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1. Resumo

A vaginose bacteriana (VB) € a alteracdo de flora vaginal mais frequente em
mulheres em idade fértil e se caracteriza pela substituicdo dos lactobacilos por
outras espécies bacterianas. Indmeras complicacbes ginecoldgicas e
obstétricas estdo associadas a VB, como a doenca inflamatoria pélvica, o
aumento da vulnerabilidade a aquisicdo do HIV, a corioamnionite clinica e
histolégica e o baixo peso ao nascimento. Estudos recentes demonstraram que
varias espécies até entdo raramente ou nunca isoladas em laboratorio séo
associadas a VB. O Objetivo desse estudo foi avaliar a frequéncia de
isolamento de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp. em
gestantes com vaginose bacteriana. Foi realizado um estudo de corte
transversal prospectivo. Foram incluidas no estudo 88 gestantes com
diagnostico de VB, atendidas no Centro de Saude Escola da UNESP no
periodo de janeiro a setembro de 2010. Durante o exame especular e
utilizando-se zaragatoas estéreis, foram coletadas amostras da parede vaginal
para a confeccdo dos esfregacos vaginais em laminas. O exame a fresco foi
utilizado para o diagnoéstico de vaginite aerobia, de acordo com 0s critérios
descritos por Donders et al. (2002). Os esfregacos vaginais corados pelo
meétodo de Gram, foram utilizados para o diagnéstico de flora normal,
intermediaria e VB de acordo com os critérios de Nugent et al. (1991). Em
seguida, 5 mL de solucao fisiologica foi injetada com seringa estéril na parede
vaginal posterior, e apés homogeneizacao dessa solu¢cdo com o auxilio de
espatula, o conteudo foi coletado. Os lavados vaginais coletados foram
centrifugados e os pellets armazenados para posterior deteccédo 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 freqlientemente detectada foi Atopobium vaginae,
com 89,8%, seguida por Megasphaera sp. e Leptotrichia sp. em 81,8% e
59,1% das amostras, respectivamente. A freqiéncia de isolamento Atopobium
vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera sp. é alta em pacientes com VB e néo
apontam para possivel participacao benéfica dessas espécies na flora vaginal.



2. Introducéo

O aspecto do conteudo vaginal é extremamente variavel entre as
mulheres e também difere individualmente dependendo de fatores como idade,
status hormonal, habitos de higiene, presenca de infeccbes, entre outros.
Normalmente o conteudo vaginal é composto por secre¢bes vulvares das
glandulas sebaceas e sudoriparas, como as de Bartholin e Skene, transudato
proveniente da parede vaginal, células de descamacé&o, muco cervical, além da
importante presenca de microrganismos da flora vaginal e de seus produtos
metabdlicos.’ O epitélio vaginal é composto por células que respondem a
estimulacdo hormonal de estrogénio e progesterona. As células do tipo
superficiais sdo as mais frequentemente encontradas no conteudo de mulheres
em idade fértil, jA que prevalecem na presenca de estimulacdo estrogénica’.
Essas células também tém como caracteristica o0 armazenamento de
glicogénio, importante na manutencéo da microbiota vaginal.?

A flora vaginal normal é um dindmico e complexo exemplo de
colonizacdo microbiana, cuja regulagdo ainda ndo €é completamente
entendida®. E predominantemente colonizada por bactérias aerébias e em
mulheres em idade fértil encontra-se predominio de espécies de Lactobacillus
spp'?. Os lactobacilos s&o bacilos longos Gram positivos quem crescem em
meio Aacido®’. As espécies de lactobacilos possuem um metabolismo
estritamente fermentativo de carboidratos’, como o glicogénio que é
armazenado nas células epiteliais descamativas®, como resultado ha a

producédo de acido latico que desempenha importante papel na manutencéo do



pH vaginal entre 3,5 e 4,5 Atribui-se o efeito protetor dos lactobacilos contra o
crescimento de outras espécies bacterianas ao processo de acidificacdo da
vagina® e também & producéo de H,0,".

Apesar dos lactobacilos serem dominantes na flora vaginal normal,
outros microrganismos podem estar presentes, desde que em menor numero.
Varios outros géneros 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 lactobacilos®. Nos casos onde é observada a diminuicéo, ou até
mesmo substituicdo dos lactobacilos, acompanhado por aumento na
colonizacdo por outras espécies bacterianas, em sua maioria anaerdbios®*,
desenvolve-se uma flora vaginal anormal - a vaginose bacteriana (VB).

A VB é uma importante alteracdo na microbiota vaginal e é a causa
mais comum de contetido vaginal anormal em mulheres em idade fértil®’. Esta
alteracao de flora vaginal é considerada uma infeccéo polimicrobiana ja que
seu desencadeamento ndo esta relacionado a Unico microrganismo, mas a um
conjunto heterogéneo de espécies bacterianas.

A prevaléncia de mulheres com VB, no mundo, varia entre 5,8% a
24,4% .29 Diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de correlacionar
o desenvolvimento de VB com caracteristicas étnicas entre outras variaveis. Ja
foi demonstrado que a VB é mais comum em mulheres negras®, nas que
fumam®, nas mulheres sexualmente ativas® e que fazem uso de ducha
vaginal®. Niveis sécio-econdmicos mais baixos também tém sido associados a
VB em varios estudos® apesar de ndo se ter uma razdo clara para essa

alteracéo.



A importancia da VB se da ndo somente pela sua grande prevaléncia
nas diferentes populacées, mas também pelas complicacbes obstétricas e
ginecolégicas associadas & doenca, incluindo doenca inflamatéria pélvica® e
associagao com aumento na aquisicao de doencas sexualmente transmissiveis
(DSTs) como cervicites por Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae'?,
além de infeccdo por Trichomonas vaginalis*? e HIV*®. J& durante a gravidez,
estudos indicam que a prevaléncia de VB varia entre 5% e 26%°. Wilks et al.?
identificaram alto nivel de producao de H,O, por lactobacilos provenientes de
mulheres gravidas. Sendo assim, foi demonstrado que esses microrganismos
atuam como protetores contra aquisicio de VB, corioamnionite e
prematuridade. Inimeros estudos ja confirmaram a relacdo de VB
diagnosticada durante a gestacdo e ocorréncia de corioamnionite®*, infeccéo
intra-amnidtica®, parto pré-termo**> com e sem rotura prematura de
membranas ** e baixo peso ao nascimento®!*. Embora outros estudos tenham
demonstrado que o tratamento de VB com antibioticos durante a gestacédo nao
diminui o risco de mau progndstico gestacional®, ainda é recomendando a
busca por VB em gestantes com mau passado obstétrico.

Clinicamente a VB pode ser caracterizada por contetdo vaginal fino
branco e homogéneo e odor fétido, causado pela producéo de aminas, e sao
frequentes motivos pelos quais mulheres procuram servico médico. No entanto,
as alteragbes microbiologicas compativeis com VB séo detectadas
frequentemente na auséncia desses sintomas clinicos, sendo que 50% das
mulheres diagnosticadas com VB sdo assintomaticas™.

A VB pode ser diagnosticada pela presenca de pelo menos trés dos

quatro critérios propostos por Amsel'®. Os critérios sdo: pH elevado (>4.5),



conteudo vaginal homogéneo de cor branca, liberagcdo de aminas com adicao
de solucao de hidroxido de potassio (whiff test), e a presenca de clue cells na
avaliacdo microscépica do esfregaco vaginal a fresco®. No entanto o método
mais recomendado para o diagnostico da VB é analise microscopica do
esfregaco vaginal corado pelo método de Gram, conforme Nugent et al.'”. O
diagnostico por esse método é rapido e relativamente simples e € considerado
padrao-ouro pela sua reprodutibilidade e sensibilidade.

Embora alguns fatores tenham sido relacionados ao desenvolvimento
da VB, sua patogenia € pouco conhecida, de modo que ainda ndo se conhece
qgual é o fator desencadeante da transicdo da microbiota vaginal normal para
VB. Ou seja, ainda nao foi estabelecido se o desaparecimento das espécies de
lactobacilos € um evento precedente a instalacdo da VB ou se esta é
consequéncia secundaria a perturbacdo da flora vaginal, que levaria a
mudanc¢as no microambiente vaginal, como aumento do pH, ndo favoraveis a
persisténcia dos lactobacilos.

Muitas espécies bacterianas podem ser isoladas do conteudo vaginal
de mulheres com VB, sendo observada grande diversidade entre as espécies
isoladas nos diferentes casos'®. Durante as Ultimas décadas, varios estudos
foram realizados na tentativa de definir o padrdo de espécies bacterianas
associadas & VB utilizando cultura do contetdo vaginal'®. Embora alguns
microrganismos tenham sido associados & VB, como Gardnerella vaginalis®,
Mobiluncus curtisii!, Mycoplasma hominis®?, essas espécies também podem
ser encontradas colonizando o TGl de mulheres com microbiota normal*®?,

portanto o simples isolamento dessas espécies nao € util para o diagndéstico de

VB. Além disso, deve-se ressaltar que os estudos que utilizaram cultura vaginal



como metodo para avaliagcdo microbiologica da VB podem ter apresentado
resultados incompletos quanto a real composicdo da microbiota vaginal®, ja
gue apenas pequena porcentagem de espécies bacterianas pode ser cultivada
em laborat6rio®.

Considerando que muitos aspectos relacionados ao desenvolvimento
da VB ainda sao desconhecidos, é possivel que grandes avancos sejam
possiveis com base nos resultados de estudos recentes, empregando técnicas
moleculares para deteccdo e quantificacdo dos microrganismos presentes na

microbiota vaginal®*®?’.

Esses estudos ja demonstraram que existe maior
diversidade dentre as espécies bacterianas presentes em casos de VB quando
comparados & microbiota vaginal normal®’. Além disso, verificou-se que existe
correlacdo entre contagem bacteriana total presente no conteudo vaginal, em
Unidades Formadoras de Coldnia (UFC), e o escore dos esfregacos vaginais®®,
segundo a classificacdo de Nugent et al. *'.

Os meétodos moleculares utilizados para caracterizacdo dos
microrganismos presentes na microbiota vaginal permitiram a identificacao de
inUmeras espécies bacterianas até entdo nunca detectadas em culturas do
conteido vaginal®®?’. Somado a isso, foram encontradas novas espécies de
microrganismos associadas a VB, como Atopobium vaginae, Leptotrichia sp,
Megasphaera sp., entre outros. Apesar de relevantes as informagdes quanto a
associacdo dessas espécies aos casos de VB, deve-se ressaltar que esses
microrganismos também sdo detectados no conteddo vaginal de mulheres
apresentando padrdo normal da microbiota vaginal?®?"2,

A realizacdo de estudos empregando metodologia de clonagem

seguida de sequenciamento génico para identificacdo das espécies presentes



nos casos de VB, permitiu grande avanco para determinacdo exata dos

124 utilizando essa

microrganismos presentes nesse ambiente. Zhou et a
metodologia para a avaliacgdo da composicdo da microbiota vaginal de
mulheres sem qualquer infeccdo do TGI, demonstraram que, nem sempre, 0S
Lactobacillus sp s&o predominantes em mulheres normais, ja que foram
observadas microbiotas vaginais com predominancia de espécies associadas a
VB como Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp.
Extremamente relevante € a informacao de que essas espécies sao produtoras
de acido latico, componente fundamental do microambiente vaginal, por reduzir
o pH e, consequentemente, inibir o crescimento de microrganismos
potencialmente patogénicos®*?°. Dessa forma, Zhou et al.** afirmam que a
manutencado do pH acido apresenta maior importancia para a conservacao da
microbiota vaginal normal do que a diversidade das espécies bacterianas em
sua composicdo. Essa observacdo pode explicar a razdo pela qual mulheres
assintomaticas e saudaveis apresentam auséncia de lactobacilos nos
esfregacos vaginais™.

A espécie Atopobium vaginae foi descrita somente em 1999%°. Esse
microrganismo tem morfologia variavel, de cocos alongados até bacilos, ambos
Gram-positivos, e podem se apresentar isolados, em pares ou em pequenas
cadeias. Crescem em placas de agar-sangue incubadas em anaerobiose a
37°C como pequenas colbnias, porém seu isolamento a partir de materiais
clinicos é ainda dificil. Embora ja tenha sido verificada sua presenca na
microbiota de mulheres normais®*, muitos estudos tém demonstrado que o A.
vaginae é mais frequientemente encontrado na microbiota vaginal de pacientes

com VB e tém sugerido importante papel dessa espécie na patogénese dessa



alteracao de flora®®*!. A deteccéo do A. vaginae no contetido vaginal apresenta

826,27,32

alto valor preditivo para o diagnostico de V , principalmente quando ha

co-deteccdo de Gardnerella vaginalis®®*%. Outro importante aspecto
relacionado ao A. vaginae € a grande porcentagem de pacientes que
apresentam recorréncia da VB quando na sua presenca®’, o que pode ser
explicado pelas altas taxas de resisténcia apresentadas por essa espécie ao
metronidazol, tratamento mais utilizado para a VB®,

As recentes andlises das sequéncias do gene RNAr 16S dos
microrganismos presentes no conteddo vaginal também permitiram a
identificacdo de novas espécies presentes na microbiota vaginal de mulheres
com VB, como Megasphaera sp. e Leptotrichia sp.?’. Essas espécies, assim
como o A. vaginae, também séo produtoras de acido latico, contribuindo para
manutencdo do baixo pH vaginal. Aléem da associacdo de presenca de
Megasphaera sp. e Leptotrichia sp. com a VB, Fredricks et al.** demonstraram

gue a presenca dessas duas espécies, somada a de Atopobium sp, apresenta

maiores valores de sensibilidade para o diagndstico de VB quando comparada

1 17
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aos critérios de Amsel™" et al. e Nugent et al.”*, que sdo amplamente utilizados.

Entretanto Witkin et al.*°

propdem que essas especies, da mesma forma que os
lactobacilos, sdo capazes de manter o pH vaginal acido e inibir proliferacéo de
microrganismos patogénicos. Portanto, mulheres que apresentam microbiota
com auséncia de lactobacilos, mas com pH vaginal acido mantido por outras
espécies produtoras de acido latico, ndo deveriam ser incluidas no grupo de
pacientes com VB classica.

Sabendo a realidade da maioria dos laboratorios de diagnosticos, os

métodos preconizados por Amsel et al.'® e Nugent et al.'” devem continuar
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sendo utilizado para o diagndstico de VB, dada a facil execucdo e baixos
custos desses métodos quando comparados com técnicas moleculares. No
entanto, tendo em vista a grande importancia da determinacdo real das
espécies bacterianas envolvidas na VB para a melhor compreensao de sua
fisiopatologia e possiveis prejuizos a saude da mulher, a técnica de PCR
guantitativa constituiu a melhor opcdo metodolégica para a realizacdo de

estudos com esse objetivo.

3. Objetivo

Avaliar a frequéncia de isolamento de Atopobium vaginae, Leptotrichia

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

4. Material e Métodos

4.1. Desenho do estudo
Foi realizado um estudo de corte transversal prospectivo. Foram
incluidas no estudo as gestantes com diagnostico de VB atendidas no Centro
de Saude Escola, UNESP Botucatu. O célculo amostral foi baseado no total de
casos novos/ano no referido servico, bem como a estimativa de prevaléncia de

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

4.2 .Casuistica

Foram incluidas 88 gestantes atendidas no Centro de Saude Escola,

UNESP Botucatu, no periodo de janeiro a setembro de 2010. As pacientes
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incluidas foram previamente esclarecidas quanto a natureza do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).
Responderam também ao questionario para informacdes de dados pessoais,
grau de escolaridade, habitos tabagistas, comportamento sexual, historia de
DST anterior, além de dados relativos a gestacao atual e anteriores, se fosse o
caso (Anexo 2). No momento da inclusdo no estudo, as pacientes obedeceram
aos seguintes critérios: auséncia de tratamento de qualquer infeccdo do trato
genital inferior no periodo de 40 dias; 72 horas de abstinéncia sexual e de
procedimentos vaginais como toque digital e ultrassom vaginal. Também foram
excluidas desse estudo pacientes com infeccdo urinaria, candidiase ou

tricomoniase associadas a VB.

4.3. Protocolo de atendimento
Apoés o atendimento e antes de qualquer procedimento vaginal, o
conteudo vaginal foi avaliado quanto a mensuracao do pH vaginal e realizado o
teste das aminas, através da adicdo de KOH a 10% ao conteudo vaginal.
Esses dados juntamente com outras informacdes relevantes dos aspectos
clinicos das pacientes foram anotados em formulario especificamente

construido para o estudo (Anexo 3).

4.4. Colheita do material
Utilizando-se zaragatoas estéreis, foram coletadas amostras do
terco médio da parede vaginal para a confeccdo de dois esfregacos vaginais

em laminas. Uma lamina foi utilizada para realizacdo do exame microscopico a
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fresco e a outra foi corada pela técnica de Gram para avaliacdo do padrao de
flora vaginal.

Em seguida, um volume de 5 mL de solucéo fisiologica foi injetado
com seringa estéril na parede vaginal posterior, e ap0s homogeneizacédo dessa
solugdo com o auxilio de espatula, o contetudo foi coletado cuidadosamente
com a mesma seringa, evitando o contato com o intréito vaginal. Os lavados
vaginais coletados foram centrifugados a 8000g por 10 minutos a 4°C e os
sobrenadantes e pellets armazenados separadamente a -70°C até o momento

do processamento.

4.5. Avaliacao microscopica do conteudo vaginal

4.5.1. Exame a fresco

Apés adicao de solucao fisiolégica ao esfregaco vaginal, o contetdo foi
avaliado quanto a presenca de células epiteliais, morfotipos bacterianos,
presenca de polimorfonucleares, clue cells e elementos micoticos. Também foi
utilizado para o diagndstico de vaginite aerdbia, de acordo com os critérios

descritos por Donders et al.*®. A tricomoniase vaginal foi diagnosticada pela

visualizacao do protozoario Trichomonas vaginalis na preparacéo a fresco.

4.5.2. Coloracao de Gram

Através das observacbes da morfologia, coloracdo e quantidade dos

microrganismos observados, foram atribuidos escores, segundo critérios de

|'17

Nugent et al.™*, para classificacdo de flora Normal (1-3), flora Intermediaria (4-

6) e vaginose bacteriana (igual ou >7).
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4.6. Deteccao e quantificacao relativa de Atopobium
vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp. por PCR em

Tempo Real

4.6.1.Extracao do DNA bacteriano

O DNA bacteriano total foi extraido dos pellets dos lavados vaginais
armazenados. Os procedimentos para extracdo foram realizados utilizando o
Kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), de acordo com recomendacdes do
fabricante, aplicando as modificacbes necessarias para adequacdo as
condicOes laboratoriais. Ap0s a extracao, todas as amostras foram diluidas
para obtengao de concentragao final de DNA de 100ng/uL, em Epoch® (Biotek,

VT, USA).

4.6.2. Protocolo de amplificacao

As reacgOes foram realizadas em volumes finais de 25uL contendo
12,5uL de Sybr Fermentas®, 1uL do primer F, 1uL do primer R e 2uL de
amostra. O protocolo de incubagdo consistiu em 95° C por 10 minutos,
seguindo por 40 ciclos de 95° C por 15 segundos, 60° C por 30 segundos e 72
por 30 segundos em termociclador Bioer®. Os dados referentes a fluorescéncia
emitida durante a amplificacdo foram captados pelo software LineGeneK
(Verséo 4.1.00), onde séo feitas as analises dos dados de cada reacao.

As amostras nas quais se observou emissdo de fluorescéncia e,
portanto, a confirmacdo da presenca de amplificados foram selecionadas. Um

total de 10 amplificados de amostras distintas, para cada microrganismo em
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guestao, foi aplicado em gel de agarose 1,5% e submetida a eletroforese. Em
seguida, foi verificado que os amplicons estavam de acordo com os descritos

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

Tabela 1. Primers para as espécies Atopobium vaginae, Leptotrichia sp.,
Megasphaera sp. e do gene bacteriano RNAr 165

Espécie Nome Sequéncia Iniciadora Tamanho
Atopobium vaginae Atop582F 5'- TAGGCGGTYTGTTAGGTCAGGA-3' 81bp
Atop665R 5'- CCTACCAGACTCAAGCCTGC-3'
Megasphaera sp. MegaE-456F 5'- GATGCCAACAGTATCCGTCCG-3' 211bp

MegaE-667R 5'-CCTCTCCGACACTCAAGTTCGA-3

Leptotrichia sp. Lepto-395F 5'CAATTCTGTGTGTGTGAAGAAG-3' 251bp

Lepto-646R 5-ACAGTTTTGTAGGCAAGCCTAT-3’

RNAr 16S bacteriano Eub341F 5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3 193bp

Eub534R 5-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3

4.7. Analise Estatistica

Os dados relativos a mensuracdo do pH vaginal de acordo com a
classificacao da flora em escores e em relagdo aos microrganismos detectados
foram submetidos ao teste de analise de variancia e Mann Whitney,
respectivamente. A idade gestacional, no momento da inclus&o no estudo, foi

comparada entre as gestantes com episédio de vaginose bacteriana positiva
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para Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp ou sem deteccao
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 nivel de
significancia adotado para os testes empregados foi de 5%2%%. O software

utilizado para as analises foi o SigmaStat 9.0.

5. Resultados

As caracteristicas socio-demograficas, bem como dados ginecoldgicos
e obstétricos das 88 pacientes incluidas no estudo estdo 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 incluidas era nulipara
(63,6%), ndo fumantes (93,2%) e apresentaram Unico parceiro no ano anterior
a incluséo no estudo (68,2%).

Todas as 88 pacientes gestantes incluidas nesse estudo apresentaram
padrao de flora vaginal compativel com VB na analise microscopica
considerando os critérios de Nugent et al.'” bem como auséncia de candidiase
e tricomoniase.

A mensuracdo do pH, a positividade do teste das aminas e a
positividade da cervicite por C. trachomatis foram comparadas entre 0s
escores da vaginose bacteriana (Tabela 3) e nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada através da comparacdo entre
episodios de VB escore 8 com episodios de VB escores 9 ou 10, cuja definicéo

se da pela presenca de morfotipos compativeis com Mobiluncus curtisii. A
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positividade total de cervicite por Chlamydia trachomatis foi de 37,5% (Tabela

3).
Tabela 2. Caracteristicas das 88 pacientes com vaginose bacteriana incluidas no
estudo.
Variaveis N (%)
Idade* 17.7+4.9
Idade Gestacional* 18s 3d + 48d
Estado civil
Solteira 26 (29.5)
Unido estavel 38 (43.2)
NA 24 (27.3)
Escolaridade* 6.9+ 2.05
Ocupacao
Remunerado 11 (12.5)
N&o remunerado 45 (51.1)
NA 32 (36.4)
Tabagismo
Sim 4 (4.5)
Nao 82 (93.2)
NA 2 (2.3)
N° 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)
N&o 25 (28.4)
NA 60 (68.2)
Paridade
Nulipara 56 (63.6)
Multipara 11 (12.5)
NA 21 (23.9)

* Variaveis expressas em média + desvio padrao
NA : N&o avaliadas
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Tabela 3. Mensuracédo do pH, positividade do teste das aminas e positividade
de cervicite por Chlamydia trachomatis em gestantes com episddio
de vaginose bacteriana de acordo com a classificagdo da flora em
escores, segundo Nugent et al.*’.

VB Total VB8 VBOoul0 p
(N=88)  (N=69) (N=19)

Mensuragéo 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

* Variavel expressa em média = DP; Anadlise de Variancia.
# Teste de Qui-quadrado

Para cada amostra de vaginose bacteriana, foram realizadas 4 reacoes
simultdneas para deteccdo de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e
Megasphaera sp., além da sequéncia do gene bacteriano rRNA 16S
conservada entre as espécies bacterianas. A Figura 1 representa curvas de
amplificacbes de uma mesma amostra positiva para os genes RNAr 16S das
espécies Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e Megasphaera sp, além da
sequéncia 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 concentracfes

bacterianas iniciais.
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Figura 1. Curva de amplificacdo de PCR em tempo real LineGeneK (Versao
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.
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Figura 2. Valores de CicleThreshold (CT) de PCR em tempo real para o gene
bacteriano RNAr 16S, Megasphaera sp., Atopobium vaginae e Leptotrichia
sp, del2 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
freqientemente 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. Distribuicdo das espécies de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e

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

Espécies de Microrganismos N (%)

Atopobium vaginae

Deteccao Total 79 (89,8)
Deteccao Exclusiva 6 (6,8)
Deteccao Associada com Leptotrichia sp. e/ou Megasphaera sp. 27 (30,7)

Leptotrichia sp.

Deteccéo Total 52 (59,1)
Deteccao Exclusiva 0 (0,0)
Deteccao Associada com Atopobium sp. e/ou Megasphaera sp 6 (6,8)

Megasphaera sp.

Deteccao Total 72 (81,8)

Detecgéo Exclusiva 3(3,4)

Deteccao 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 avaliacdo da mensuracdo do pH, positividade do teste das aminas,
presenca de co-infeccao por C. trachomatis, bem como a idade gestacional no
momento do episédio de VB e sua graduacdo em escores nao revelaram

diferenca estatistica entre os casos em que houve a deteccdo dos 3
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microrganismos pesquisados (n=46) quando comparados com 0S casos em

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

Tabela 5. Mensuracéo 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.'” em gestantes com episédio de vaginose
bacteriana positiva para Atopobium vaginae, Leptotrichia sp. e
Megasphaera sp ou sem deteccdo de pelo menos uma das espécies
pesquisadas.

Grupo 1 Grupo 2
N=46 N=42 p

Mensuracédo do pH vaginal 4,8+0,2 4,940,2 0,56
Idade Gestacional (dias)” 132 (56-295) 125 (57-227) 0,89
Positividade de C. trachomatis n(%)8 17 (37,0) 16 (38,0) 0,91
Positividade do teste das aminas n(%)3 21 (45,7) 18 (42,9) 0,96
Escores da VB n(%)3

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 detecgdo de pelo menos uma das espécies pesquisadas.

"Variavel expressa em média + desvio padrdo; Anlise de Variancia

# Variavel expressa em mediana e valores minimos e maximos; Teste de Mann-Whitney
§ Variaveis expressas em n (%); Teste de Qui-Quadrado.



21

6. Discussao

A vaginose bacteriana €, sem duvida, a alteracao de flora vaginal mais
freqiiente em mulheres gravidas®. InGmeras complicacBes obstétricas s&o
associadas & VB, como corioamnionite e baixo peso ao nascimento®*°! A VB
se caracteriza pela substituicdo dos lactobacilos da microbiota vaginal por
outras espécies bacterianas®®. Estudos recentes que utilizaram técnicas de
biologia molecular demonstraram que varias espécies até entdo raramente ou
nunca isoladas em laboratorio sdo associadas a VB como Atopobium vaginae,
Leptotrichia sp., Megasphaera sp®?*?’. Nesse estudo, foi avaliada a presenca
dessas espécies bacterianas relacionadas a VB em 88 gestantes com
diagndstico microscépico de VB, de acordo com os critérios de Nugent et al.’.
N&ao foram incluidas nesse estudo pacientes com outras alteracdes de flora
vaginais e/ou vulvovaginites, como tricomoniase, candidiase e vaginite aerébia,
com a finalidade de avaliar a participacdo dessas espécies bacterianas
somente na VB.

Considerando que a VB é fator de risco para aquisicdo de inUmeras
DSTs, como cervicite por C. trachomatis'®, também foi realizada nesse estudo
a pesquisa desse patdgeno em secrecdes endocervicais. A presenca de C.
trachomatis foi detectada em 37,5% das gestantes, freqiiéncia superior a
relatada em mulheres gravidas atendidas nesse servico®’ e também em
gestantes de outros paises®" . Diversos fatores de risco ja estdo definidos
para a infeccdo clamidiana. Sua maior prevaléncia em mulheres jovens, com
idade inferior a 25 anos e que apresentem comportamento sexual de risco,

como multiplos parceiros ao longo da vida € um consenso na literatura
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mundial®. No presente estudo a média de idade das gestantes foi de 17,7
anos, fato que pode estar relacionado a alta prevaléncia encontrada.

A VB é uma alteracéo de flora vaginal com composicao bacteriana e

14,24 | 16

sintomatologia muito variaveis Os critérios de Amsel et a para
diagnostico ainda séo utilizados para o diagnéstico de VB, no entanto
apresentam baixa sensibilidade quando comparados ao sistema de
classificacdo de flora vaginal, conforme o preconizado por Nugent et al.*’*°.
Conforme os dados encontrados no presente estudo, ndo had uma correlacao
entre critérios de Amsel, como pH vaginal e teste das aminas, e o aumento da
graduacdo em escores do esfregaco vaginal. Também pode-se concluir que
embora haja associacéo entre VB e infeccdo por Chlamydia trachomatis*! essa
infeccdo ndo se correlaciona com a graduacao da VB em escores.

Ja foi demonstrado que a participagcdo das espécies Atopobium
vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera sp. na flora vaginal é variavel®*?*?’.
Além disso, a deteccdo simultanea de Atopobium vaginae e Gardnerella
vaginalis apresenta alta sensibilidade para o diagnéstico de VB (96,0%), sendo
gue a espécie Atopobium vaginae apresenta ainda maior especificidade
(77,0%) para essa alteracao de flora vaginal, quando comparada a Gardnerella
vaginalis (35,0%)%*. As frequéncias detectadas de Atopobium vaginae,
Leptotrichia sp. e Megasphaera sp, no presente estudo, foram similares as
relatadas anteriormente em mulheres ndo gravidas®" >33, A importancia da
deteccdo dessas espécies em mulheres gravidas se da principalmente ao fato
de ja terem sido detectadas no liquido amnidtico de mulheres com trabalho de

parto prematuro e rotura prematura de membranas pré-termo***:. A infeccéo

intramnidtica € causa frequente dessas intercorréncias gestacionais, ja que a



23

presenca de microrganismos na cavidade amniética aumenta a producéao local
de citocinas inflamatérias, estimulando a sintese de prostaglandinas,
estimulando a contratilidade uterina e desencadeando o trabalho de parto
prematuro acompanhado ou n&o de rotura das membranas corioamniéticas®.

Tem sido proposto que casos de VB com predominio de espécies
Atopobium vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera sp. ndo seriam téo
prejudiciais como os outros tipos de VB com menor participacdo desses
microrganismos na microbiota vaginal, ja que essas espécies possuem como
caracteristica comum a producdo de &cido latico®®, além de terem sido
encontradas no conteudo vaginal de mulheres sem nenhuma sintomatologia
caracteristica de VB?**. No entanto, os resultados obtidos no presente estudo
nao revelaram diferencas entre parametros como idade gestacional,
mensuracdo de pH vaginal, positividade do teste das aminas, além da
prevaléncia de cervicite por C. trachomatis entre os episodios de VB com a
presenca dessas espeécies bacterianas, quando comparadas com amostras de
VB negativas para pelo menos uma das espécies pesquisadas.

Apesar das evidéncias que apontam para possivel participacao
benéfica das espécies de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp., Megasphaera
sp. na flora vaginal, os resultados deste trabalho ndo permitem diferenciar os
episédios de VB com maior participacdo dessas espécies, em relacdo os
demais casos dessa alteracdo de flora vaginal. A alta frequéncia dessas
espécies na flora vaginal de gestantes e as suas associacées com casos de
infeccéo intramniotica ressaltam a importancia de futuros estudos para a maior
compreensao das alteracdes microbiolégicas da flora vaginal que poderéo

colaborar com a diminuicdo das taxas de prematuridade resultantes das
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complicagbes gestacionais relacionadas a alteracdes de flora vaginal e/ou

infeccbes do trato genital durante a gestacéo.
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8-Anexos

Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Convidamos a senhora para participar da pesquisa “Vaginose Bacteriana em Gestantes:
isolamento e quantificacdo de Atopobium vaginae, Leptotrichia sp e Megasphaera sp”,
gue tem por objetivo analisar alguns aspectos relacionados a infeccdo genital denominada
Vaginose Bacteriana e suas variagdes presentes nos diferentes casos das mulheres atendidas
no Centro de Saude Escola da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Sua participacao
implicara em responder as questdes da entrevista, e submeter-se a exame ginecolégico, que
serdo realizados pela clinicos durante a consulta. Para o exame ginecologico, sera necessaria
a introdugao de um aparelho de metal, estéril, conhecido como “bico de pato” (espéculo), que
afastara as paredes vaginais, a fim de permitir a visualizagdo 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 verificagdo dos tipos de
bactérias presentes. Sera, também, realizada coleta de material do colo do Utero para pesquisa
de uma bactéria conhecida como Chlamydia trachomatis. Esta pesquisa é de responsabilidade
da graduanda Thalita de Almeida Tavares, sob orientagdo da Prof? Dr®. Marcia Guimardes da
Silva, do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP e
participacdo da doutoranda Camila Marconi.

Pelo presente instrumento, eu devidamente

esclarecida, ciente dos procedimentos aos quais serei submetida, ndo restando quaisquer
duvidas a respeito do lido e explicado, e ciente, também, de que as informacbes serdo
utilizadas exclusivamente pelas pesquisadoras, que manterdo sigilo sobre minha identidade, e
gue 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 e que ndo receberei nenhuma gratificacdo financeira para participar desse estudo,
firmo meu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, concordando em participar da

pesquisa proposta.
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Esse documento, apés aprovacdo do CEP, sera elaborado em duas vias, sendo
uma entregue a paciente pesquisada e outra sera mantida em arquivo pela pesquisadora.

Botucatu, de

de 20

Assinatura da paciente

Thalita de Almeida Tavares

Rua Prof Mério Guimarées, 468
Vila Nova Botucatu, Botucatu, SP
Fone: 11 9645-8358

e-mail: thalita.tavares@hotmail.com

Prof. Dra, Marcia G. da Silva

Rua lIzidoro Bertaglia, 746
Jd. Chacara dos Pinheiros,Botucatu,SP
Fone: 14 3814-2417

e-mail: mgsilva@fmb.unesp.br
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Anexo 2. Protocolo de Pesquisa

NUmero de parceiros sexuais (1 @n0).......cccoeevueveeieeeeeiiiiiieeeee s

HiStOria de DST ANt IO . ... e

Paridade ........uueeiiiie et

NUMero de partos VagINAIS. .......c.coeveeeriiiiiiiiiiiiiiieieeiie e

Histdrico de parto prematuro anterior: [1 Sim (1 Ndo [1 Ndo se aplica
Histérico de RPM-PT: (1 Sim [1 Nao (1 Nao se aplica

Histdrico de baixo peso ao nascer (<2500g) [ Sim 1 N&o [1 Nao se aplica

Histdrico de aborto: [1 Sim [1Ndo [1N&ao se aplica

Pesquisador Responsavel
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Anexo 3. Pedido de realizacao de bacterioscopia do

esfregaco vaginal

Rotina Diagnostica das Infecgdes do Trato

Genital Inferior

Nome RG
Idade Clinica
Data do atendimento / i
Médico Solicitante:
O Nio O As vezes
O De 08 a 30 dias [0 Mais de 30 dias [ Nao sabe
O Moderado [J Muito [0 Nio sabe
O Pastoso [ Nio sabe
O Amarelo O Esverdeado [ Nio sabe
[ Nio O As vezes [ Nio sabe
O Ndo O As vezes [0 Nio sabe
[ Nio
[ Moderado [ Muito
[ Pastoso [ Bifésico O Outros:
O Amarelo O Acinzentado O Outros:
[J Ausente [ Duvidoso
[ Endocervicite [0 Ectopia [ Outros:

Ultima RS / 4

1. Queixas

Corrimento O Sim
Tempo de evolugio [ Até 7 dias
Intensidade O Pouco
Aspecto [J Fluido
Cor [J Branco
Odor O Sim
Prurido O Sim

2. Exame Fisico

Corrimento O Sim
Intensidade O Pouco
Aspecto [ Fluido
Cor [ Branco
Whiff Test [J Presente
Achados [ Vulvite
PH vaginal: [J Néo realizado JEC:
[COReal Time:

COExame Microscépico Direto do Contetido Vaginal (GRAM):
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