos 

microrganismos presentes nesse ambiente. Zhou et al.24, utilizando essa 

metodologia para a avaliação da composição da microbiota vaginal de 

mulheres sem qualquer infecção do TGI, demonstraram que, nem sempre, os 

Lactobacillus sp são predominantes em mulheres normais, já que foram 

observadas microbiotas vaginais com predominância de espécies associadas à 

VB como Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp. 

Extremamente relevante é a informação de que essas espécies são produtoras 

de ácido lático, componente fundamental do microambiente vaginal, por reduzir 

o pH e, conseqüentemente, inibir o crescimento de microrganismos 

potencialmente patogênicos24,29. Dessa forma, Zhou et al.24 afirmam que a 

manutenção do pH ácido apresenta maior importância para a conservação da 

microbiota vaginal normal do que a diversidade das espécies bacterianas em 

sua composição. Essa observação pode explicar a razão pela qual mulheres 

assintomáticas e saudáveis apresentam ausência de lactobacilos nos 

esfregaços vaginais30. 

A espécie Atopobium vaginae foi descrita somente em 199929. Esse 

microrganismo tem morfologia variável, de cocos alongados até bacilos, ambos 

Gram-positivos, e podem se apresentar isolados, em pares ou em pequenas 

cadeias. Crescem em placas de ágar-sangue incubadas em anaerobiose a 

37oC como pequenas colônias, porém seu isolamento a partir de materiais 

clínicos é ainda difícil. Embora já tenha sido verificada sua presença na 

microbiota de mulheres normais24, muitos estudos têm demonstrado que o A. 

vaginae é mais freqüentemente encontrado na microbiota vaginal de pacientes 

com VB e têm sugerido importante papel dessa espécie na patogênese dessa 
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alteração de flora26,31. A detecção do A. vaginae no conteúdo vaginal apresenta 

alto valor preditivo para o diagnóstico de VB26,27,32, principalmente quando há 

co-detecção de Gardnerella vaginalis26,32. Outro importante aspecto 

relacionado ao A. vaginae é a grande porcentagem de pacientes que 

apresentam recorrência da VB quando na sua presença32, o que pode ser 

explicado pelas altas taxas de resistência apresentadas por essa espécie ao 

metronidazol, tratamento mais utilizado para a VB33.  

As recentes análises das seqüências do gene RNAr 16S dos 

microrganismos presentes no conteúdo vaginal também permitiram a 

identificação de novas espécies presentes na microbiota vaginal de mulheres 

com VB, como Megasphaera sp. e Leptotrichia sp.27. Essas espécies, assim 

como o A. vaginae, também são produtoras de ácido lático, contribuindo para 

manutenção do baixo pH vaginal. Além da associação de presença de 

Megasphaera sp. e Leptotrichia sp. com a VB, Fredricks et al.34 demonstraram 

que a presença dessas duas espécies, somada à de Atopobium sp, apresenta 

maiores valores de sensibilidade para o diagnóstico de VB quando comparada 

aos critérios de Amsel16 et al. e Nugent et al.17, que são amplamente utilizados. 

Entretanto Witkin et al.30 propõem que essas espécies, da mesma forma que os 

lactobacilos, são capazes de manter o pH vaginal ácido e inibir proliferação de 

microrganismos patogênicos. Portanto, mulheres que apresentam microbiota 

com ausência de lactobacilos, mas com pH vaginal ácido mantido por outras 

espécies produtoras de ácido lático, não deveriam ser incluídas no grupo de 

pacientes com VB clássica. 

Sabendo a realidade da maioria dos laboratórios de diagnósticos, os 

métodos preconizados por Amsel et al.16 e Nugent et al.17 devem continuar 



10 
 

sendo utilizado para o diagnóstico de VB, dada a fácil execução e baixos 

custos desses métodos quando comparados com técnicas moleculares. No 

entanto, tendo em vista a grande importância da determinação real das 

espécies bacterianas envolvidas na VB para a melhor compreensão de sua 

fisiopatologia e possíveis prejuízos à saúde da mulher, a técnica de PCR 

quantitativa constituiu a melhor opção metodológica para a realização de 

estudos com esse objetivo.  

 

 

 

Avaliar a freqüência de isolamento de Atopobium vaginae, Leptotrichia 

sp. e Megasphaera sp. em gestantes com vaginose bacteriana. 

 

 

 

4.1. Desenho do estudo 

Foi realizado um estudo de corte transversal prospectivo. Foram 

incluídas no estudo as gestantes com diagnóstico de VB atendidas no Centro 

de Saúde Escola, UNESP Botucatu. O cálculo amostral foi baseado no total de 

casos novos/ano no referido serviço, bem como a estimativa de prevalência de 

30% de VB. O tamanho amostral calculado foi de 100 gestantes.  

 

4.2.Casuística 

Foram incluídas 88 gestantes atendidas no Centro de Saúde Escola, 

UNESP Botucatu, no período de janeiro a setembro de 2010. As pacientes 

3. Objetivo 

4. Material e Métodos 
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incluídas foram previamente esclarecidas quanto à natureza do estudo e 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). 

Responderam também ao questionário para informações de dados pessoais, 

grau de escolaridade, hábitos tabagistas, comportamento sexual, história de 

DST anterior, além de dados relativos à gestação atual e anteriores, se fosse o 

caso (Anexo 2). No momento da inclusão no estudo, as pacientes obedeceram 

aos seguintes critérios: ausência de tratamento de qualquer infecção do trato 

genital inferior no período de 40 dias; 72 horas de abstinência sexual e de 

procedimentos vaginais como toque digital e ultrassom vaginal. Também foram 

excluídas desse estudo pacientes com infecção urinária, candidíase ou 

tricomoníase associadas à VB.  

 

4.3. Protocolo de atendimento 

 Após o atendimento e antes de qualquer procedimento vaginal, o 

conteúdo vaginal foi avaliado quanto à mensuração do pH vaginal e realizado o 

teste das aminas, através da adição de KOH a 10% ao conteúdo vaginal. 

Esses dados juntamente com outras informações relevantes dos aspectos 

clínicos das pacientes foram anotados  em formulário especificamente 

construído para o estudo (Anexo 3).  

 

4.4. Colheita do material  

 Utilizando-se zaragatoas estéreis, foram coletadas amostras do 

terço médio da parede vaginal para a confecção de dois esfregaços vaginais 

em lâminas. Uma lâmina foi utilizada para realização do exame microscópico a 
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fresco e a outra foi corada pela técnica de Gram para  avaliação do padrão de 

flora vaginal.  

 Em seguida, um volume de 5 mL de solução fisiológica foi injetado 

com seringa estéril na parede vaginal posterior, e após homogeneização dessa 

solução com o auxílio de espátula, o conteúdo foi coletado cuidadosamente 

com a mesma seringa, evitando o contato com o intróito vaginal. Os lavados 

vaginais coletados foram centrifugados a 8000g por 10 minutos a 4oC e os 

sobrenadantes e pellets armazenados separadamente a -70oC até o momento 

do processamento.  

 

4.5. Avaliação microscópica do conteúdo vaginal  

4.5.1. Exame a fresco 

Após adição de solução fisiológica ao esfregaço vaginal, o conteúdo foi 

avaliado quanto à presença de células epiteliais, morfotipos bacterianos, 

presença de polimorfonucleares, clue cells e elementos micóticos. Também foi 

utilizado para o diagnóstico de vaginite aeróbia, de acordo com os critérios  

descritos por Donders et al.35. A tricomoníase vaginal foi diagnosticada pela 

visualização do protozoário Trichomonas vaginalis na preparação a fresco. 

 

4.5.2. Coloração de Gram 

Através das observações da morfologia, coloração e quantidade dos 

microrganismos observados, foram atribuídos escores, segundo critérios de 

Nugent et al.17, para classificação de flora Normal (1-3),  flora Intermediária (4-

6) e vaginose bacteriana (igual ou >7). 
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4.6. Detecção e quantificação relativa de Atopobium 

vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp. por PCR em 

Tempo Real  

4.6.1.Extração do DNA bacteriano 

O DNA bacteriano total foi extraído dos pellets dos lavados vaginais 

armazenados. Os procedimentos para extração foram realizados utilizando o 

Kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), de acordo com recomendações do 

fabricante, aplicando as modificações necessárias para adequação às 

condições laboratoriais. Após a extração, todas as amostras foram diluídas 

para obtenção de concentração final de DNA de 100ng/μL, em Epoch® (Biotek, 

VT, USA). 

 

4.6.2. Protocolo de amplificação 

As reações foram realizadas em volumes finais de 25 L contendo 

12,5 L de Sybr Fermentas®, 1 L do primer F, 1 L do primer R e 2 L de 

amostra. O protocolo de incubação consistiu em 95º C por 10 minutos, 

seguindo por 40 ciclos de 95º C por 15 segundos, 60º C por 30 segundos e 72 

por 30 segundos em termociclador Bioer®. Os dados referentes a fluorescência 

emitida durante a amplificação foram captados pelo software LineGeneK 

(Versão 4.1.00), onde são feitas as análises dos dados de cada reação. 

As amostras nas quais se observou emissão de fluorescência e, 

portanto, a confirmação da presença de amplificados foram selecionadas. Um 

total de 10 amplificados de amostras distintas, para cada microrganismo em 
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questão, foi aplicado em gel de agarose 1,5% e submetida à eletroforese. Em 

seguida, foi verificado que os amplicons estavam de acordo com os descritos 

para cada par de primers específicos utilizados (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Primers para as espécies Atopobium vaginae, Leptotrichia sp., 
Megasphaera sp. e do gene bacteriano RNAr 16S27. 

 
Espécie Nome Sequência Iniciadora Tamanho 

Atopobium vaginae Atop582F 

Atop665R 

 

5'- TAGGCGGTYTGTTAGGTCAGGA-3' 

5'- CCTACCAGACTCAAGCCTGC-3' 

81bp 

Megasphaera sp. MegaE-456F 

MegaE-667R 

 

5'- GATGCCAACAGTATCCGTCCG-3' 

5'-CCTCTCCGACACTCAAGTTCGA-3’ 

211bp 

Leptotrichia sp. 
 

Lepto-395F 

Lepto-646R 

 

5'CAATTCTGTGTGTGTGAAGAAG-3' 

5'-ACAGTTTTGTAGGCAAGCCTAT-3’ 

251bp 

RNAr 16S bacteriano Eub341F 

Eub534R 

 

5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ 
 

5’-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3’ 

193bp 

 

 

 

4.7. Análise Estatística  

 
Os dados relativos à mensuração do pH vaginal de acordo com a 

classificação da flora em escores e em relação aos microrganismos detectados 

foram submetidos ao teste de  análise de variância e Mann Whitney, 

respectivamente.  A idade gestacional, no momento da inclusão no estudo,  foi 

comparada entre as gestantes com episódio de vaginose bacteriana positiva 
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para Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp ou sem detecção 

de pelo menos uma das espécies pesquisadas, empregando-se o teste de 

Mann Whitney.  A positividade do teste das aminas assim como a positividade 

de C. trachomatis  foram submetidos ao teste de Qui-quadradro. O nível de 

significância adotado para os testes empregados foi de 5%23. O software 

utilizado para as análises foi o SigmaStat 9.0.  

 

 

 

As características sócio-demográficas, bem como dados ginecológicos 

e obstétricos das 88 pacientes incluídas no estudo estão apresentadas na 

Tabela 2. A média de idade das gestantes foi de 17,7 anos, com média de 

escolaridade de 6,9 anos. A maioria das pacientes incluídas era nulípara 

(63,6%), não fumantes (93,2%) e apresentaram único parceiro no ano anterior 

à inclusão no estudo (68,2%).  

Todas as 88 pacientes gestantes incluídas nesse estudo apresentaram 

padrão de flora vaginal compatível com VB na análise microscópica 

considerando os critérios de Nugent et al.17  bem como ausência de candidíase 

e tricomoníase.  

A mensuração do pH, a positividade do teste das aminas e a 

positividade da cervicite por C. trachomatis  foram comparadas entre os 

escores da vaginose bacteriana (Tabela 3) e nenhuma diferença 

estatisticamente significativa foi observada através da comparação entre 

episódios de VB escore 8 com  episódios de VB escores 9 ou 10, cuja definição 

se dá pela presença de morfotipos compatíveis com Mobiluncus curtisii. A 

5. Resultados 
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positividade total de cervicite  por  Chlamydia trachomatis foi de 37,5% (Tabela 

3).  

Tabela 2. Características das 88 pacientes com vaginose bacteriana incluídas no 
estudo.  

 
Variáveis N (%) 

Idade* 17.7 ± 4.9 

Idade Gestacional* 18s 3d ± 48d 

Estado civil  

 Solteira 26 (29.5) 

          União estável 38 (43.2) 

NA 24 (27.3) 

Escolaridade* 6.9 ± 2.05 

Ocupação  

Remunerado 11 (12.5) 

Não remunerado 45 (51.1) 

NA 32 (36.4) 

Tabagismo  

Sim 4 (4.5) 

Não 82 (93.2) 

NA 2 (2.3) 

Nº Parceiros (ano anterior)  

1 60 (68.2) 

2 5 (5.6) 

>2 4 (3.4) 

NA 19 (21.6) 

DST anterior  

Sim 3 (3.4) 

Não 25 (28.4) 

NA 60 (68.2) 

Paridade  

Nulípara 56 (63.6) 

Multípara 11 (12.5) 

NA 21 (23.9) 

                       * Variáveis expressas em média ± desvio padrão 
                          NA : Não avaliadas 
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Tabela 3. Mensuração do pH, positividade do teste das aminas e positividade 
de cervicite por Chlamydia trachomatis em gestantes com episódio 
de vaginose bacteriana de acordo com a classificação da flora em 
escores, segundo Nugent et al.17.  

 
 VB Total 

(N=88) 
VB 8  

(N=69) 
VB 9 ou 10 

(N=19) 
p 

Mensuração do pH * 4.9±0.2 4.9±0.2 4.8±0.2 0.35 

Positividade do teste de aminas n (%)# 39 (44.3) 32 (46.4) 7 (36,8) 0.63 

Positividade de  C. trachomatis  n (%)# 33 (37.5) 28 (40.6) 5 (26.3) 0.38 

            * Variável expressa em média ± DP;  Análise de Variância. 
                  # Teste de Qui-quadrado 

 

Para cada amostra de vaginose bacteriana, foram realizadas 4 reações 

simultâneas para detecção de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e 

Megasphaera sp., além da seqüência do gene bacteriano rRNA 16S 

conservada entre as espécies bacterianas. A Figura 1 representa curvas de 

amplificações de uma mesma amostra positiva para os genes RNAr 16S das 

espécies Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp, além da 

seqüência desse gene conservado entre todas as espécies bacterianas (primer 

EUB). Os valores de  CicleThreshold (CT) foram, respectivamente, 15,2, 16,6, 

12,4 e 9,5, onde menores valores de CT refletem maiores concentrações 

bacterianas iniciais. 
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Figura 1. Curva de amplificação de PCR em tempo real LineGeneK (Versão 

4.1.00), onde Curva 1 – Gene bacteriano RNAr 16S; Curva 2 - 

Megasphaera SP; Curva 3 -  Atopobium vaginae e Curva 4 - 

Leptotrichia sp, de uma mesma amostra de vaginose bacteriana. 

 

 

 

Figura 2. Valores de CicleThreshold (CT) de PCR em tempo real para o gene 

bacteriano RNAr 16S, Megasphaera sp., Atopobium vaginae e Leptotrichia 

sp, de12 amostras de VB. 

 

  

Conforme esperado, todas as amostras de VB foram positivas para o 

gene bacteriano RNAr 16S. Do total das 88 amostras de VB, 46 (52,3%) foram 
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positivas para os 3 microrganismos pesquisados e apenas 5 amostras (5,7%) 

foram negativas para todos os microrganismos pesquisados. A espécie mais 

freqüentemente detectada foi Atopobium vaginae, com 89,8%, seguida por 

Megasphaera sp. e Leptotrichia sp. em  81,8% e 59,1% das amostras, 

respectivamente.  

 
Tabela 4. Distribuição das espécies de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e 

Megasphaera sp. nas amostras de vaginose bacteriana incluídas no estudo.  

Espécies de Microrganismos N (%) 

Atopobium vaginae     

Detecção Total  79 (89,8) 

Detecção Exclusiva 6 (6,8) 

Detecção Associada com Leptotrichia sp. e/ou Megasphaera sp. 27 (30,7) 

Leptotrichia sp.   

Detecção Total 52 (59,1) 

Detecção Exclusiva 0 (0,0) 

Detecção Associada com  Atopobium sp. e/ou Megasphaera sp 6 (6,8) 

Megasphaera sp.   

Detecção Total 72 (81,8) 

Detecção Exclusiva 3 (3,4) 

Detecção Associada com  Atopobium sp. e/ou Leptotrichia sp. 23 (26,1) 

Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp 46 (52,3) 

Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. ou Megasphaera sp 83 (94,3) 

 

A avaliação da mensuração do pH, positividade do teste das aminas, 

presença de co-infecção por C. trachomatis, bem como a idade gestacional no 

momento do episódio de VB e sua graduação em escores não revelaram 

diferença estatística entre os casos em que houve a detecção dos 3 
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microrganismos pesquisados (n=46) quando comparados com os casos em 

que, pelo menos, uma das espécies não foi detectada (n=42) (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Mensuração do pH, idade gestacional, positividade do teste das aminas e 
positividade de cervicite por Chlamydia trachomatis, e escores da vaginose 
bacteriana segundo Nugent et al.17 em gestantes com episódio de vaginose 
bacteriana positiva para Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e 
Megasphaera sp ou sem detecção de pelo menos uma das espécies 
pesquisadas.  

 Grupo 1 

N=46 

Grupo 2 

N=42 

 

p 

Mensuração do pH vaginal* 4,8±0,2 4,9±0,2 0,56 

Idade Gestacional (dias)#  132 (56-295) 125 (57-227) 0,89 

Positividade de C. trachomatis n(%)§ 17 (37,0) 16 (38,0) 0,91 

Positividade do teste das aminas n(%)§ 21 (45,7) 18 (42,9) 0,96 

Escores da VB  n(%)§  

                              VB 8 37 (80,4) 32 (76,2) 0,82 

                              VB 9 ou 10 9 (19,6) 10 (23,2) 0,88 

 Grupo 1: Positivos para Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp 
 Grupo 2: Sem detecção de pelo menos uma das espécies pesquisadas. 
 * Variável expressa em média ± desvio padrão; Análise de Variância 
            # Variável expressa em mediana e valores mínimos e máximos; Teste de Mann-Whitney 
            § Variáveis expressas em n (%); Teste de Qui-Quadrado. 
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A vaginose bacteriana é, sem dúvida, a alteração de flora vaginal mais 

freqüente em mulheres grávidas9. Inúmeras complicações obstétricas são 

associadas à VB, como corioamnionite e baixo peso ao nascimento2,3,9,14. A VB 

se caracteriza pela substituição dos lactobacilos da microbiota vaginal por 

outras espécies bacterianas2,3. Estudos recentes que utilizaram técnicas de 

biologia molecular demonstraram que várias espécies até então raramente ou 

nunca isoladas em laboratório são associadas à VB como Atopobium vaginae, 

Leptotrichia sp., Megasphaera sp24,26,27. Nesse estudo, foi avaliada a presença 

dessas espécies bacterianas relacionadas à VB em 88 gestantes com 

diagnóstico microscópico de VB, de acordo com os critérios de Nugent et al.17. 

Não foram incluídas nesse estudo pacientes com outras alterações de flora 

vaginais e/ou vulvovaginites, como tricomoníase, candidíase e vaginite aeróbia, 

com a finalidade de avaliar a participação dessas espécies bacterianas 

somente na VB.  

Considerando que a VB é fator de risco para aquisição de inúmeras 

DSTs, como cervicite por C. trachomatis16, também foi realizada nesse estudo 

a pesquisa desse patógeno em secreções endocervicais. A presença de C. 

trachomatis foi detectada em 37,5% das gestantes, freqüência superior à 

relatada em mulheres grávidas atendidas nesse serviço37 e também em 

gestantes de outros países37,38. Diversos fatores de risco já estão definidos 

para a infecção clamidiana. Sua maior prevalência em mulheres jovens, com 

idade inferior a 25 anos e que apresentem comportamento sexual de risco, 

como múltiplos parceiros ao longo da vida é um consenso na literatura 

6. Discussão 
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mundial39. No presente estudo a média de idade das gestantes foi de 17,7 

anos, fato que pode estar relacionado à alta prevalência encontrada.  

A VB é uma alteração de flora vaginal com composição bacteriana e 

sintomatologia muito variáveis14,24. Os critérios de Amsel et al.16 para 

diagnóstico ainda são utilizados para o diagnóstico de VB, no entanto 

apresentam baixa sensibilidade quando comparados ao sistema de 

classificação de flora vaginal, conforme o preconizado por Nugent et al.17,40. 

Conforme os dados encontrados no presente estudo, não há uma correlação 

entre critérios de Amsel, como pH vaginal e teste das aminas, e o aumento da 

graduação em escores do esfregaço vaginal. Também pode-se concluir que 

embora haja associação entre VB e infecção por Chlamydia trachomatis11 essa 

infecção não se correlaciona com a graduação da VB em escores.  

Já foi demonstrado que a participação das espécies Atopobium 

vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera sp. na flora vaginal é variável24,26,27. 

Além disso, a detecção simultânea de Atopobium vaginae e Gardnerella 

vaginalis apresenta alta sensibilidade para o diagnóstico de VB (96,0%), sendo 

que a espécie Atopobium vaginae apresenta ainda maior especificidade 

(77,0%) para essa alteração de flora vaginal, quando comparada à Gardnerella 

vaginalis (35,0%)32. As freqüências detectadas de Atopobium vaginae, 

Leptotrichia sp. e Megasphaera sp, no presente estudo, foram similares as 

relatadas anteriormente em mulheres não grávidas27,29,31,33. A importância da 

detecção dessas espécies em mulheres grávidas se dá principalmente ao fato 

de já terem sido detectadas no liquido amniótico de mulheres com trabalho de 

parto prematuro e rotura prematura de membranas pré-termo42,43. A infecção 

intramniótica é causa freqüente dessas intercorrências gestacionais, já que a 
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presença de microrganismos na cavidade amniótica aumenta a produção local 

de citocinas inflamatórias, estimulando a síntese de prostaglandinas, 

estimulando a contratilidade uterina e desencadeando o trabalho de parto 

prematuro acompanhado ou não de rotura das membranas corioamnióticas43. 

Tem sido proposto que casos de VB com predomínio de espécies 

Atopobium vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera sp. não seriam tão 

prejudiciais como os outros tipos de VB com menor participação desses 

microrganismos na microbiota vaginal, já que essas espécies possuem como 

característica comum a produção de ácido lático30, além de terem sido 

encontradas no conteúdo vaginal de mulheres sem nenhuma sintomatologia 

característica de VB24. No entanto, os resultados obtidos no presente estudo 

não revelaram diferenças entre parâmetros como idade gestacional, 

mensuração de pH vaginal, positividade do teste das aminas, além da 

prevalência de cervicite por C. trachomatis entre os episódios de VB com a 

presença dessas espécies bacterianas, quando comparadas com amostras de 

VB negativas para pelo menos uma das espécies pesquisadas.  

Apesar das evidências que apontam para possível participação 

benéfica das espécies de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera 

sp. na flora vaginal, os resultados deste trabalho não permitem diferenciar os 

episódios de VB com maior participação dessas espécies, em relação os 

demais casos dessa alteração de flora vaginal. A alta freqüência dessas 

espécies na flora vaginal de gestantes e as suas associações com casos de 

infecção intramniótica ressaltam a importância de futuros estudos para a maior 

compreensão das alterações microbiológicas da flora vaginal que poderão 

colaborar com a diminuição das taxas de prematuridade resultantes das 
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complicações gestacionais relacionadas a alterações de flora vaginal e/ou 

infecções do trato genital durante a gestação.  
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Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Convidamos a senhora para participar da pesquisa “Vaginose Bacteriana em Gestantes: 

isolamento e quantificação de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp e Megasphaera sp”, 

que tem por objetivo analisar alguns aspectos relacionados à infecção genital denominada 

Vaginose Bacteriana e suas variações presentes nos diferentes casos das mulheres atendidas 

no Centro de Saúde Escola da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Sua participação 

implicará em responder as questões da entrevista, e submeter-se a exame ginecológico, que 

serão realizados pela clínicos durante a consulta. Para o exame ginecológico, será necessária 

a introdução de um aparelho de metal, estéril, conhecido como “bico de pato” (espéculo), que 

afastará as paredes vaginais, a fim de permitir a visualização das mesmas e do colo do útero, 

bem como a coleta de amostras (secreção) para exames laboratoriais. O material da parede 

vaginal e do colo do útero será coletado por meio de um cotonete, para verificação dos tipos de 

bactérias presentes. Será, também, realizada coleta de material do colo do útero para pesquisa 

de uma bactéria conhecida como Chlamydia trachomatis. Esta pesquisa é de responsabilidade 

da graduanda Thalita de Almeida Tavares, sob orientação da Profª Drª. Márcia Guimarães da 

Silva, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e 

participação da doutoranda Camila Marconi. 

Pelo presente instrumento, eu _________________________________ devidamente 

esclarecida, ciente dos procedimentos aos quais serei submetida, não restando quaisquer 

dúvidas a respeito do lido e explicado, e ciente, também, de que as informações serão 

utilizadas exclusivamente pelas pesquisadoras, que manterão sigilo sobre minha identidade, e 

que as mesmas estarão disponíveis para responder a quaisquer perguntas e de que posso 

retirar este consentimento a qualquer hora sem prejuízo do meu atendimento neste 

Hospital e que não receberei nenhuma gratificação financeira para participar desse estudo,  

firmo meu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em participar da 

pesquisa proposta.   

8-Anexos 
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Esse documento, após aprovação do CEP, será elaborado em duas vias, sendo 
uma entregue a paciente pesquisada e outra será mantida em arquivo pela pesquisadora. 

 

Botucatu,_____ de __________________de 20______ 

 

______________________________ 

Assinatura da paciente 

 

_______________________                    ______ __________________          

Thalita de Almeida Tavares                       Profª. Drª. Márcia G. da Silva              

Rua Prof Mário Guimarães, 468                Rua Izidoro Bertaglia,746                     

Vila Nova Botucatu, Botucatu, SP            Jd. Chácara dos Pinheiros,Botucatu,SP      

Fone: 11 9645-8358                                  Fone: 14 3814-2417                                

e-mail:  thalita.tavares@hotmail.com        e-mail: mgsilva@fmb.unesp.br      
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Anexo 2. Protocolo de Pesquisa 

 

Nome ................................................................. .................................... 

RG ........................  

Idade ... ..................                    Idade Gestacional ....................... 

Etnia................................................................................................ 

Estado civil:..................................................................................... 

Escolaridade............................................Profissão .......................... .... 

Fumante  � Sim  � Não  Quantos cigarros/dia :................................ 

Número de parceiros sexuais (1 ano).................................................. 

História de DST anterior...................................................................... 

............................................................................................................. 

Paridade ................................................................................. 

Número de partos vaginais...................................................... 

Histórico de parto prematuro anterior: � Sim  � Não  � Não  se aplica 

Histórico de RPM-PT: � Sim  � Não  � Não  se aplica 

Histórico de baixo peso ao nascer (<2500g) � Sim  � Não � Não se aplica 

Histórico de aborto: � Sim  � Não  � Não  se aplica 

 

 

 

 

Pesquisador Responsável 
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Anexo 3. Pedido de realização de bacterioscopia do 

esfregaço vaginal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rotina Diagnóstica das Infecções do Trato 

Genital Inferior 
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