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RESUMO

Vaginose Bacteriana (VB) é uma sindrome polimicrobiana, caracterizada pelo
desequilibrio da microbiota vaginal, associada a substituigdo da populagéo bacteriana
vaginal predominantemente aerébia (Lactobacillus spp.) por uma populagdo anaerobia
(principalmente Gardnerella vaginalis), gerando descarga vaginal anormal em mulheres
em idade reprodutiva. O objetivo desse trabalho foi a avaliagdo de aspectos fisiologicos
e moleculares de G. vaginalis em pacientes com e sem VB, atendidas na rede publica
(S8US) e privada de Juiz de Fora/MG, além da determinagdo do perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos. Amostras de secregéo vaginal foram coletadas e
processadas para isolamento seletivo, conforme descrito na literatura. G. vaginalis foi
identificada presuntivamente pela B-hemoélise ou hemdlise difusa e os testes da oxidase
e catalase. A identidade bacteriana foi confirmada por reagdo de PCR. O gene
codificador para a vaginolisina (vly) foi detectado por PCR. O perfil de susceptibilidade a
drogas antimicrobianas foi determinado pelo método da diluicdo em &gar, de acordo as
recomendagdes do CLSI para microrganismos anaerébios. A genotipagem foi realizada
por AP-PCR. De 89 pacientes, G. vaginalis foi isolada de 42 por cultivo em meio de
cultura, sendo 35 com VB, 02 com quadro intermediario e 05 saudaveis. Em 47
pacientes ndo foi possivel realizar o isolamento de G. vaginalis por método de cultivo,
sendo a reagdo de PCR positiva para 26 destas pacientes. Para classificar as pacientes
em sintomaticas e saudaveis, foi realizado o escore de Nugent, Todos os 204 isolados
de G. vaginalis submetidos a reagdo de PCR tiveram sua identidade confirmada, e
destes, em 96,5% foi detectado o gene vly. Quanto ao perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos, alta sensibilidade a ampicilina/sulbactam, clindamicina e cloranfenicol
foi observada, e alta resisténcia foi observada a ampicilina, metronidazol, secnidazol e
tinidazol. A cultura positiva de G. vaginalis, per se, ndo garante o diagnéstico de VB, ja
que os microrganismos fazem parte da microbiota residente. Ndo foi possivel
correlacionar a detecgdo do gene vly como marcador para determinagéo de linhagens
patogénicas. A resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos mais utilizados na
clinica corroboram outros estudos, e alertam para os riscos da terapia empirica
rotineira. A técnica de genotipagem utilizada ndo permitiu o agrupamento de G.
vaginalis, de acordo com sua origem de isolamento, sugerindo, assim, uma
heterogeneidade populacional. Essa observagdo sustenta-se pelo ndo agrupamento
bacteriano também em fungdo da tipagem pelo perfii de susceptibilidade a
antimicrobianos, embora outras técnicas de genotipagem nao tenham sido utilizadas.
Além disso, ainda ndo s&o descritos oligonucleotideos iniciadores especificos para
genotipagem de G. vaginalis por AP-PCR. Espera-se que esses resultados possam
servir de base para suscitar discussdes relacionadas ao tratamento empirico da
vaginose bacteriana, considerando-se limitagdes na disponibilidade de diagndstico ou
mesmo terapia antimicrobiana.

Descritores: Vaginose Bacteriana, Gardnerella vaginalis, Escore de Nugent,
Papanicolaou.



ABSTRACT

Bacterial vaginosis (BV) is a polymicrobial syndrome characterized by an imbalance in
the vaginal microbiota associated with the replacement of the vaginal bacterial
population predominantly aerobic (Lactobacillus spp.) by an anaerobic population
(especially Gardnerella vaginalis) leading to abnormal vaginal discharge in women of
reproductive age. The aim of this study was to evaluate physiological and molecular
aspects of G. vaginalis in patients with and without BV, treated at public (SUS) and
private services in Juiz de Fora/MG, in addition to determining the antimicrobial
susceptibility patterns. Vaginal secretion samples were collected and processed for
selective isolatiori, as described in the literature. G. vaginalis was presumptively
identified by B-hemolysis or diffuse hemolysis and oxidase and catalase negative tests.
The bacterial identity was confirmed by PCR. The encoding gene for vaginolisin (viy)
was detected by PCR. Antimicrobial susceptibility patterns were determined by agar
dilution method, according to CLSI guidelines for anaerobic microorganisms.
Genotyping was performed by AP-PCR. Out of 89 patients, G. vaginalis was isolated
from 42 by cultivation in culture medium, 35 of which with VB, 02 with intermediate
clinical and 05 healthy. In 47 patients it was not possible to perform the isolation of G.
vaginalis by cultivation method, with a positive PCR result for 26 of these patients. To
classify patients in symptomatic and healthy, Nugent score was performed. All 204
isolates of G. vaginalis subjected to PCR reaction had its identity confirmed and, of
these, vly gene was detected in 96.5%. Regarding antimicrobial susceptibility patterns,
high sensitivity to ampicillin/sulbactam, clindamycin and chloramphenicol was observed,
and high resistance was observed to ampicillin, metronidazole, secnidazole and
tinidazole. The positive culture of G. vaginalis, per se, does not ensure the diagnosis of
BV, as the microorganism may be considered resident microbiota. It was not possible to
correlate vly gene detection as a marker for determination of pathogenic strains.
Bacterial resistance against antimicrobial drugs commonly used in clinical corroborate
with others studies, and warn to the risks of empiric therapy routine. The genotyping
technique used did not allow G. vaginalis grouping, according to their source of isolation,
suggesting, therefore, a heterogeneous population. This observation is sustained by the
impossibility of grouping using the bacterial typing by antimicrobial susceptibility profile
too, although other genotyping techniques have not been used. In addition, specific
primers for genotyping G. vaginalis by AP-PCR have not been described yet. It is
expected that these results can serve as basis for raising discussions related to empiric
treatment of bacterial vaginosis, considering limitations in the availability of diagnostic or
antimicrobial therapy.

Keywords: Bacterial Vaginosis, Gardnerella vaginalis, Nugent Score, Papanicolaou.
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1  INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A vulvovaginite € um dos problemas ginecolégicos mais comuns, sendo o
corrimento genital umas das 25 raz6es mais frequentes pela qual a mulher procura
atendimento médico. As infecgdes vaginais sdo responsaveis por sintomas bastante
desagradaveis, que muitas vezes provocam grande desconforto orgadnico e
psicossocial para a vida da mulher.

A etiopatogenia das vulvovaginites & bastante variavel, sendo a causa
infecciosa a mais importante. Os principais agentes etiologicos dessas infecgdes sdo
a bactéria Gardnerella vaginalis, associada a vaginose bacteriana (VB), e o fungo do
género Candida sp., causador da candidiase vaginal.

A VB é uma sindrome polimicrobiana, comumente associada com descarga
vaginal anormal em mulheres em idade reprodutiva. Sua etiologia € pobremente
compreendida e envolve um desequilibrio na microbiota vaginal, por um super
crescimento de microrganismos anaerébios na vagina, levando a substituigdo dos
lactobacilos da microbiota residente e aumento no pH, de menos de 4,5 para mais
do que 7,0. Um dos microrganismos anaerobios isolados com maior frequéncia da
secregao vaginal de mulheres portadoras de VB é a G. vaginalis.

Considerando a grande importancia da G. vaginalis no desenvolvimento da
VB e a associacdo desta patologia com sérias complicagdes ginecolégicas e
obstétricas, com consequente repercussdo na salde publica, o estudo clinico
dessas vulvovaginites torna-se importante, tendo em vista a alta incidéncia de casos
nos consultorios ginecoldgicos, sintomaticos ou néo, e o alto grau de recidivas.

A cultura ndo é Util para diagnostico de G. vaginalis, uma vez que esse
microrganismo faz parte da microbiota de pacientes assintomaticos para VB, sendo
encontrado nessas e em pacientes sintomaticas para VB.

Existem dois critérios diagnosticos postulados, os de Amsel e os de Nugent.
Os critérios de Amsel baseiam-se em um conjunto de achados que, associados,
confirmariam o diagndstico de uma doenga, caracterizada por um conjunto de sinais
e sintomas. Estes critérios sdo: corrimento homogéneo e fino, teste das aminas
(KOH 10%) positivo, identificagéo de células epiteliais recobertas por bactérias no

exame microscopico a fresco do conteudo vaginal (“clue-cells”) e pH vaginal > 4,5.
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Ocorrendo trés destes quatro critérios citados, pode-se estabelecer o diagndstico
clinico-laboratorial de VB em 90% das mulheres acometidas.

Em uma abordagem puramente laboratorial, considera-se possivel o
diagnéstico de VB através do escore de Nugent, o qual é resultante da soma de
valores diferenciados para a observagdo quantitativa por meio da coloragdo de
esfregagos pelo método de Gram, onde sdo identificados e quantificados os
morfotipos bacterianos, como Lactobacillus, Mobiluncus e G. vaginalis. Este método
laboratorial é considerado, atualmente, o padrdo ouro para o diagndstico da VB.
Entretanto, o escore de Nugent ndo permite a identificagdo de varias outras
bactérias implicadas em VB, tais como espécies de Mycoplasma e Atopobium
vaginae, o qual apresenta uma morfologia variavel, levando a erros na identificag&o.

As drogas anti-anaerobias de escolha, recomendadas para o tratamento da
VB, tanto pelo guia de tratamento das doengas sexualmente transmissiveis do
Centers for Diseases Control and Prevention (CDC) nos Estados Unidos, quanto
pelo Ministério da Satde no Brasil séo o metronidazol e a clindamicina. Entretanto,
diversos estudos apontam elevados indices de resisténcia da G. vaginalis a essas
drogas.

O presente trabalho visa mostrar a importdncia da bacterioscopia como
método complementar ao diagndstico, correlacionando esses resultados aos do
exame de Papanicolaou, além de abordar os aspectos epidemioldgicos, clinicos e
microbiologicos das infecgbes vaginais, mais precisamente a VB, causada por G.
vaginalis.

Assim, dando sequéncia a linha de pesquisa “Patégenos associados as
doencas cérvico-vaginais em mulheres em idade reprodutiva em Juiz de Fora/MG", o
presente estudo pretende contribuir, além do diagnostico complementar, tambéem
para conhecimento sobre a ecologia e dindmica populacional bacteriana das
doengas cérvico-vaginais em nosso meio. As informagdes epidemiologicas geradas
neste estudo poder&o servir de base para o desenvolvimento de politicas de salude
publica e, assim, contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos financeiros
a serem aplicados em medidas preventivas, minimizando os riscos associados as

infecgdes cérvico-vaginais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota vaginal

A vagina, do ponto de vista ecologico, pode ser considerada um sitio
anatémico complexo, onde mais de 50 espécies de microrganismos ja foram
isoladas e vivem em harmonia, e por isso sdo consideradas comensais, mas que
podem, em situacdes de desequilibrio, tornarem-se patogénicas. O equilibrio do
ecossistema vaginal € mantido por complexas interagbes entre a microbiota vaginal
saudavel, os produtos do metabolismo microbiano, o estado hormonal e a resposta
imune do hospédeiro (GIRALDO et al., 2005; LIVENGOOD, 2009).

Define-se microbiota vaginal como um grupo variado de microrganismos que
colonizam a vagina, sem ocasionar doenga. Nos recém-nascidos do sexo feminino,
a vagina é colonizada por lactobacilos, bactérias que predominam durante cerca de
seis semanas e persistem enquanto o pH permanecer acido. Quando o pH se torna
neutro e ha declinio dos niveis de estrogénios maternos, a microbiota vaginal se
modifica, e observa-se a presenga de uma microbiota mista, composta por cocos e
bacilos. Na puberdade, quando se inicia a produgdo de estrogénio, a microbiota
novamente sofre mudangas, e os lactobacilos aerobios e anaerdbios reaparecem em
- grande numero, contribuindo assim para a manutengéo do pH acido pela produgéo
de acido latico a partir de carboidratos, sobretudo o glicogénio. Trata-se
aparentemente, de um mecanismo importante para prevenir o estabelecimento de
outros microrganismos possivelmente prejudiciais para a vagina. Apds a
menopausa, os lactobacilos novamente diminuem em ndmero, e reaparece uma
microbiota mista (JAWETZ, MELNICK e ADELBERG, 2005).

As bactérias que habitam a vagina s8o uma importante barreira de defesa do
organismo, representando um complexo sistema microbiolégico. Os lactobacilos (ou
Bacilos de Doderlein) sdo bastonetes Gram positivos produtores de varios
metabolitos com propriedades microbicidas, incluindo acido latico, bacteriocinas e
peroxido de hidrogénio (H,0,). O acido latico mantém o ambiente acido inibindo o
desenvolvimento de muitas espécies bacterianas, sendo um eficiente mecanismo de
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protecdo das mucosas (AROUTCHEVA et al., 2001). A protegéo da mucosa vaginal
depende também do reconhecimento especifico de estruturas na superficie dos
lactobacilos (adesinas) e do epitélio vaginal (receptores). Essa interagdo adesinas-
receptores resulta na formagéo do biofilme, que exerce uma agdo protetora contra
microrganismos indesejaveis (CASTELLANO-FILHO, DINIZ e SILVA, 2010).

A microbiota vaginal saudavel é dominada por Lactobacillus spp. produtores
de H,0,, caracteristica vantajosa para esses microrganismos, pois elimina bacterias
incapazes de sintetizar catalase. O efeito bactericida do H20, & determinado pela
sua atividade oxidante, gerando as espécies reativas de oxigénio, que perturbam o
DNA celular. Entre os lactobacilos produtores de H,O, estdo o L. crispatus, L.
acidophilus, L. rhamnosus, dentre outros (LIVENGOOD, 2009; CASTELLANO-
FILHO, DINIZ e SILVA, 2010).

Os lactobacilos produtores de H,O, mostram, in vitro, a capacidade de inibir
varias bactérias, incluindo-se entre elas a G. vaginalis e Neisseria gonorrhoeae. A
proliferagéo dé bactérias como G. vaginalis, Peptostreptococcus, Bacteroides sp.,
Mobiluncus sp. e Micoplasma hominis, pouco frequentes na microbiota vaginal
saudavel, determina redugdo acentuada dos Lactobacillus e elevagédo do pH vaginal
acima de 4,5, propiciando o surgimento dos sintomas de VB (LEITE et al., 2010).

Outro mecanismo de defesa da mucosa produzido pelos lactobacilos sdo as
bacteriocinas, que s&o peptideos com atividade antagonista. O espectro de agéo das
bacteriocinas & variavel. Bacteriocinas com estreito espectro de agéo inibem o
crescimento de espécies de lactobacilos (isoantagonismo). Bacteriocinas com um
amplo espectro de agdo inibem um diversificado grupo de bactérias, incluindo G.
vaginalis (heteroantagonismo). Sugere-se que o &cido latico e o baixo pH trabalham
sinergicamente com bacteriocinas, e, em conjunto, podem ser mais importantes que
o H,0; para inibir o crescimento de G. vaginalis (AROUTCHEVA et al., 2001).

O pH fisiolégico da vagina situa-se entre 3,5 e 4,5 em mulheres na menacme,
ndo gravidas e em ndo lactantes. Aquelas na pés-menopausa e outras condigdes de
hipoestrogenismo e meninas pré-puberes tém o pH vaginal elevado (4,7 ou mais).
Alguns fatores podem eleva-lo, como muco cervical, sémen, sangue menstrual,
alteragdes hormonais diversas (como gravidez e menopausa), doengas sexualmente

transmissiveis e crescimento excessivo de outros microrganismos da microbiota
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vaginal, como resultado do uso de duchas internas e antibiéticos (AROUTCHEVA et
al., 2001; MIJAC et al., 2006).

A microbiota bacteriana vaginal de uma mulher adulta pode incluir patogenos
oportunistas, que ndo ocasionam doenga nos tecidos sadios do hospedeiro. Os
Lactobacillus spp. somam 90% das bactérias presentes na microbiota vaginal de
uma mulher sadia em idade reprodutiva, sem vaginite ou cervicite. Apesar dos
lactobacilos serem quase que exclusivos neste ambiente, existem muitos outros
microrganismos que, em diminuta quantidade (menos de 10% do total de bactérias),
compdem a microbiota residente da vagina. Entre esses microrganismos, estéo os
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Staphylococcus epidermidis, Escherichia
spp., Klebsiella spp., Proteus spp., Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp.,
Atopobium vaginae, Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp., Clostridium spp.,
Bifidobacterium spp., Propionibacterium spp., Eubacterium spp., Bacteroides spp.,
Prevotella spp., G. vaginalis, dentre outros. Fungos, como Candida albicans,
também estdo presentes, compondo uma pequena parcela da microbiota vaginal
(PRIESTLY et al., 1997; SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008).

A microbiota vaginal humana sofre provaveis mudangas na representagéo e
abundancia de espécies ao longo do tempo, que sdo influenciados por fatores que
podem incluir idade da mulher, flutuagdes hormonais (fase do ciclo menstrual,
contracepgao), atividade sexual (tipos de atividades sexuais como sexo oral ou anal
seguido de sexo vaginal, frequéncia de sexo, numero de parceiros sexuais, bem
como a microbiota do trato geniturinario destes parceiros), condigbes de salde
(diabetes, infecgdo do trato urinario), uso de medicamentos (intravaginal e
antibidticos  sistémicos), duchas intravaginais e higiene (SRINIVASAN e
FREDRICKS, 2008). Essas mudangas nos tipos e proporgdes relativas das especies
microbianas na vagina poderiam conduzir a um estado de doenga.

Os microrganismos desempenham um papel critico na determinagéo do perfil
bioquimico e inflamatério do ambiente vaginal. Existem evidéncias que indicam que
apenas uma pequena fragdo da microbiota vaginal pode ser demonstrada por meio
dos métodos disponiveis de cultivo in vifro, o que leva a incertezas sobre a
constituigdo da microbiota vaginal (SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008).
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Assim, novas metodologias, como a biologia molecular, independente de
cultivo, sdo necessarias para melhorar a detecgdo dos microrganismos e ampliar os
conhecimentos sobre a complexa microbiota vaginal. Um dos aspectos do Projeto
Microbioma Humano (HMP) é a necessidade de explorar a diversidade de bactérias
da vagina saudavel e doente para compreender se as mudangas no microbioma
vaginal podem estar correlacionadas com mudangas na satde humana (LING et al.,
2010).

2.2 Vaginose Bacteriana: Aspectos Gerais

A secregdo vaginal é uma resposta fisioldgica do organismo feminino, e
quando ndo ha alteragdo devido a processo patologico, essa se apresenta de cor
clara, com quantidade e aspecto podendo variar devido ao periodo do ciclo
menstrual. Por outro lado, quando o equilibrio da microbiota & rompido e se instala
um processo patologico, um dos primeiros sinais € o corrimento vaginal, sendo uma
das principais queixas ginecoldgicas entre as pacientes que procuram a atengéo
médica (GIRALDO et al., 2007; ZIMMERMMANN et al., 2009). |

Quando ha um desequilibrio da microbiota, com quadros de irritagéo vaginal,
associados com corrimento vaginal caracteristico de origem inflamatdria com
leucorréia e prurido, os agentes etioldgicos sdo geralmente Candida spp. ou
Trichomonas vaginalis, e esta condigdo denomina-se “vaginite especifica”. Em outfa
situacdo de desequilibrio da microbiota, com irritag&o vaginal de origem bacteriana,
acompanhado de corrimento homogéneo e fétido, alteragéo no pH vaginal, auséncia
de inflamagdo e pequeno numero de leucdcitos, esta condigdo denomina-se
“vaginite inespecifica”, que atualmente é definida como Vaginose Bacteriana (VB)
(CATLIN, 1992; TEIXEIRA, 2010).

Segundo Giraldo e colaboradores (2007), a atual VB ja teve diferentes nomes
com o avango dos conhecimentos microbioldgicos:

1892 — Kronig - Vaginite inespecifica — causada por estreptococos anaerobios.
1947 — Henriksen — Vaginite inespecifica — Diplobacillus variabilis.
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1978 — Pheifer et al. — Vaginite inespecifica — causada por anaerdbios.

1955 — Gardner e Dukes — Vaginite por Haemophilus vaginalis — Haemophilus
vaginalis.

1963 -~ Zinneman e Turner — Vaginite por Corynebacterium vaginalis —
Corynebacterium.

1980 — Greenwood e Picket — Vaginite por Gardnerella — Gardnerella vaginalis.
1982 — Blackwell e Barlow — Vaginose anaerdbica — Anaerdbios.

1984 — Thomason et al. — Vaginose inespecifica — Polimicrobiano.

1984 — Westrém et al. — Vaginose bacteriana — Polimicrobiana (Primeiro Simpdsio
Internacional sobre Vaginite, Estocoimo).

Usa-se 0 termo vaginose para diferencia-lo de vaginite, na qual ocorre
infecgdo dos tecidos vaginais. Porém, na vaginose ndo ha lesdes nos tecidos ou
estas sdo muito discretas, havendo apenas um desequilibrio na microbiota vaginal
saudavel. Mais recentemente cogitou-se a hipotese de denominar VB de “bacteriose
vaginal”, pelo fato do sufixo “ose” denominar “aumento”, podendo significar o
aumento de bactérias na vagina (GIRALDO et al., 2007; TEIXEIRA, 2010).

Define-se VB como uma sindrome, cuja etiologia ainda ndo é bem elucidada e
onde ha um desequilibrio na microbiota saudavel com um aumento de bactérias
anaerdbias em substituicio aos Lactobacillus spp., particularmente aqueles
produtores de H0O, com aparecimehto de corrimento vaginal fétido. Esse odor é
exacerbado apos as relagbes sexuais e ao final da menstruagéo, pois a alcalinizagdo
da vagina pelo esperma ou pelo sangue menstrual reage com as substancias
produzidas pelos microrganismos anaerdbios liberando aminas volateis (putrescina e
cadaverina), resultando no odor semelhante a “peixe podre”. O corrimento vaginal,
entretanto, costuma ser discreto, homogéneo, escasso, podendo ainda apresentar
coloragdo variada, esbranquigada, acinzentada ou amarelada. O prurido estara
ausente em quase todos os casos em que ndo haja outra infecgdo concomitante
(FACHINI et al., 2005; GIRALDO et al., 2007).

Segundo Giraldo e colaboradores (2007), ha um sinergismo entre G. vaginalis
e outras bactérias anaerdbias, particularmente espécies de Mobiluncus e
Bacteroides. Essa sindrome esta presente em grande parte das mulheres em idade

reprodutiva, sendo a causa mais comum da procura em consultérios ginecologicos.
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A auséncia de lactobacilos produtores de H,0O, causa, portanto um desequilibrio
microbiolégico, o glicogénio vaginal ndo é mais degradado em &cido lactico por
esses lactobacilos, sendo transformado ao invés disso em &cidos graxos por
bactérias anaerébias. Esses acidos graxos elevam o pH vaginal (> 4,5) criando um
ambiente desfavoravel para os lactobacilos e favoravel ao crescimento de
microrganismos potencialmente patogénicos, catalase negativos, encontrados em
elevadas concentracbes entre as mulheres com VB, dentre eles, destaca-se a G.
vaginalis (ESCHENBACH et al.,, 1989; FETHERS et al, 2009; CASTELLANO-
FILHO, DINIZ e SILVA, 2010).

2.2.1 Aspectos epidemioldgicos

O Brasil € um pais com muitas disparidades sécio-econdmicas. Com isso, ha
grande divergéncia quanto a prevaléncia de infecgbes vaginais em diferentes
regides do pais. Sabe-se que ha regides mais pobres, como a regido Norte, que
possui uma: infraestrutura muito precaria para dar suporte a saude da mulher, em
comparagao com outras regides do pais (TEIXEIRA, 2010).

A prevaléncia da VB é de dificil determinagdo, uma vez que grande parte das
mulheres portadoras é assintomatica, ou seja, ndo procuram atendimento medico,
por néo terqm queixa, ndo sendo, portanto, incluidas nos estudos. A VB é a causa
mais comum de corrimento vaginal nas mulheres em idade reprodutiva, sendo mais
comum em mulheres negras do que brancas, naquelas mulheres com dispositivos
intrauterinos (DIU) e naquelas fumantes (KOUMANS e KENDRICK, 2001).

Em pesquisas realizadas em diversos paises observou-se que o indice de VB
& mais elevado em mulheres com varios parceiros sexuais do que em mulheres sem
atividade sexual. Muitas observagdes correlacionam a aquisicdo de VB § atividade
sexual, uma vez que ela é mais frequente em mulheres sexualmente ativas, que
iniciaram atividade sexual mais jovens, ou nas que possuem historico de doengas
sexualmente transmissiveis (DST). Por outro lado, existem casos — detectados mais

raramente, em mulheres virgens e em criangas, o que indica que a ocorréncia deste
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desequilibrio da microbiota ndo é decorrente exclusivamente do contato sexual.
Além disso, existem fortes evidéncias de que o tratamento do parceiro sexual ndo
diminui a frequéncia ou o intervalo das recorréncias, mais um indicio de que, apesar
de ser uma doenga relacionada ao sexo, ndo pode ser considerada como uma
verdadeira DST (SIMOES et al., 2006; ZIMMERMMANN et al., 2009).

O uso de métodos de barreira e anticoncepcionais orais parece proteger
contra a VB (LEITE et al., 2010). Nos EUA, a VB tem sido diagnosticada em 17% a
19% das mulheres em clinicas de planejamento familiar, e dentre 589 mulheres com
alguma queixa genital, 46% foram diagnosticadas com VB. No Brasil, a VB mostra-
se muito frequente, atingindo cerca de 45% das mulheres com queixa de corrimento
vaginal, podendo também estar presente mesmo em mulheres assintomaticas
(GIRALDO et al., 2007; LEITE et al., 2010).

Muitos outros fatores comportamentais e inerentes ao hospedeiro estio
envolvidos na génese da VB, como o fumo, a idade, a etnia, o baixo nivel
socioecondmico, o habito de realizar ducha vaginal, o antecedente de DST, a
higiene vaginal precaria, o uso de DIU como metodo contraceptivo e o
comportamento sexual (SIMOES et al., 2006).

Estudos mostram que um dos fatores mais relevantes de risco para VB é o
uso de DIU. Um estudo realizado por Doria (2003) mostrou que a prevaléncia de
infecgbes cérvico-vaginais em pacientes usuarias de DIU foi de 29,1%, sendo VB a
mais frequente (19,7%). Segundo Livengood (2009), o fumo provavelmente suprime
o crescimento de lactobacilos produtores de H,O, aumentando o risco de VB.

Quanto a etnia, estudos mostram que a ocorréncia de espécies de
Lactobacillus produtores de H,O, parece ser menos frequente em mulheres negras,
sendo assim, o pH vaginal das mulheres negras € maior que o pH vaginal das
mulheres brancas. Assim, haveria uma predisposicdo a VB entre as mulheres
negras. A maior prevaléncia de VB detectada pelo Gram em mulheres negras talvez
possa meraménte refletir a presenga de outras bactérias, que nao Lactobacillus,
como predominantes na populagdo negra, o que n&o significa que tais mulheres
sejam portadoras de VB (LINHARES, GIRALDO e BARACAT, 2010).

O uso de certos antibidticos, principalmente os de amplo espectro, interfere
na manutengdo e no equilibrio da microbiota residente. Estudos sobre o assunto



25

indicam que o uso indiscriminado e frequente de duchas vaginais higiénicas poderia
levar a perda do equilibrio entre os varios microrganismos da microbiota vaginal,
facilitando o aparecimento e manutengdo de vulvovaginites. Tal suposigdo seria
justificada pelo fato de as duchas vaginais promoverem limpeza mecénica das
bactérias da microbiota local e ao mesmo tempo introduzir substancias exogenas,
que poderiam alterar o pH vaginal e causar reagdes alérgicas locais. Outro fator
importante que teoricamente poderia levar a alteragdo da microbiota vaginal seria o
alto nimero de coitos, seja pela deposi¢do de sémen (meio alcalino) no epitelio
vaginal, seja pelo estimulo local da mucosa ou mesmo pela introdugéo de bacterias
estranhas ao ambiente vaginal (GIRALDO et al., 2005).

Um estudo realizado por Simdes e colaboradores (2006) no estado de S&o
Paulo, entre mulheres profissionais ou ndo-profissionais do sexo, apresentou um
resultado expressivo com frequéncia significativamente maior de VB nas mulheres
profissionais do sexo, as quais apresentaram um risco pelo menos quatro vezes
maior de VB em relagdo ao grupo controle. Além disso, também foi observada uma
frequéncia significativamente maior de antecedente de DST entre as profissionais do
sexo, quase nove vezes maior.

Contudo, a presenga de VB para a mulher & um fator negativo, pois, alem do
incdmodo habitual que o fluxo patolégico determina, prejudica também a vida sexual
e podera associar-se a trabalho de parto prematuro (ZIMMERMMANN et al., 2009).

A importancia da VB em salde publica permanece ambigua, e € incerto se
esta patologia é a causa substancial de morbidade reprodutiva, particularmente
nascimentos prematuros e infecgdes do trato genital superior, ou simplesmente uma

ofensiva descarga vaginal (MORRIS et al., 2001).

2.2.2 Aspectos microbioldgicos e diagnostico

Do ponto de vista microbioldgico a VB passou por vérias etapas. A época da
microbiologia descritiva comegou em 1894 pela descrigdo de um lactobacilo por

Déderlein, que pertenceria & microbiota vaginal saudavel, e que hoje é reconhecido
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como um agente ativo no processo de defesa da mulher contra doengas
(DODERLEIN, 1894; HILLIER et al., 1992). Em 1914, Curtis descreveu um bacilo
curto (conhecido como Mobiluncus curtis) que em conjunto com os Bacteroides spp.
e 0s cocos anaerobios estavam associados tanto com o corrimento vaginal quanto a
endometrite pds-parto (CURTIS, 1913; CURTIS, 1914). Ja em 1955, Gardner e
Dukes publicaram um artigo classico de epidemiologia clinica, onde descreveram um
novo microrganismo, que chamaram de Haemophilus vaginalis, e que atualmente é
conhecido como G. vaginalis. Além disto, expuseram minuciosamente as
caracteristicas clinicas que formam a base do diagnostico atual de VB. Praticamente
todas as observacdes clinicas de Gardner e Dukes (1955) sdo validas
(ESCHENBACH, 1993).

Microrganismos anaerébios associados com a VB incluem principalmente
espécies de G. vaginalis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Mobiluncus
sp., Bacteroides sp., Prevotella sp. e outros anaerdbios. Os microrganismos
envolvidos e os produtos que eles produzem diferem consideravelmente entre
mulheres com VB, e provavelmente o risco de infecgbes do trato genital superior
também varia entre os individuos (KOUMANS e KENDRICK, 2001). O isolamento de
G. vaginalis ndo pode ser usado para o diagnostico de VB, pois este microrganismo
faz parte da microbiota da vagina de mais de 50% das mulheres assintomaticas para
VB. Uma alta concentragdo de G. vaginalis geralmente esta associada com a
presencga de VB (CDC, 2000).

A hipotese diagnostica é frequentemente elaborada quase exclusivamente por
uma anamnese superficial acompanhada eventualmente de exame especular. Por
maior que seja a experiéncia do ginecologista, ndo se pode confiar apenas em sinais
e sintomas clinicos para fazer o diagnostico das vulvovaginites, e, em especial, da
VB (GIRALDO et al., 2007).

Em um nUmero muito grande de casos, os sinais e sintomas n&o s&o
caracteristicos, normalmente sdo ocultados pelo uso incorreto de cremes vaginais,
duchas vaginais, coito recente, associagdo de diferentes doengas, entre outros. A
automedicagdo, higiene inadequada ou o uso de substincias irritantes locais
dificultam o diagndstico do corrimento vaginal (GIRALDO et al., 2007).
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As caracteristicas clinicas trazem sim, algum subsidio para o diagnostico,
mas ainda assim ndo sdo totalmente confidveis. Portanto, para uniformizar o
diagndstico foram propostos alguns critérios que poderéo incluir dados clinicos e
laboratoriais ou apenas dados microbiologicos. Os critérios mais conhecidos e
divulgados s&o os de Amsel e os de Nugent (SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008).

Os critérios de Amsel sdo usualmente empregados na clinica para o
diagnostico da VB, a abordagem é rapida, mas exige a utilizagdo de um microscépio,
que nem sempre esta disponivel. Pelo menos 3 de 4 desses criterios devem estar
presentes para estabelecer um diagndstico, tais como: (1) o pH do fluido vaginal
elevado, > 4,5; (2) o "teste do cheiro" ou “teste das aminas” (Whiff) positivo, que
consiste na detecgéo de um odor de “peixe podre” devido a volatilizagdo de aminas
aromaticas (putrescina e cadaverina) com a adigdo de duas gotas de hidroxido de
potassio (KOH) a 10% em uma lamina contendo o fluido vaginal; (3) a presenga ao
exame bacterioscopico a fresco de células indicadoras, “células-guia” ou “clue-cells”
(> 20%) no fluido vaginal, que sdo células epiteliais vaginais recobertas com
bactérias, como G. vaginalis, Bacteroides spp. € Mobiluncus spp., criando fronteiras
indistintas; e (4) corrimento vaginal branco-acinzentado, em pequena quantidade,
homogéneo e leitoso (AMSEL et al., 1983; GIRALDO et al., 2007; SRINIVASAN e
FREDRICKS, 2008; CASTELLANO-FILHO, DINIZ e SILVA, 2010). Nota-se que
assim é possivel ter um diagnostico de VB com base nos critérios de Amsel sem a
presencga do corrimento vaginal. Com isso, presumir que mulheres sem corrimento
vaginal ndo tém VB, n&o é valido, e estudos da vagina em mulheres assintomaticas
para VB deveriam idealmente empregar um método objetivo para avaliar a VB
(SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008).

Em uma abordagem puramente laboratorial, considera-se possivel o
diagnostico da VB através do escore de Nugent (NUGENT, KROHN e HILLIER,
1991), um método alternativo, que depende da visualizagdo de esfregagos do fluido
vaginal corados pelo método de Gram. Esta abordagem e mais comumente
empregada na pesquisa do que no ambiente clinico, porque a analise do Gram
requer um grau de especializagdo que é raramente disponivel em tempo real quando
o médico é confrontado com a decisdo de se tratar de VB (SRINIVASAN e
FREDRICKS, 2008).
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Os critérios de Nugent, apesar de serem menos sensiveis na identificagéo da
VB, parecem ser mais confiaveis do ponto de vista de reprodutibilidade, pois
eliminam os aspectos subjetivos encontrados nos critérios de Amsel (aspecto do
corrimento e odor de aminas), sendo o diagndstico pelos critérios de Nugent
considerado o “padrédo ouro” (GIRALDO et al., 2007). Nugent e colaboradores (1991)
propuseram um sistema de escores, o qual é resultante da soma de valores
diferenciados para a observagdo quantitativa por meio da coloragdo de esfregagos
pelo método de Gram, onde s3o identificados e quantificados diferentes morfotipos
bacterianos, como Lactobacillus, Mobiluncus e G. vaginalis. Um escore de 0-3 €
considerado saudavel (assintomatica para VB) e caracteriza-se pela predominancia
de bastonetes Gram-positivos. Um escore de 7-10 confere o diagnostico de VB
(sintomatica para VB) e é marcada pela auséncia de bastonetes Gram-positivos e a
presenca de elevadas concentragdes de morfotipos de G. vaginalis ou Mobiluncus
spp. Um escore de 4-6 é designado intermediario, e tem morfotipos caracteristicos
entre os dois polos.

Entretanto, o escore de Nugent ndo permite a identificagdo de varias outras
bactérias implicadas em VB, tais como espécies de Mycoplasma e Atopobium
vaginae, o qual apresenta uma morfologia variavel, levando a erros na identificagéo
(MENARD et al., 2008).

As coloragbes de Papanicolaou e Gram sdo as mais usadas na rotina
laboratorial para a identificagdo de VB. A técnica de Papanicolaou apresenta
sensibilidade em torno de 50% e especificidade média de 95% para detecgédo de VB,
quando comparada ao teste padrdo (ERIKSSON et al., 2007, HASENACK et al.,
2008). Segundo Martins e colaboradores (2007), em um estudo realizado no Parana
demonstrou-se uma boa correlagéo dos resultados de ambas. Isto significa que um
resultado de Papanicolaou indicativo de VB representa uma forte evidéncia de que a
doenga esta presente, enquanto que um resultado negativo no Papanicolaou nao
exclui o diagndstico de VB (LIVENGOOD, 2009). Por esta razéo, esta metodologia
se tornou uma alternativa pratica e Util para a caracterizagdo da doenga,
particularmente quando o resultado é positivo (ERIKSSON et al., 2007; KARANI et
al., 2007; HASENACK et al., 2008; LIVENGOOD, 2009; SCHWEBKE, 2009). E um

exame diagnostico atraente por ser de facil execugdo e possuir boa cobertura
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populacional, visto fazer parte do programa para a prevengéo do cancer de colo
uterino, além de permitir o diagndstico da VB assintomatica (ERIKSSON et al., 2007;
HASENACK et al., 2008).

2.3 Gardnerella vaginalis: Caracteristicas morfolégicas e bioquimico-

fisiologicas

A G. vaginalis é uma bactéria anaerdbia facultativa, imovel, observada sob a
forma de cocobacilos Gram-variaveis. Foi originalmente descrita em 1955 por
Gardner e Dukes, como um microrganismo causador de infecgdo, previamente
classificada como vaginite né&o-especifica, sendo detectada em pacientes
sintomaticas. Com o desenvolvimento de meios seletivos para este microrganismo,
ela tem sido um dos agentes bacterianos mais frequentemente isolados associados
a VB, e tem como principais caracteristicas: séo cocobacilos pleomorficos, Gram-
negativos ou Gram-variaveis, catalése e oxidase negativos, apresentando
crescimento fastidioso, B-hemoliticos em sangue humano e n&o em sangue de
carneiro e cavalo, além de serem encapsulados (CATLIN, 1992). O interesse
cientifico pelo seu estudo se relaciona ao fato desta bactéria ser identificada na
quase totalidade das mulheres com VB, exercendo papel importante na sua
patogénese (SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008; LIVENGOOD, 2009;
CASTELLANO-FILHO, DINIZ e SILVA, 2010).

As bactérias associadas & VB produzem um corrimento abundante de cor
branco acinzentado e de odor fétido (peixe podre) oriundos da produgéo de
aminopeptidases com formagdo de aminas (principalmente putrescina, cadaverina e
trimetilamina), que rapidamente volatilizam em pH elevado e produzem o odor
caracteristico (NESS et al., 2004). Estas bactérias fazem parte da microbiota
indigena vaginal de mulheres assintomaticas, sendo também encontrada na uretra
distal de muitos homens, sendo muito mais abundante e preferencial sua
colonizagdo no trato genital feminino. O fato se deve a duas razdes: o liquido

seminal contém altas concentragdes de zinco, que pode inibir a bactéria, e o epitelio
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prostatico contém células colunares, que dificultam a adesdo da G. vaginalis. Este
microrganismo esta ocasionalmente associado com infecgdo do trato urinario e
raramente provoca bacteremia; entretanto, € mais conhecido por sua associagao
com a VB (SILVEIRA, SOUZA e ALBINI, 2010).

Uma caracteristica marcante dessa bactéria é assumir a Gram positividade ou
negatividade, sendo, portanto, Gram-labil. A parede celular de G. vaginalis ndo
retém o cristal violeta durante a coloragdo de Gram, mas exibe caracteristicas Gram-
positivas, como a formagdo de septo durante a divisdo celular. Alguns autores,
analisando a estrutura da parede celular desse microrganismo por microscopia
eletrénica de transmissao, afirmaram que a estrutura se assemelha com a parede de
Gram-negativos. O fato ocorre devido a fina camada de peptidoglicano encontrada,
constituindo apenas 20% do peso da parede celular, sendo muito baixa para um
microrganismo Gram-positivo e semelhante aos 23% encontrados em Gram-
negativos (SADHU et al.,, 1989; SILVEIRA, SOUZA e ALBINI, 2010). Sadhu e
colaboradores (1989) concluiram que os isolados de G. vaginalis podem aparecer
como Gram-positivos, Gram-negativos ou Gram-varidveis, porque tém uma parede
celular com ultraestrutura organizada como os Gram-positivos, mas essa estrutura &
muito delgada, levando ao equivoco de que possa ser um Gram-negativo. A
composigdo quimica € semelhante a encontrada nas espécies de Corynebacterium,
motivo que justifica o fato de a bactéria ter sido descrita junto aos Gram-positivos por
algum tempo (SILVEIRA, SOUZA e ALBINI, 2010). Estudos baseados na
composigdo da parede celular e nas diferengas de contedo em guanina-citosina e
estudos de hibridizagdo de DNA mostraram ndo haver relagdo genetica com o
género Corynebacterium e nem com o género Haemophilus. Assim, G. vaginalis foi
denominada por Greenwood e Pickett (1980) e reclassificada como Unico membro
de um novo género, Gardnerella (TEIXEIRA, 2010).

Por ser uma bactéria fastidiosa, necessita de meios ricos para seu
isolamento. O Agar Vaginalis Modificado (AVM), que é o agar Columbia contendo
biotina, acido félico, niacina e tiamina, acrescido de anfotericina B, gentamicina,
acido nalidixico e 5% de sangue humano tem um resultado de isolamento
satisfatorio apo6s incubagdo em atmosfera rica em CO; por 48-72 horas
(FRANCISCO, 1990). Entre as principais caractéristicas bioguimicas, destaca-se:
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oxidase (-), catalase (-), hidrolise do hipurato (+), produgdo de &cido a partir de
glicose, inositol (-), manitol (-) e rhamnose (-) (SILVEIRA, SOUZA e ALBINI, 2010).

Devido a G. vaginalis estar presente em quase 100% das mulheres com VB, é
provavel que ela tenha um papel no desenvolvimento desta condigéo. Entretanto, a
cultura deste microrganismo ndo é recomendada como ferramenta de diagnostico
para VB, devido esta bactéria estar presente na microbiota de aproximadamente
60% das mulheres assintomaticas (CDC, 2000). Além disso, G. vaginalis tem sido
detectada em, aproximadamente, 50% da microbiota vaginal indigena por cultura
microbioldgica e, em até 70%, por métodos moleculares. As culturas de G. vaginalis,
além do alto custo-beneficio, sdo de dificil emprego na pratica clinica. O diagnostico
definitivo com a cultura e ferramentas de biologia molecular tém sido restritas a
pesquisa (SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008; LIVENGOOD, 2009).

2.3.1 Gadnerella vaginalis e Vaginose Bacteriana

Indiscutivelmente, a vagina é colonizada por numerosas bactérias anaerdbias
durante a VB, mas se os sintomas e a sindrome s&o consequéncia da associagio de
multiplas espécies, ou se existe uma espécie-chave em cada caso que precipita a
desordem, tem sido uma questéo de debate ha décadas (PATTERSON et al., 2010).

Por mais de meio século, o mecanismo de viruléncia da G. vaginalis
permaneceu pouco compreendido (GARDNER e DUKES, 1955). Relatorios recentes
sobre a analise genémica comparativa das linhagens de G. vaginalis de varios
isolados de pacientes sintomaticas para VB e individuos assintomaticos para VB
forneceram novas informagdes sobre as potenciais caracteristicas de viruléncia de
G. vaginalis. A diferenca na citotoxicidade entre linhagens de G. vaginalis € atribuida
a sua capacidade de aderir as células do epitélio vaginal e formar biofiime
(PLECKAITYTE et al.,, 2012). A adesdo é o passo fundamental na patogénese,
permitindo a bactéria colonizar a mucosa vaginal, minimizando o contato com
enzimas extracelulares e anticorpos locais, reduzindo assim as chances dela ser

eliminada junto com o fluxo de urina e o fluxo de secregbes vaginais. Alem disso, a
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adesdo é um primeiro passo para a formagéo de um biofilme. O biofilme incorpora
outros grupos bacterianos em suas camadas, permitindo que outros anaerdbios
também colonizem a vagina. A formagéo de biofilme confere aumento da tolerancia
aos antibidticos e resisténcia as defesas do sistema imune do hospedeiro, levando a
falhas no tratamento e recidivas (PATTERSON et al., 2010).

Apesar de reconhecidamente demonstrar baixa viruléncia, G. vaginalis
apresenta alguns fatores de viruléncia j& bem estabelecidos. Aléem de pili, ela
apresenta uma camada de exopolissacarideo, que justifica o grande poder de
ades&o dessa bactéria as células epiteliais (SILVEIRA, SOUZA e ALBINI, 2010).

As “clue-cells” ou “células-guia” sdo células epiteliais escamosas recobertas
por G. vaginalis, dando o aspecto de um ‘rendilhado”. Essas células sdo
visualizadas no esfregaco da secregdo vaginal a fresco ou corado pelo método de
Gram, e ilustram o grande poder de adesdo da G. vaginalis as células epiteliais
vaginais (GIRALDO et al., 2007).

G. vaginalis também produz uma toxina citolitica que age como uma
hemolisina, e é pertencente a familia de citolisinas colesterol-dependente (CDC). E
denominada vaginolisina (VLY), é uma porina e tem seletividade por celulas
vermelhas humanas e células do epitélio vaginal. Ha a hipdtese de que a VLY esteja
envolvida na patogénese da VB levando a morte celular (GELBER et al., 2008).
Patterson e colaboradores (2010) analisaram a atividade citotoxica de bactérias
anaerobias associadas a VB e constataram que apenas G. vaginalis foi capaz de
induzir a lise de células epiteliais vaginais, enquanto as outras bactérias estudadas
ndo provocaram alteragdes citopatoldgicas detectaveis.

Outros fatores de viruléncia produzidos pela G. vaginalis e que também
podem estar envolvidos na patogénese de VB s3o a sialidase e a prolidase, que sao
enzimas hidroliticas que podem ter um papel na degradag&o de varios dos principais
fatores de protegéo da mucosa, como mucinas, estando associadas com a invasao
bacteriana ao hospedeiro. Estudos mostraram que bactérias associadas a VB
produzem sialidase e sua atividade esta inversamente relacionada com a resposta
de IgA vaginal contra VLY produzida por G. vaginalis (PLECKAITYTE et al., 2012).

De acordo com alguns estudos, devido a um conjunto de fatores de viruléncia
importantes na patogénese de VB, é provavel que G. vaginalis possa ser o patogeno
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chave em alguns casos de VB. Outros autores afirmam que possa haver um
sinergismo entre G. vaginalis e outras bactérias anaerdbias, particularmente
espécies de Mobiluncus e Bacteroides. Além disso, os anaerobios associados a VB
também podem possuir fatores de viruléncia que ainda ndo foram descritos
(GIRALDO et al., 2007; GELBER et al., 2008; PATTERSON et al., 2010).

2.4 Tratamento

A introdugdo dos agentes antimicrobianos na pratica clinica representou um
dos grandes avangos na medicina para o tratamento dos mais diversos tipos de
doengas infecciosas. Diante desse fato é inquestionavel a validade do potencial
terapéutico dos antibidticos e a contribuigdo que estes trouxeram para a saude. O
grande problema & que em muitas, se ndo na maioria das vezes, eles sdo utilizados
sem real necessidade, sem indicagdo médica, em doses inadequadas, por tempo
insuficiente ou prolongado demais. Esses fatores desencadeiam alteragoes
genéticas nas bactérias patogénicas e fazem com que estas desenvolvam
mecanismos de resisténcia. Desde a introdugdo do primeiro antimicrobiano, a
resisténcia bacteriana a estes agentes vem sendo descrita, e, vem emergindo em
uma ampla variedade de patdgenos multirresistentes, tanto de origem nosocomial
quanto comunitaria (POWERS, 2004; OLIVEIRA, 2006).

A indicagdo adequada de um antibiotico é mais precisa e segura quando a
sensibilidade da bactéria tiver sido demonstrada por testes apropriados. Isso
contribui para o uso racional de antibiéticos, evitando o aparecimento de resisténcia
e faléncia terapéutica (WANNMACHER, 2004).

O ftratamento e o controle da VB visam a restabelecer o equilibrio da
microbiota vaginal, mediante a redug&o da populagédo de microrganismos anaerobios
e um possivel incremento dos lactobacilos produtores de perdxido de hidrogénio
(GIRALDO et al., 2007).

Ha estudos propondo métodos alternativos de tratamento de VB, como o de
Amorim e Santos (2003) que testaram uma planta medicinal, com bom resultado, e o
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de Teixeira (2010) que selecionou uma linhagem de lactobacilo com efeito
probidtico.

As drogas anti-anaerobias de escolha, recomendadas para o tratamento da
VB, tanto pelo manual de tratamento das doengas sexualmente transmissiveis do
Centers for Diseases Control and Prevention (CDC), quanto pelo Ministério da
Saude no Brasil, s3o o metronidazol e a clindamicina (WORKOWSKI e BERMAN,
20086).

Em 2006, o Programa Nacional de DST emitiu recomendagbes especificas
para o tratamento de VB: (A) para mulheres ndo gravidas, a primeira opg&o inclui o
metronidazol oral (400-600 mg), duas vezes ao dia durante 7 dias, e a segunda
opcdo inclui metronidazol oral (2g) em dose Unica, ou metronidazol em creme
intravaginal a 7,5% duas vezes ao dia, durante 5 dias, ou clindamicina por via oral
(300 mg), duas vezes ao dia durante 7 dias, ou clindamicina em creme intravaginal
2%, uma vez ao dia por 7 dias; (B) para as mulheres gravidas, apés o primeiro
trimestre e durante a amamentagéo, o metronidazol oral, 250-400 mg, trés vezes ao
dia durante 7 dias, ou clindamicina 300 mg, duas vezes ao dia durante 7 dias
(BRASIL, 2006).

O metronidazol foi descoberto em 1957 e tem sido largamente utilizado nos
ltimos 30 anos (GIRALDO et al., 2007). A eficacia do tratamento é supostamente
elevada. Em uma meta-analise, a taxa de cura esperada apés um més é de 70%-
80% para metronidazol e 82% para clindamicina. No entanto, na pratica clinica,
estas taxas de eficacia elevadas sdo frequentemente observadas (LARSSON et al.,
2011). Segundo Nagaraja (2008), a taxa de cura da terapia por via oral depois de um
curso de sete dias tem sido 84-96% e 94%, respectivamente para metronidazol e
clindamicina. As taxas de cura com géis vaginais foram relatados em 75% e 86%,
respectivamente.

Devido a resisténcia ao metronidazol, outros esquemas terapéuticos tém sido
propostos na clinica médica, além da associagdo com clindamicina. S&o os
derivados nitroimidazdlicos de segunda geragéo, mais potentes, como o tinidazol e o
secnidazol, com indicagdes e efeitos colaterais semelhantes ao metronidazol, sendo
utilizados na VB ndo complicada na dose Unica de 2g, com indices de cura
semelhantes (GIRALDO et al., 2007).
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O grande problema com a terapia antimicrobiana é que ndo visa
reestabelecer a microbiota vaginal, erradicam ndo s6 o0s microrganismos
patogénicos, mas também os lactobacilos da microbiota vaginal saudavel,
importantes no controle de infecgbes, podendo levar a recidivas (AMORIM e
SANTOS, 2003).

Até o presente momento, os tratamentos preconizados ainda sao
insatisfatorios, verificando-se altos indices de recidiva e resisténcia, mesmo porque
a patogénese do processo envolvendo G. vaginalis ainda ndo esta bem esclarecida.

Neste contexto, este trabalho podera contribuir na geragéo de conhecimentos
regionais sobre o envolvimento de G. vaginalis no processo de VB, além de
determinar os perfis de susceptibilidade as drogas antimicrobianas utilizadas no
tratamento da mesma, a fim de estudarmos as linhagens microbianas circulantes na

regido.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

® Avaliar as caracteristicas fisioldgicas, moleculares, epidemiolégicas e aspectos
diagnosticos de G. vaginalis isoladas de pacientes sintomaticas e
assintomaticas para VB atendidas no servigo de ginecologia da rede publica
(SUS) e privada de Juiz de Fora, MG, e avaliar o perfil de susceptibilidade

a antimicrobianos dos isolados.

3.2 Objetivos especificos

® Determinar a presenga de VB utilizando o escore de Nugent (Diagnostico
Laboratorial), e correlacionar esses resultados com os resultados do exame

preventivo (Papanicolaou),

® Isolar, por cultivo em meio de cultura especifico, linhagens de G. vaginalis,
provenientes de espécime clinico colhido de pacientes sintomaticas e assintomaticas

para VB atendidas na rede publica (SUS) e privada de Juiz de Fora, MG;

e Identificar, presuntivamente e por PCR, as linhagens de G. vaginalis isoladas
do espécime clinico colhido de pacientes sintomaticas e assintomaticas para VB
atendidas na rede publica (SUS) e privada de Juiz de Fora, MG;

o Determinar o perfil de susceptibilidade a drogas antibacterianas das bactérias

isoladas e identificadas;
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° Detectar, por PCR, a presenga de G. vaginalis diretamente do espécime
clinico colhido das pacientes sintomaticas e assintomaticas para VB atendidas na
rede pUblica (SUS) e privada de Juiz de Fora, MG;

e Tragar o perfil epidemiolégico das pacientes participantes do estudo em
questao;
® Detectar a presenga do gene que codifica a vaginolisina (vly), por PCR, nos

isolados de G. vaginalis;

° Analisar possiveis correlagbes entre G. vaginalis isoladas de pacientes
sintomaticas para VB em relagdo as pacientes assintomaticas para VB, apoés
genotipagem, e agrupamento segundo o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagdo amostrada

A populagdo amostrada & composta de pacientes do sexo feminino, atendidas
nos servicos parceiros (Servico de Ginecologia do HU-CAS/UFJF e consultorio
particular do médico Dr. Didier Silveira Castellano Filho), entre abril de 2011 e abril
de 2012. Este projeto foi aprovado no Comité de Etica da Universidade Federal de
Juiz de Fora, sob parecer nimero 152/2011 (Anexo A).

Foram considerados os seguintes critérios de inclusdo: todas as pacientes
que foram realizar o exame de Papanicolaou, que ndo fizeram uso de drogas
antibacterianas e antifungicas sistémicas nos Ultimos 30 dias, que ndo mantiveram
relagdo sexual nos 5 dias que antecedem ao exame, que nao utilizaram produtos
tépicos vaginais e que aceitaram participar do estudo, mediante assinatura de Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme resolugdo 196/96 do Conselho
Nacional de Satde (Anexo B). Foram considerados critérios de exclus&o: pacientes
gravidas, pacientes com diagnostico clinico-laboratorial de infecgbes cervico-
vaginais por outras causas, além daquelas que n&o consentirem em participar do
estudo.

As pacientes participantes responderam a um questionario para
caracterizagdo do perfil epidemiolégico (Apéndice A). Considerando-se 0s riscos
envolvendo pesquisa com seres humanos, de acordo com o preconizado pela
legislagdo vigente, o estudo é classificado como de risco minimo, isto &, o
procedimento n&o acarretou risco para as pacientes. Eventuais desconfortos
emocionais foram minimizados, uma vez que as amostras foram coletadas durante
consulta ginecoldégica pelo médico responsavel, concomitantemente aos

procedimentos que s3o realizados rotineiramente neste servico.
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4.2 Coleta do espécime clinico

Amostras de secregdo vaginal das pacientes, sintomaticas e assintomaticas,
foram coletadas ao exame clinico, utilizando swab flexivel de algoddo esterilizado.
Ap6s a coleta, os swabs foram colocados em um tubo de ensaio contendo meio de
transporte especifico para G. vaginalis (TGM) e levados ao Laboratério de Fisiologia
e Genética Molecular Bacteriana, do ICB/UFJF, no mesmo dia, para cultura e/ou

procedimentos de biologia molecular.

4.3 Exame microscopico direto dos espécimes clinicos

Das amostras coletadas, foram preparados esfregagos em ldmina que foram
submetidos a coloracéo pelo método de Gram, para visualizag&o de células epiteliais
recobertas por bactérias (“clue-cells”) e determinagdo do escore de Nugent
(Diagnostico Laboratorial — Apéndice B).

4.4 Cultivo, isolamento e identificagdo presuntiva de Gardnerella vaginalis

Os espécimes clinicos oriundos das pacientes foram semeados em agar
Columbia acrescido de acido nalidixico (Sigma-Aldrich, Deutschland), gentamicina
(Novafarma, Brasil), anfotericina B (Sigma-Aldrich, Deutschland), proteose peptona
(Himedia), solugdo de Tween a 10% (Sigma-Aldrich, Deutschland) e 5% de sangue
(Agar Vaginalis Modificado — AVM) (FRANCISCO, 1990) e incubados em condigbes
de anaerobiose mecénica, em jarra (90% N2, 10% CO2) a 37° C, por 48-72h. Para a
identificagdo presuntiva dos isolados, a partir das culturas crescidas, as colonias
pequenas, com B-hemdlise ou hemdlise difusa, foram submetidas a coloragéo de

Gram. Caso fossem observados cocobacilos Gram-variaveis, sugestivos de serem
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G. vaginalis, cinco colénias diferentes de cada paciente eram repicadas para agar
Columbia (Himedia) acrescido de proteose peptona (Himedia), solugao de Tween a
10% (Sigma-Aldrich, Deutschland) e 5% de sangue (Agar Vaginalis), para obtencéo
de cultura pura e massa celular. A partir dessas culturas puras foi realizado o teste
da oxidase em fita reagente (oxidase negativo), usando como controle positivo uma
linhagem de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e também o teste da catalase,
a partir do crescimento das coloénias em Caldo Columbia (Himedia) (catalase
negativo), usando como controle positivo uma linhagem de Staphylococcus aureus
ATCC 25923. As culturas puras foram congeladas em meio de transporte especifico
para G. vaginalis (TGM) acrescido de 10% de glicerol, e armazenadas em freezer a -
20°C.

4.5 Confirmagdo da identidade bacteriana por PCR e detecgdo do gene que

codifica a vaginolisina

Das culturas puras, foram feitas extragdes do DNA bacteriano, utilizando o
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, WI - USA), de acordo com o
protocolo para bactérias Gram-negativas, com modificagées. O DNA extraido foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% para avaliagéo da qualidade. Para
verificagdo da concentragéo, o DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria,
utilizando o Nanodrop Thermo®.

O DNA gendmico total foi utilizado para confirmagéo da identidade bacteriana
e também para a deteccdo do gene da vaginolisina, utilizando reagdo de PCR. As
reagbes foram feitas em um volume final de reagdo de 25uL, contendo 0,5 uL de
cada primer, 1,0 yL do DNA moide e 12,5 pyL de Gotaq Green Master Mix 2X
(Promega, WI - USA), contendo Tag DNA polimerase, dNTPs, MgCl; e tampGes em
uma concentracdo 6tima para eficiente amplificagdo do DNA. Os oligonucleotideos
utilizados, as condigdes de amplificagdo da reagdo de PCR e o tamanho dos

amplicons est&o descritos na Tabela 01.
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As reagdes de PCR foram realizadas em duplicata, em termociclador T1

Termocycler (Biometra - Deutschland). Os amplicons obtidos em cada reagéo foram

visualizados em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5 X, apos eletroforese em voltagem

constante de 80V, por aproximadamente 1h. Os géis foram analisados em

transluminador de luz ultravioleta, apos tratamento com brometo de etidio (Promega,

WI — USA). Como padrio de peso molecular, foi utilizado o marcador de 100bp DNA

ladder. Como controle negativo foi realizado reagdes de amplificagdo sem o DNA

molde. Como controle positivo, foram utilizadas as linhagens de G. vaginalis ATCC
14018, ATCC 14019 e ATCC 49145.

Tabela 01 Genes, sequéncia dos oligonucleotideos e condigdes de PCR utilizados para

identificagdio molecular e detecgdo do gene que codifica a vaginolisina em Gardnerella

vaginalis.
Gene Sequéncia dos Condigoes do PCR Tamanho do Referéncias
primers (5'- 3’) produto
amplificado
Identificagéo R- CAG CAA TCT Desnaturagéo inicial a 94°C 100bp MENARD et
molecular (Cpn 60) TTT CGC CAACT (05 min.); 30 ciclos de al., 2008
desnaturagdo a 94°C (01
F- CGC ATC TGC min.), anelamento a 51°C
TAAGGATGT TG (01 min.), extensé@o a 72°C
(30 seg.); extensao final de
72°C (05 min.).
Vaginolisina (vly) R- ACA TAA GCT Desnaturagéo inicial a 95°C 459bp O autor

CCACGG TGG TC

F- GCC AGA CAG
CTT GAA GAA CC

(05 min.); 30 ciclos de
desnaturagdo a 95°C (30
seg.), anelamento a 60°C
(01 min.), extenséo a 72°C
(30seg.); extensdo final de
72°C (05 min.).
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4.6 Detecgdo de Gardnerella vaginalis em amostras clinicas por PCR

A partir da secregdo vaginal das pacientes foi extraido o DNA total,
correspondente ao DNA gendmico pertencente & microbiota vaginal, utilizando o
QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo para secregdes, com
modificacdes. O DNA extraido foi submetido & eletroforese em gel de agarose 0,8%
para avaliagdo da integridade e qualidade, sua quantificagdo foi realizada por
espectrofotometria, utilizando o Nanodrop Thermo®. O DNA gendmico foi utilizado
para realizagdo da reagdo de PCR com os oligonucleotideos para G. vaginalis,
conforme descrito anteriormente, para comparagdo do isolamento de G. vaginalis
por cultura e detecgdo do microrganismo por PCR. As condigbes de amplificacéo da
reacdo de PCR estéo descritas na Tabela 01.

As reacdes de PCR foram realizadas em duplicata, em termociclador T1
Termocycler (Biometra - Deutschland). Os amplicons obtidos em cada reagéo foram
visualizados em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5 X, apds eletroforese em voltagem
constante de 80V, por aproximadamente 1h. Os géis foram analisados em
transluminador de luz ultravioleta, apos tratamento com brometo de etidio (Promega,
WI — USA). Como padrzo de peso molecular, foi utilizado o marcador de 100bp DNA
ladder. Como controle negativo foi realizado reagdes de amplificagdo sem o DNA
molde. Como controle positivo, foram utilizadas as linhagens de G. vaginalis ATCC
14018, ATCC 14019 e ATCC 49145.

4.7 Avaliagdo do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

Para avaliagdo do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas, o
método utilizado foi a diluicho em agar, usando agar Mueller Hinton (Himedia)
suplementado com 1% de proteose peptona (Himedia), de acordo com o
padronizado pelo CLSI (2007) para microrganismos anaerobios, com modificagdes.
Concentragbes crescentes das drogas (0,0625 pg/mL a 1024,0 ug/mL), a partir de
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solugdes estoque das mesmas, juntamente com 5% de sangue de cavalo
(Ebefarma, Brasil) foram adicionados a frascos contendo 40,0 ml do meio de cultura
fundido (45°C), que foi vertido em placas de Petri estéreis — 40,0 ml para cada placa.

As drogas utilizadas justificam-se pela sua relevancia clinico-microbioldgica:
ampicilina (Novafarma: Industria Farmacéutica Ltda., Brasil), ampicilina/sulbactam
(Cellofarm Industria Farmacéutica Ltda., Brasil), clindamicina (Sigma-Aldrich),
cloranfenicol (Sigma-Aldrich), metronidazol (Sigma-Aldrich), secnidazol (Sigma-
Aldrich) e tinidazol (Sigma-Aldrich).

Foi preparada uma solugdo-estoque de cada droga e, a partir destas, foram
feitas as diluigdes, de modo a obter concentragbes-teste conforme preconizado na
literatura. As solugdes estoque foram obtidas através de pesagem do p6 em balanga
analitica e posterior diluigdo em &gua destilada ou outro solvente, conforme
instrugdo do fabricante. As solugbes foram esterilizadas em filtro com membrana
Milipore (0,22 pm) e mantidas em freezer a -20°C, durante o periodo dos
experimentos, respeitando-se o seu prazo de validade.

Com o uso do Replicador de Steers (STEERS, FOLTZ e GRAVES, 1959),
indculos padronizados na escala de 1,0 McFarland das amostras foram adicionados
as placas contendo as drogas (em duplicata), sequencialmente, em ordem crescente
de concentracdo, as quais foram incubadas em condigbes de anaerobiose
anaerobiose mecanica (jarra de COy), a 37° C, por 48-72h. Placas controle, sem
adicdo da droga, também foram inoculadas. A leitura dos resultados foi feita apos 72
horas de incubagdo, determinando-se a concentragdo inibitoria minima (CIM) d‘a
droga para cada isolado. '

O controle de qualidade para os testes de susceptibilidade foi feito por meio
do indculo de linhagens padrdo nos testes, G. vaginalis ATCC 14018, G. vaginalis
ATCC 14019, G. Vaginalis ATCC 49145 e Bacteroides fragilis ATCC 25285.
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4.8 Genotipagem Bacteriana

A técnica da reagdo da polimerase em cadeia usando-se oligoiniciadores
aleatorios (AP- PCR) foi utilizada para genotipagem dos isolados de G. vaginalis
obtidos. Foram utilizados os oligoiniciadores D8635 (5'-
GAGCGGCCAAAGGGAGCAGAC-3") e D11344 (5'-
GTGAATTCGCGGTGAGATGCCA-3") (IDT, IA - USA), (AVILA-CAMPOS et al.,1999;
HARALDSSON, HOLBROOK e KONONEN, 2004). As reagdes foram feitas em
volumes de 20pL, utilizando 10 pL de Gotaq Green Master Mix 2X (Promega, Wi -
USA), 1,6 pL de cada iniciador e 1 uL de DNA molde bacteriano. As reagdes foram
feitas em duplicata, em termociclador T1 Termocycler (Biometra - Deutschland), com
as seguintes condigdes de amplificagdo: desnaturagéo inicial 94°C e anelamento
35°C por 5 min. seguido por 5 ciclos de desnaturag&o 94°C por 3 min., anelamento
37°C por 3 min. e extensdo 72°C por 3 min., seguido novamente por 30 ciclos de
94°C por 1 min., 55°C por 1 min. e 72°C por 3 min., e uma extens&o final 72°C por
10 min. (SILVA et al., 2007). Os amplicons foram visualizados apos eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) 6% em TBE 1X, sob transluminador de luz ultravioleta,
apos tratamento com brometo de etidio (Promega, WI - USA). Como controle
negativo foi realizado reagdes de amplificagdo sem o DNA molde. Os padrdes
eletroforéticos foram inspecionados visualmente. Apenas as bandas consistentes

foram consideradas na analise.

4.9 Construcio das matrizes de dissimilaridade

Para avaliagéo global das alteragdes fenotipicas e genotipicas nas diferentes
linhagens bacterianas isoladas, foram obtidas matrizes de dissimilaridade pela
utilizagdo do software Genes (CRUZ, 2006; CRUZ, 2008). Foi construida uma matriz
binaria pela atribuigdo dos parametros 1 para a presenca de banda majoritaria e o

paradmetro O para a auséncia da mesma, e para caracteristicas fenotipicas, como o
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perfil de susceptibilidade, atribuindo valor 0 para sensibilidade e 1 para resisténcia. A
partir desses dados, foi construida uma matriz, onde o coeficiente de Dice foi
adotado para estimar a dissimilaridade entre as linhagens estudadas. Para o
agrupamento dos dados da matriz, foi utilizado o método Unweighted Pair Group
Method (UPGMA), com analise de bootstrap de 1000x. Foram considerados
significativos os agrupamentos com mais de 50% de repetibilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil epidemiolégico, microbiolégico e comparagio entre métodos
diagnésticos das pacientes

A populégéo amostrada é composta de 89 pacientes, dessas 55,1% (49/89)
s30 provenientes da rede publica e 44,9% (40/89) da rede privada.

A idade média das pacientes atendidas é de 39,9 anos. Entre as pacientes
da rede publica a idade média foi de 43,5 anos, e entre as da rede privada, 35,6
anos de idade.

A descricdo das caracteristicas socio-demogréficas (estado civil, raca,
escolaridade, ocupacgdo profissional e vida sexual) da populagéo estudada
encontra-se na Tabela 02.

Quanto ao escore de Nugent, em 42,7% (38/89) verificou-se escore de 7-10
que implica em VB, ou pacientes sintométicas para VB, 3,4% (03/89) escore de 4-6
que implica em intermediario, 53,9% (48/89) escore de 0-3, compativel com
microbiota saudavel, ou pacientes assintomaticas para VB.

Com relagdo as amostras da rede privada, 50,0% (20/40) apresentaram
escore compativel com VB, pacientes sintomaticas para VB, destas 75,0% (15/20)
com resultado de Papanicolaou positivo e também 75,0% (15/20) com a presenca
de “clue-cells”, demonstrando boa correlagéo entre os resultados.

Entre as amostras da rede publica, as 03 pacientes com escore de Nugent
compativel com quadro intermedidrio de VB foram incluidas junto com as
sintomaticas para VB, assim, 42,8% (21/49) apresentaram escore compativel com
VB, destas, apenas 28,6% (06/21) com resultado de Papanicolaou positivo e em
57,1% (12/21) verificou-se a presenga de “clue-cells”.

Ja entre o total de pacientes assintométicas para VB, nenhuma apresentou
“clue-cells”, dentre esse grupo, verificando a boa concordéncia da coloragao de
Gram, embora, 25,0% (05/20) da rede privada, e 3,6% (01/28) da rede publica,

tiveram resultado positivo para Papanicolaou.
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Com estes dados, podemos avaliar a concordancia dos resultados pelos
critérios de Nugent, “clue-cells” com os resultados do Papanicolaou, calculando os
Valores Preditivos Negativos (VPN), Valores Preditivos Positivos (VPP),
sensibilidade e especificidade com as pacientes atendidas pela rede privada e pelo
SUS (Tabela 03 a 06).
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A sensibilidade é a probabilidade de um teste dar positivo na presenca da

doenga, isto &, avalia a capacidade do teste detectar a doenca quando ela esta

presente. A especificidade € a probabilidade de um teste dar negativo na auséncia

da doenga, isto &, avalia a capacidade do teste afastar a doenga quando ela esta

ausente. VPP & a proporcdo de verdadeiros positivos entre todos os individuos

com teste positivo. Expressa a probabilidade de um paciente com o teste positivo

ter a doenca. VPN é a proporgéo de verdadeiros negativos entre todos os

individuos com teste negativo. Expressa a probabilidade de um paciente com 0

teste negativo ndo ter a doenga (OLIVEIRA e MENDES, 2010).

Tabela 03 Concordancia entre os critérios de Nugent e Papanicolaou (Rede Particular).

Critérios de Nugent

VB (+) VB (-) Total
+ 15 05 20
Papanicolaou - 05 15 20
Total 20 20 40

Sensibilidade: 75%, Especificidade: 75%, VPP: 75% e VPN: 75%

Tabela 04 Concordéncia entre a presenga de “clue-cells” e Papanicolaou (Rede

Particular).
“Clue-cells”
(+) (-) Total
+ 13 07 20
Papanicolaou - 02 18 20
Total 15 25 40

Sensibilidade: 86,6%, Especificidade: 72%, VPP: 65% e VPN: 90%
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Tabela 05 Concordancia entre os critérios de Nugent e Papanicolaou (SUS).

Critérios de Nugent

VB (+) VB (-) Total
+ 06 01 07
Papanicolaou - 15 27 42
Total 21 28 49

Sensibilidade: 09%, Especificidade: 96%, VPP: 85% e VPN: 64%

Tabela 06 Concordancia entre a presenca de “clue-cells” e Papanicolaou (SUS).

“Clue-cells”
(+) ) Total
+ 02 05 07
Papanicolaou - 10 32 42
Total 12 37 49

Sensibilidade: 16,6%, Especificidade: 86,5%, VPP: 28,5% e VPN: 76,2%

5.2 Cultivo, isolamento e identificagéio presuntiva de Gardnerella vaginalis

Dentre as 89 pacientes, 38 foram diagnosticadas como sintomaticas para
VB, 03 com quadro intermediario e 48 assintomaticas para VB (saudaveis), de
acordo com os critérios de Nugent. Das 89 pacientes, foram isolados G. vaginalis
em 42 pacientes por cultivo em meio de cultura, sendo 35 sintomaticas para VB,
02 intermediarias e 05 assintomaticas para VB. Foram isoladas 5 colnias
diferentes de cada paciente, exceto em algumas, onde foram isoladas o namero
de coldnias possiveis, totalizando 204 isolados de G. vaginalis (179 de pacientes
sintomaticas para VB e 25 de pacientes assintomaticas para VB).

O Agar Vaginalis Modificado (AVM) por Francisco (1990) mostrou-se
altamente seletivo e diferencial, permitindo 6tima visualizagdo da B-hemolise ou

hemolise difusa, parametro importante para identificagio. Todos os isolados foram
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identificados presuntivamente como sendo G. vaginalis. Além da hemolise, foram

visualizados cocobacilos Gram-variaveis, colbnias pequenas e resultado de

oxidase e catalase negativos (Fotografia 01).

Fotografia 01 Coloragdo de Gram e cultura de Gardnerella vaginalis. A - “Clue-cells”
visualizada pelo método de Gram. B — B-hemdlise em Agar Vaginalis Modificado.

5.3 Confirmagédo da identidade bacteriana por PCR

Todos os DNA dos 204 isolados submetidos a reagdo de PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para G. vaginalis tiveram sua identidade confirmada
(Fotografia 02).
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Mw 01 02 03 04 05 C+ C-
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Fotografia 02 Identificagcdo molecular dos isolados de Gardnerella vaginalis por
PCR utilizando os iniciadores especificos. Canaletas: MW: Padrdo de peso
molecular; 01 — 05: amostras de isolados; C+ (Controle positivo); ATCC G.vaginalis
14018; C- (Controle negativo).

5.4 Detecgdo do gene que codifica a vaginolisina

Dos 204 isolados submetidos a reagdo de PCR para deteccdo do gene da
vaginolisina, 96,5% (201/204) possuiam o gene (Fotografia 03). Entre as 03

amostras negativas, todas s&o provenientes de pacientes sintomaticas para VB.
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Fotografia 03 Detecgio do gene de vaginolisina nos isolados de Gardnerella
vaginalis por PCR utilizando os iniciadores especificos. Canaletas: MW: Padrao de
peso molecular; 01 — 09: amostras positivas; 10 e 11: amostras negativas; C+
(Controle positivo): ATCC G.vaginalis 14018; C- (Controle negativo).

5.5 Comparagdo do isolamento de Gardnerella vaginalis por cultivo em

meio de cultura e detecgdo do microrganismo por PCR

Dentre os 89 espécimes clinicos de secregdo vaginal provenientes das
pacientes estudadas, em 47 delas nado foi possivel realizar o isolamento de G.
vaginalis por método de cultivo em meio de cultura seletivo. Assim, o DNA total foi
extraido da secrecéo vaginal, conforme ja descrito, e realizou-se a reagdo de PCR
com oligonucleotideos especificos para G. vaginalis, para detecgdo da presenca
ou auséncia do mesmo, a fim de se comparar a sensibilidade dos metodos.

Em 55,3% (26/47) das amostras houve deteccao de G. vaginalis, sendo 24
assintomaticos para VB, 01 com VB e 01 com escore intermediario de VB,
demonstrando maior sensibilidade do método molecular em comparagao ao

método de cultivo (Fotografia 04).
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MW { 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C+ C-

100bp —>

Fotografia 04 Deteccio de Gardnerella vaginalis por PCR direto do espécime
clinico utilizando os iniciadores especificos. Canaletas: Padrdo de peso
molecular; 1 — 10: amostras positivas; 11. amostra negativa, C+ (Controle
positivo): ATCC G.vaginalis 14018; C- (Controle negativo).

Tabela 07 Concordancia entre o método molecular (PCR) e o cultivo em meio de cultura.

Método Molecular

(+) (-) Total
+ 42 00 42
Cultura - 26 21 47
Total 68 21 89

Sensibilidade: 61,7%, Especificidade: 100%, VPP: 100%, VPN: 44,7%

5.6  Avaliacao do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

Considerando-se o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, foi
determinada a concentragcado inibitoria minima (CIM) das drogas ampicilina,
ampicilina/sulbactam, clindamicina, cloranfenicol, metronidazol, secnidazol e
tinidazol, para todos os isolados.

Foram considerados os pontos de corte descritos no documento M11-A7 do

CLSI (2007), ja que nado ha padronizacgdo para G. vaginalis (Tabela 08).
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Tabela 08 Pontos de corte das drogas antimicrobianas utilizadas.

Concentracéo inibitéria minima (ug/mL)
Drogas antimicrobianas

S I R
Ampicilina <05 1 >2
Ampicilina/Sulbactam < 8/4 16/8 > 32/16
Clindamicina <2 4 >8
Cloranfenicol <8 16 >32
Metronidazol <8 16 > 32
Secnidazol (*) <8 16 > 32
Tinidazol (*) <8 16 >32

(*) O guia CLSI (2007) ndo oferece breakpoint para tinidazol e secnidazol. Devido a similaridade na
estrutura e atividade, foram utilizados os mesmos valores do metronidazol.

A tabela 09 apresenta os valores da concentracéo inibitéria minima das
linhagens de referéncia, utilizadas como controles nos experimentos de perfil de

susceptibilidade aos antimicrobianos.

Tabela 09 Concentracao Inibitéria Minima das linhagens de referéncia.

Concentracao inibitéria minima (ug/mL)

Drogas antimicrobianas G. vaginalis G. vaginalis G. vaginalis B. fragilis

ATCC 14018 ATCC 14019 ATCC 49145 ATCC
Ampicilina 0,5 0,5 0,5 64
Ampicilina/Sulbactam 0,25 0,25 0,25 1

Clindamicina 0,0625 0,0625 0,0625 0,25
Cloranfenicol 4 4 4 2
Metronidazol 16 16 16 4
Secnidazol (*) 4 4 4 4
Tinidazol (*) 4 4 4 2

(*) O guia CLSI (2007) n&o oferece breakpoint para tinidazol e secnidazol. Devido & similaridade na
estrutura e atividade, foram utilizados os mesmos valeres do metronidazol.
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A CIM observada entre os isolados de G. vaginalis para as drogas
antimicrobianas testadas estdo descritas na tabela 10. De acordo com os pontos
de corte, os isolados foram classificados em sensiveis, intermediarios e
resistentes em relag&o as drogas antimicrobianas estudadas.

Altos niveis de resisténcia bacteriana foram observados, sobretudo aos
nitroimidazois, especialmente o secnidazol, seguido de metronidazol e tinidazol.
Ainda para estes antimicrobianos, consideraveis taxas de resisténcia intermediaria
foram observadas.

Considerando-se o beta-lactamico avaliado (ampicilina), foram observados
altos niveis de resisténcia e também resisténcia intermediaria. Entretanto, ao se
avaliar a associagdo do beta-lactdmico com inibidor de beta-lactamase, o
sulbactam, observa-se que todas as amostras de G. vaginalis avaliadas foram
sensiveis.

A clindamicina mostrou-se com boa atividade contra esses microrganismos
onde apenas 6,9% mostraram-se resistentes. N&ao foi observada resisténcia contra
o cloranfenicol.

Foi observada multirresisténcia entre as amostras estudadas, tanto em
pacientes sintomaticas quanto assintomaticas para VB (Anexo C).

A partir dos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos avaliados entre
as amostras bacterianas neste estudo, foi construida uma matriz de
dissimilaridade, considerando-se os parametros resisténcia e sensibilidade para
avaliagdo de comportamento bacteriano em relagdo a sua origem e o fenémeno
da resisténcia a antimicrobianos. A partir dessa matriz foi construido um
fenograma, com o auxilio do programa Genes (Figura 01). N&o foi possivel
estabelecer relagéo entre perfil de susceptibilidade e origem bacteriana.
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Tabela 10 Perfil de susceptibilidade dos isolados de G. vaginalis a drogas antimicrobianas

de interesse clinico-microbioldgico.

Concentragao Inibitéria Minima Critérios de interpretagdo de
Drogas (pg/mL) acordo com o CLSI*
antimicrobianas
ClMso, ClMgoe, Variagdo S ! R
Ampicilina 2.0 8.0 0.0625 - 64.0 25% 20,6% 54,4%

(51/204)  (42/204)  (111/204)
Ampicilina/Sulbactam 1.0 40  0.0625-16.0  951% 4,9% 0%
(194/204)  (10/204)  (0/204)
Clindamicina 0.0625 05  0.0625-1024  93,1% 0% 6,9%
| (190/204)  (0/204)  (14/204)
Cloranfenicol 1.0 20  0.125-80 100% 0% 0%
(204/204)  (0/204)  (0/204)
Metronidazol 32.0 1024 2.0 - >1024 26% 142%  59,8%
(53/204)  (29/204)  (122/204)
Secnidazol 64.0 >64.0 2.0 - >64.0 22% 6,4% 71,6%
(45/204)  (13/204)  (146/204)
Tinidazol 32.0 >64.0 1.0 - >64.0 32,8% 6,9% 60,3%
(67/204)  (14/204)  (123/204)

S= Sensivel; I= Intermediario; R= Resistente.
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Figura 01 Matriz de dissimilaridade representativa do agrupamento das linhagens de G.
vaginalis em relagéo a sua origem e o fendmeno de resisténcia as drogas. Foi utilizado o
método UPGMA com variavel categérica (R ou S) e bootstrap de 1000 replicas.
Agrupamentos com repetibilidade > 50% s&o significativos.
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5.7 Genotipagem Bacteriana

De acordo com a técnica do AP-PCR, pela utilizagao dos oligonucleotideos
aleatorios D11344 (Fotografia 05) e D8635 (Fotografia 06), observou-se grande
heterogeneidade genética entre as amostras de G. vaginalis avaliadas. A partir da
construcdo da matriz de dissimilaridade, nao foi possivel estabelecer quaisquer
relacdes entre os microrganismos isolados de pacientes sintomaticas e

assintomaticas para VB (Figuras 02 e 03).

107 (1a5) 109(1a5) 104(1,2e4) 110(1a5) 113 (1a5)
) A ] A A

MW [ \ [ \f

Fotografia 05 Genotipagem por AP-PCR das linhagens de Gardnerella vaginalis utilizando
o oligoiniciador aleatério D11344. Os fragmentos de DNA foram separados por PAGE.
Canaletas: MW (padrao de peso molecular); demais canaletas: isolados de G. vaginalis
das pacientes 107 (isolados 1 a 5), 109 (isolados 1 a 5), 104 (isolados 1, 2 e 4), 110
(isolados 1 a 5) e 113 (isolados 1 a 5).
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Fotografia 06 Genotipagem por AP-PCR das linhagens de Gardnerella vaginalis utilizando o
oligoiniciador aleatério D8635. Os fragmentos de DNA foram separados por PAGE.
Canaletas: MW (padréo de peso molecular); demais canaletas: isolados de G. vaginalis das
pacientes 107 (isolados 1 a 5), 109 (isolados 1 a 5), 104 (isolados 1, 2 e 4), 110 (isolados 1 a
5) e 113 (isolados 1 a 5).
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Figura 02 Matriz de dissimilaridade resultante do agrupamento das linhagens de G.
vaginalis apés genotipagem pela técnica do AP-PCR utilizando o oligonucleotideo
aleatério D11344. Foi utilizado o método UPGMA com o coeficiente de Dice e
bootstrap de 1000 réplicas. Agrupamentos com repetibilidade > 50% sé&o
significativos.
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Figura 03 Matriz de dissimilaridade resultante do agrupamento das linhagens de G.
vaginalis ap6s genotipagem pela técnica do AP-PCR utilizando o oligonucieotideo
aleatorio D8635. Foi utilizado o método UPGMA com o coeficiente de Dice e bootstrap de
1000 réplicas. Agrupamentos com repetibilidade > 50% s&o significativos.
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6 Discusséao

6.1 Perfil epidemiolégico, microbiolégico e comparagdo entre métodos
diagnodsticos das pacientes

A vaginose bacteriana (VB) é a causa mais comum de corrimento vaginal
de mulheres em idade reprodutiva. E caracterizada por um crescimento anormal
de bactérias anaerdbias como G. vaginalis, Peptostreptococcus, Mobiluncus,
Prevotella, Bacteroides sp. e Micoplasma hominis, com concomitante diminuigéo"
de lactobacilos da microbiota residente saudavel (ZIMMERMMANN et al., 2009).

O diagnodstico de VB pode ser baseado em evidéncias clinicas, como os
critérios de Amsel, que incluem a presenga de corrimento vaginal homogéneo, o
pH vaginal maior do que 4,5, teste das aminas positivo e também a presenga de
“clue-cells” em, pelo menos, 20% da contagem total de células. O escore de
Nugent é outra ferramenta comumente usada para o diagnostico de VB. Para
calcular o escore, um esfregaco em lamina da secregédo vaginal € corado pelo
método de Gram e é avaliado quanto a presenga e quantidade de diferentes
morfotipos bacterianos, tais como bastonetes Gram-positivos, bastonetes Gram-
negativos curvos e cocobacilos Gram-variaveis.

A escolha do melhor método diagndstico & ainda controversa,
principalmente devido & discrepancia de resultados obtidos em diferentes estudos
realizados. Os critérios clinicos s&o ainda os mais utilizados na pratica médica,
mas, segundo Mastrobattista, Bishop e Newton (2000), a VB ¢ frequentemente
mal diagnosticada, porque os critérios utilizados séo subjetivos, como o aspecto
do corrimento, a medida correta do pH e o teste das aminas. E importante lembrar
que o uso dos critérios clinicos ndo é util para o diagnodstico das pacientes'
assintomaticas, as quais precisam ser devidamente diagnosticadas e tratadas.

Pelo fato de os critérios de Amsel serem dependentes de dados clinicos
observados pelo médico no ato do exame preventivo, e, muitas vezes, néo

documentado, em nosso estudo, os critérios de Nugent foram escolhidos para
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classificar as pacientes participantes quanto a presenga ou ndo de VB, pela
facilidade em ser realizado no laboratério e pelo fato das ldminas poderem ser
analisadas por um Unico observador, na tentativa de minimizar erros de origem
visual. A utilizagdo dos critérios de Nugent € amplamente difundida e € o metodo
mais bem aceito para o diagnostico da VB. Além disso, os critérios de Nugent
parecem ser mais confidveis do ponto de vista de reprodutibilidade, pois eliminam
os aspectos subjetivos encontrados nos critérios de Amsel (aspecto do corrimento
e odor de aminas), sendo considerado o “padrdo ouro” atualmente (GIRALDO et
al., 2007). Desse modo, 46,1% (41/89) das pacientes foram diagnosticadas com
VB pelos critérios de Nugent. As pacientes com quadro intermediario de VB
(03/89) foram agrupadas juntamente com as VB. Em contraste, Hasenack e
colaboradores (2008) diagnosticaram VB através do escore de Nugent em 24,7%
(55/223) das pacientes, enquanto Martins et al. (2007) encontraram apenas 53%
(54/1021) das pacientes diagnosticadas com VB pelos critérios de Nugent.

A técnica de Papanicolaou é usada comumente como teste de triagem para
detectar lesdes pré-neoplasicas do colo uterino. O sucesso das triagens
citolégicas para cancer cervical tem feito desta técnica um procedimento de rotina.
Em relagdo ao diagnostico da VB, a validade do método de Papanicoloau €
controversa e estimula a realizagdo de estudos comparativos, com o intuito de
definir o seu grau de confiabilidade (HASENACK et al., 2008).

Os dados referentes ao exame de Papanicolaou das pacientes do presente
estudo foram liberados por diferentes laboratérios. Sabendo que este resultado &
0 que muitas vezes o ginecologista langa mao para fechar o diagnostico, em
conjunto com os dados clinicos, foi determinada a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), comparando-se o
Papanicolaou com os critérios de Nugent, sabidamente o “padr&o ouro”, entre os
dois grupos de pacientes, atendidas em rede privada (RP) e publica (SUS).

Entre as amostras da RP, 50,0% (20/40) apresentaram escore compativel
com VB, destas 75,0% (15/20) com resultado de Papanicolaou positivo. Entre as
amostras do SUS, 42,8% (21/49) apresentaram escore compativel com VB,

destas, apenas 28,6% (06/21) com resultado de Papanicolaou positivo.
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Com estes resultados, obtivemos no grupo da RP, valores de sensibilidade
e especificidade de 75%, ou seja, boa probabilidade em captar os verdadeiros
positivos e verdadeiros negativos. Além disso, obtivemos VPP e VPN tambem de
75%, apresentando concordancia entre o Papanicolaou e Nugent.

Ja na rede publica (SUS), obtivemos uma sensibilidade de apenas 09%, ou
seja, baixa probabilidade em captar os verdadeiros positivos, e uma especificidade
de 96%, demonstrando ser bastante especifico em detectar os verdadeiros
negativos (VPP de 85% e VPN de 64%).

A sensibilidade encontrada por Hasenack e colaboradores (2008) (71%) e
por Martins e colaboradores (2007) (56,8%) é semelhante a encontrada em nosso
trabalho na RP (75%), e a especificidade encontrada por estes mesmos autores
(93% e 98,1%, respectivamente) se aproxima mais da encontrada no SUS (96%).
Hasenack e colaboradores (2008) também encontraram valores de VPP e VPN
78% e 91%, respectivamente, que ndo se diferem muito dos encontrados em
nosso estudo.

Analisando as comparacgbes feitas em ambos os grupos com os trabalhos
citados, percebe-se que em todos eles a especificidade & alta, o que evidencia
que os esfregagos corados pela técnica de Papanicolaou podem ser usados para
excluirem a patologia, por serem especificos em detectar os verdadeiros
negativos. Outros estudos destacaram que a citologia pela técnica de
Papanicolaou pode ndo ser um método adequado para rastreio, diagnostico ou
exclusdo de VB, principalmente, quando existem outros patdgenos associados
(MARTINS et al., 2007).

Nos exames de Papanicolaou positivo, séo visualizados “bacilos
supracitoplasmaticos”, observados em laminas coradas pelo metodo de Gram,
que sdo conhecidos como células-guia ou “clue-cells”. Assim, também
comparamos a presenca de “clue-cells” com os resultados de Papanicolaou entre
os dois grupos pesquisados.

Na RP, encontramos uma sensibilidade de 86,6%, especificidade de 72%,
VPP de 65% e VPN de 90%. No SUS, sensibilidade de 16,6%, especificidade de
86,5%, VPP de 28,5% e VPN de 76,2%. Uma alta sensibilidade na RP e baixa
sensibilidade no SUS. Entre o total de pacientes assintomaticas para VB, em
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nenhuma foi visualizada a presenga de ‘“clue-cells”, demonstrando boa
concordancia dos critérios de Nugent com a observagdo das laminas coradas pelo
Gram. Os altos valores preditivos negativos evidenciam que os esfregagos
corados pela técnica de Papanicolaou podem ser usados para excluirem a
patologia.

Em relagdo a idade, nossos resultados mostraram que entre as mulheres
diagnosticadas com VB pelos critérios de Nugent, a idade média das pacientes da
rede privada é 35,6 anos (faixa etaria de 19-56 anos), e das pacientes da rede
publica & 35,7 anos (faixa etaria de 16-59 anos), ou seja, estdo em idade
reprodutiva. Nossos resultados diferem da pesquisa realizada por Oliveira e
colaboradores (2007), onde a faixa etaria das mulheres estudadas com VB foi
entre 21-30 anos. O mesmo resultado se aproxima com o encontrado por
Zimmermmann e colaboradores (2009) em Juiz de Fora, onde o grupo de
pacientes estudadas com VB estava na faixa etaria entre 20 e 49 anos. Os dados
sugerem que a maior prevaléncia de VB esta associada a mulheres jovens, em
idade reprodutiva, e isso pode refletir o fato de que os microrganismos causadores
de VB utilizam como substrato o glicogénio, cujo acimulo celular pode estar
relacionado & estimulagdo hormonal (RIBEIRO et al., 2007).

Em relagdo ao grau de escolaridade, entre as pacientes sintomaticas para
VB atendidas pela RP, a grande maioria tem ou cursa o ensino superior. Ja entre
as pacientes sintomaticas para VB atendidas pelo SUS, a maioria cursou até o
ensino fundamental (38,1%), seguidas de 28,6% que cursam ou cursaram O
ensino médio. No total de pacientes sintomaticas para VB, o grau de escolaridade
das mulheres participantes foi considerado bom, 46,3% (Ensino Superior), 22,0%
(Ensino Médio) e 19,5% (Ensino Fundamental) (Tabela 02). A metodologia
utilizada ndo permite verificar associagéo entre escolaridade e VB, mas, segundo
Smart, Singal e Mindel (2004), os anos de estudo ndo foram considerados como
fator de risco para VB.

Com relagdo a ocupagao, no total das mulheres sintomaticas para VB, a
maioria trabalha fora, embora no grupo da rede publica (SUS) exista um numero
significativo de mulheres sintomaticas para VB que se identificaram como “do lar”

(42,9%). Tal dado pode estar também relacionado com a baixa escolaridade
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observada entre essas mulheres do grupo da rede publica, justificando os 4,8%
sem nenhum ano de estudo, 19,0% com ensino primario, 38,1% com ensino
fundamental, 28,6% com ensino médio e apenas 9,5% com ensino superior
(Tabela 02).

Um fator referido como associado ao aumento do risco de aquisigéo de VB
é o fato de a mulher ser solteira, possivelmente devido a uma maior possibilidade
de troca de parceiros. No presente estudo, do total de pacientes, 43,9% das
mulheres sintomaticas para VB eram solteiras, contrastando com o encontrado por
Leite et al. (2010), que encontraram uma frequéncia de VB de 58,1% entre as
mulheres casadas. Entre os dois grupos de pacientes do nosso estudo, das
atendidas pelo SUS, 42,9% eram casadas, e das atendidas pela RP, 50,0% eram
solteiras (Tabela 02). Contudo, ndo podemos fazer associagéo entre estado civil e
VB, visto que na rede publica a maioria das mulheres atendidas era casada, e na
rede privada a maioria era solteira. Outro dado que tambem dificulta essa
associagdo é o fato da grande maioria das mulheres sintomaticas para VB
(90,2%), independente do estado civil, declararem ter vida sexual ativa. Segundo
Teixeira (2010), o inicio precoce da vida sexual predispde a um maior risco de
infecgdes genitais e DST, em especial pela maior chance de exposigao e devido
aos niveis hormonais altos, que estariam relacionados a etiopatogenia da doenca.
No entanto, esse dado ndo foi observado no presente trabalho. Por outro lado,
existem casos, detectados mais raramente, em mulheres virgens e em criangas, o
que indica que a ocorréncia deste desequilibrio da microbiota ndo e decorrente

exclusivamente do contato sexual (SIMOES et al., 2006).

6.2 Cultivo, isolamento, identificagdo presuntiva de Gardnerella vaginalis e

confirmagéo da identidade bacteriana por PCR

A utilizagdo de cultura para o diagnéstico da G. vaginalis ndo parece ser
muito Util, pois a mesma pode ser detectada na metade das mulheres

assintomaticas para VB, pois o microrganismo também faz parte da microbiota
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residente saudavel (GIRALDO et al., 2007). As culturas microbiologicas fornecem
informagbes criticas sobre as caracteristicas fenotipicas dos microrganismos, que
ndo sdo facilmente obtidas a partir de estudos moleculares. Além disso, os
microrganismos cultivados permitem a sua manipulagdo experimental em
laboratorio e a realizagdo de experimentos sobre patogénese e fatores de
viruléncia. Assim, os métodos de cultivo continuam a ser uma importante area de
investigagdo em microbiologia, apesar das limitagdes da abordagem, sobretudo na
area da pesquisa (SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008).

O meio de cultura utilizado, o agar vaginalis modificado por Francisco et al.
(1990) mostrou-se bastante eficaz no crescimento de G. vaginalis e na visualizag&o
das coldnias pequenas, brilhantes e B-hemdliticas. Em 47,2% (42/89) das
pacientes foi isolado G. vaginalis por cultivo em meio de cultura. Desses, 92,1%
(35/38) das mulheres sintomaticas para VB, 66,7% (02/03) das pacientes com
quadro intermediario de VB e em 10,4% (05/48) das pacientes assintomaticas para
VB foi isolado G. vaginalis. Esse resultado de isolamento difere do encontrado por
Teixeira (2010) no que diz respeito as pacientes sintométicas para VB, onde o
autor isolou G. vaginalis em 56,7% das pacientes. No entanto, nossos dados se
aproximam com os dados de pacientes assintomaticas para VB no estudo de
Teixeira (2010), que isolou G. vaginalis por cultura em 17,6% das pacientes.
Justifica-se o maior isolamento nas pacientes sintomaticas para VB e quadro
intermediario de VB pelo fato de nesses casos, a carga bacteriana de G. vaginalis
estar aumentada, facilitando o isolamento por método de cultivo. O pequeno
nimero de isolados provenientes de pacientes assintomaticas para VB em nosso
estudo evidencia a relagéo deste microrganismo com o quadro clinico em estudo.
Todos os 204 isolados identificados presuntivamente foram confirmados por PCR
com oligonucleotideos especificos para G. vaginalis, ndo sendo necessario mais

provas de identificag&o.
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6.3 Deteccgéo do gene que codifica a vaginolisina

Sabe-se que G. vaginalis pode produzir uma toxina citolitica, denominada
vaginolisina, que é uma porina, e ha a hipotese dela estar envolvida na
patogénese da VB, levando & morte celular (GELBER et al., 2008).

No presente trabalho foi detectada a presenga do gene da vaginolisina (vly)
em 96,5% (201/204) dos isolados de G. vaginalis por PCR, utilizando
oligoiniciadores especificos. As Unicas 03 amostras negativas curiosamente s&o
de pacientes sintomaticas para VB, o que discordaria da hipotese de que a
presenga da vaginolisina contribuiria com a patogénese da doenga, embora nao
existam dados na literatura para comparar nossos resultados e, além disso, a

pequena amostragem também ndo permita fazer este tipo de associagao.

6.4 Comparacio do isolamento de Gardnerella vaginalis por cultivo em
meio de cultura e detecgéo do microrganismo por PCR

Em nossa pesquisa, a partir da amostra de secregdo vaginal, em 52,8%
(47/89) nao foi possivel o isolamento por método de cultivo em meio de cultura.
Dessas 47 amostras, 42 s&@o provenientes de pacientes assintomaticas para VB, e
sabe-se que G. vaginalis faz parte da microbiota residente da vagina. Assim, a
partir desses espécimes, o DNA total foi extraido e foi feita a analise por PCR, a
fim de compararmos o isolamento e a detecgdo da presenga do microrganismo.

O meétodo molecular se mostrou mais eficiente, conseguindo detectar a
presenca do microrganismo em 55,3% (26/47) das secregdes que em meio de
cultura ndo foi possivel isolar, obtendo uma sensibilidade de 61,7%, especificidade
de 100%, VPP de 100% e VPN de 44,7%. Com estes valores de especificidade e
VPP, o método molecular afasta qualquer possibilidade de um falso positivo e
falso negativo, ja que a especificidade é a probabilidade de um teste dar negativo
na auséncia da doenga, isto &, avalia a capacidade do teste afastar a doenga
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quando ela esta ausente. VPP é a proporgéo de verdadeiros positivos entre todos
os individuos com teste positivo (OLIVEIRA e MENDES, 2010).

Castellano-Filho e colaboradores (2010) compararam o método de cultivo
em meio de cultura e o método molecular, neste caso, para isolamento de
Streptococcus do Grupo B, e na comparagdo dos métodos também demonstraram
maior detecgdo do microrganismo por PCR (9,5% versus 32,6%).

Entretanto, a cultura de G. vaginalis e tampouco sua detecgédo por PCR néo
sdo recomendadas como ferramentas para o diagndstico para VB, devido esta
bactéria estar presente na microbiota saudavel de aproximadamente 60% das

mulheres assintomaticas (CDC, 2000).

6.5 Avaliacéo do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo, que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos e modificagdes na estrutura celular, e que impedem a
agdo das drogas. O desenvolvimento da resisténcia é um fenémeno biologico
natural decorrente da introdugéo de agentes antimicrobianos na pratica clinica. O
uso irracional é que tem contribuido com o aumento deste fenémeno
(WANNMACHER, 2004).

A heterogeneidade observada no fenograma que retrata os perfis de
susceptibilidade as drogas e a alta resisténcia antimicrobiana observada tanto em
isolados de pacientes assintomaticos quanto sintomaticos para VB reflete,
provavelmente, o padrdo de distribuigdo bacteriana na comunidade. Apesar de
ndo ter dados na literatura para comparar esse resultado, esses dados reforgam a
epidemiologia da doenga, que esta relacionada a uma alteragdo da microbiota,
gerando um desequilibrio, e, portanto os microrganismos envolvidos s&o
residentes endogenos susceptiveis a pressdo seletiva imposta pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos na comunidade (BRASIL, 2008; NOGUEIRA et
al., 2000).
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Os regimes de tratamento recomendados para a VB ndo s&o baseados na
erradicacdo de um patdgeno conhecido, mas, sobretudo, na restauragéo de um
padrao de microbiota vaginal saudavel. A terapia de primeira linha recomendada &
metronidazol ou clindamicina; estes antibioticos tém diferentes espectros de
atividade, mas aparentemente sua eficacia é em curto prazo, com taxas de cura
de 80% a 90% em um més. Taxas de recorréncia a longo prazo apoés o tratamento
e fatores associados a recorréncia ndo foram estabelecidos. Dados sobre a
eficacia do tratamento a longo prazo séo limitados a um estudo observacional, e
existem poucos estudos com acompanhamento prolongado. Alem disso, as
possiveis causas das recidivas ainda permanecem obscuras (CDC, 2000;
BRADSHAW et al., 2006).

O metronidazol € um nitroimidazdlico, ativo contra uma variedade de
protozoarios e bactérias. E indicado no tratamento de giardiase, amebiase,
tricomoniase, VB por G. vaginalis e infecgbes causadas por bactérias anaerobias,
como Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp., Clostridium sp., dentre outros. Ele
penetra na célula como um pro-farmaco, por difusdo passiva e e ativado no
citoplasma bacteriano ou em organelas especificas nos protozoarios. Seu
mecanismo de acgéo ainda ndo esta totaimente elucidado, mas consiste na inibigéo
da sintese do acido desoxirribonucleico e danos ao DNA, por oxidagdo, causando
quebras de cadeia simples e de cadeia dupla que conduzem & degradagéo do
DNA e a morte celular (AUSTIN et al., 2005; BRADSHAW et al., 2006).

Clindamicina é uma lincosamida, tem propriedades antibacterianas
similares aos macrolideos e agem pelo mesmo mecanismo de agdo. Sdo agentes
bacteriostaticos, que atuam pela ligagdo com o RNA ribossomal 23S da
subunidade 508, interferindo na elongagdo da cadeia peptidica durante a
translagdo e blogueando a biossintese de proteinas bacterianas. A clindamicina é
um antibiotico amplamente utilizado, que possui melhor atividade e maior
absorgao por via oral. A clindamicina é o farmaco de escolha para o tratamento de
infecgbes periféricas causadas por Bacteroides fragilis ou outras bactérias
anaerobias resistentes a penicilina. Este farmaco é também topicamente utilizado
para o tratamento de acne, e em associagdo com metronidazol, para o tratamento
de VB (CDC, 2000; GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010).
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Pelo fato da VB ser uma sindrome polimicrobiana, avaliar o sucesso no
tratamento é complexo. A terapia da VB tornou-se um tema de debate, com a
pesquisa apontando para a complexidade da questdo, e provaveis novos
patdgenos também podem estar associados com esta condigdo clinica. A
recomendacdo primaria para o tratamento de VB é o metronidazol (oral ou intra-
vaginal), com 500 mg duas vezes por dia durante uma semana. No entanto, varias
pacientes vém apresentando recorréncia de sintomas dentro de um curto periodo
de tempo da conclusdo do tratamento (JOESOEF, SCHMID e HILLIER, 1999;
CDC, 2000).

A resisténcia aos antibioticos é cada vez mais relatada em todo o mundo.
Goldstein e colaboradores, em 1993, demonstraram uma resisténcia de 20% de
G. vaginalis ao metronidazol, e o mesmo grupo relatou a resisténcia de 29% ao
metronidazol, em 2002 (WORKOWSKI e BERMAN, 2006).

Os efeitos adversos atribuidos ao metronidazol (droga de primeira escolha)
sdo frequentes, e isto pode conduzir a problemas de ades&o ao tratamento, e em
conjunto com a alta taxa de resisténcia, resultar em falha terapéutica.
Consequentemente, outros farmacos da classe dos nitroimidazolicos tém sido
explorados como alternativas ao metronidazol para o tratamento de VB.

Tinidazol e secnidazol sdo derivados nitroimidazélicos de segunda geragéo,
com estrutura e atividade semelhantes a do metronidazol. Administrados oralmente
atingem maior pico de concentragéo sérica, por ter uma liposolubilidade maior;
maior concentragdo nos tecidos reprodutivos; tém menos efeitos colaterais e uma
maior meia-vida que permite que sejam administrados como uma terapia de dose
unica. A diferenca entre tinidazol e secnidazol é que esse Ultimo tem sua meia-vida
um pouco maior (AUSTIN, MEYN e HILLIER, 2006).

No presente estudo, n&o foi avaliado o tratamento das pacientes. A partir
dos isolados de G. vaginalis, foi determinada a CIM de alguns antimicrobianos de
interesse clinico-microbiolégico. Com base nos resultados, obtiveram-se altas
taxas de sensibilidade a clindamicina em 93,1% (190/204) das amostras (ClMsy,
=0,0625 pg/mL e ClMgoe,= 0,5 pg/mL). Este dado se aproxima ao encontrado por
Nagaraja (2008) e Teixeira (2010), onde 76% e 100%, respectivamente (CIM goe, <
0.0625 pg/mL) das amostras se mostraram sensiveis a clindamicina. Apesar da
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sensibilidade das amostras, percebe-se neste trabalho uma variagéo muito ampla
(0,0625 — 1024,0 ug/mL), semelhante & encontrada por Nagaraja, em 2008 (0,016
- >256 pg/mL). Entretanto, a concentragdo em que 50% e 90% dos isolados s@o
inibidos (ClMsgy, =0,0625 pg/mL e ClMgy= 0,5 pg/mL) séo baixas, dentro dos
limites da sensibilidade para clindamicina. Assim, o resultado pode ser
considerado favoravel, j& que o referido antimicrobiano completa o esquema
terapéutico para VB.

Com relagdo ao perfil de susceptibilidade do metronidazol, foi observado
elevado indice de resisténcia. Entre os isolados, 59,8% (122/204) apresentaram-
se resistentes ao metronidazol, com uma ClMsge, de 32,0 ug/mL, CiMgoy, de 1024,0
ug/mL e uma variagdo de 2,0 - >1024 ug/mL. Esse resultado corrobora com o
encontrado por Austin, Meyn e Hillier (2006), que obtiveram 68% de resisténcia,
com uma ClMsgy, de 32,0 pg/mL, ClMggy, de > 256,0 ug/mL e uma variagdo de 2,0 -
> 256,0 ug/mL, sendo que a maior concentragéo testada por eles foi 256,0 ug/mL.
Em um estudo realizado em Belo Horizonte, Teixeira (2010) verificou um indice de
70% de resisténcia ao metronidazol, e a ClMg, de > 512 ug/mL (maior
concentragdo testada).

Assim como no trabalho de Austin, Meyn e Hillier (2006) e Teixeira (2010),
nesta pesquisa, a CIM para 90% dos isolados também foi representada pela Ultima
concentragdo  testada (>256  upg/ml, 512  pg/ml  e1024,0  ug/ml,

"y

respectivamente). Mesmo havendo diferenga entre a atividade “in vitro" e “in
vivo" este fato €& muito preocupante, pois em nosso trabalho, a ultima
concentragdo testada é ainda maior que a ultima concentragéo testada por estes
autores, e o metronidazol continua sendo uma das primeiras opgoes clinicas.

Com relagdo ao tinidazol e secnidazol, no presente estudo, dentre os
isolados de G. vaginalis, 60,3% e 71,6% se mostraram resistentes a estas drogas,
respectivamente. Quanto ao tinidazol, nossos resultados s&o semelhantes aos
encontrados por Austin, Meyn e Hillier (2006), onde 54% dos isolados foram
resistentes ao tinidazol, valor bem préximo aos 60,3% encontrados no presente
trabalho. Além disso, os autores encontraram o mesmo valor de ClMsqy, das
amostras (32,0 pg/mL) e ClMge, das amostras foi a ultima concentragéo testada,

em ambos os estudos. Comparando tinidazol e secnidazol com o metronidazol,
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verificou-se em nosso trabalho um percentual de resisténcia menor para o
metronidazol. Teixeira (2010) encontrou maior atividade de tinidazol e secnidazol
contra G. vaginalis, quando comparada ao metronidazol (20% e 30% de
resisténcia a tinidazol e secnidazol, respectivamente). Comparando a ClMsgs, das
amostras, Austin, Meyn e Hillier (2006) observaram apenas um logaritmo de
diferenca entre tinidazol e metronidazol contra G. vaginalis (32,0 versus 64,0
ug/mL). No presente trabalho esse dado também foi observado, comparando
tinidazol, secnidazol e metronidazol. Para a ClMsgy, das amostras, os mesmos
valores foram encontrados para metronidazol e tinidazol (32 upg/mL) e para
secnidazol (64,0 yg/mL).

Estudos “in vitro” comparando metronidazol e tinidazol mostraram
semelhanga na atividade contra as bactérias clinicamente relevantes.
Farmacocineticamente, o aumento da meia-vida do tinidazol oferece alguns
beneficios em comparag;éo' ao metronidazol, como a dose reduzida ou a
frequéncia de administragdo. Outro atributo positivo do tinidazol comparado ao
metronidazol é o seu perfil favoravel quanto aos eventos adversos. No entanto, o
metronidazol tem permanecido a droga de escolha para o tratamento de VB.
Embora o estudo de Austin, Meyn e Hillier (2006) reforce o uso de tinidazol contra
anaerobios estritos e facultativos associados a VB, ha ainda a necessidade de
mais estudos clinicos comparando metronidazol, tinidazol e secnidazol (AUSTIN,
MEYN e HILLIER, 2006; DICKEY, NAILOR e SOBEL, 2009).

Embora o cloranfenicol ndo seja uma droga rotineiramente utilizada para o
tratamento de infegbes envolvendo G. vaginalis, a determinagéo do seu perfil de
susceptibilidade tem um valor cientifico-microbiolégico, visto que a droga ¢ tida
como de alta eficiéncia no tratamento de infecgdes envolvendo microrganismos
anaerobios (BROOK, 2011; NAIDOO et al., 2011; FILHO et al., 2012). Porém,
devido a sua elevada toxicidade s6 é recomendado para tratamento de infecgbes
potencialmente fatais ou quando ndo se podem utilizar farmacos alternativos mais
seguros, devido a problemas de resisténcia ou alergias. O cloranfenicol age
inibindo a sintese protéica nas bactérias por bloqueio especifico na subunidade
50S ribossomal bacteriana, inibindo assim a fase de transpeptidagdo da sintese
protéica (RANG et al., 2007). Especificamente contra G. vaginalis, Shanker,
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Toohey e Munro (1982), Hubrechts e colaboradores (1984) e Kharsany, Hoosen e
Ende (1993) j& haviam encontrado 100% de sensibilidade ao cloranfenicol.
Embora ndo existam dados recentes na literatura para comparar noOssos
resultados, neste estudo também ndo foram observados microrganismos
resistentes ao cloranfenicol, confirmando, assim, sua eficacia contra
microrganismos associados a infecgdes anaerobicas, ou mais especificamente,
envolvendo G. vaginalis, no nosso meio. |

A ampicilina n&o é rotineiramente utilizada para o tratamento de VB, devido
a sua ineficacia em erradicar a G. vaginalis ou de promover a cura clinica. Isto
ocorre provavelmente devido a inativagdo da ampicilina por beta-lactamases
produzidas por outros anaerobios vaginais, ndo especificamente pela G. vaginalis
(KHARSANY, HOOSEN e ENDE, 1993; GOLSTEIN et al., 2002).

Com relacdo a ampicilina, foi observado alta taxa de resisténcia bacteriana
(54,4%), além de resisténcia intermediaria (20,6%). Avaliando a associagao
ampicilina — sulbactam (inibidor de beta-lactamase), ndo foram observadas
amostras bacterianas resistentes, embora 4,9% tenham sido classificadas na
categoria resisténcia intermediaria. Este resultado é semelhante ao encontrado por
Goldstein e colaboradores (2002), que obtiveram 100% de sensibilidade ao mesmo
antimicrobiano. Considerando-se o0s mecanismos de resisténcia aos beta-
lactamicos ja descritos na literatura, como alteragdo na permeabilidade celular,
alteragdo no alvo de agdo, efluxo ativo e produgdo de beta-lactamases
(KHARSANY, HOOSEN e ENDE, 1993), nossos dados permitem sugerir que o
fendomeno de resisténcia observado entre as linhagens de G. vaginalis pode estar
associado principalmente & produgéo de beta-lactamases.

Neste trabalho ndo foi verificada a presenga ou ndo de recidivas entre as
pacientes, e sabe-se que com a utilizagéo de antimicrobianos, esses podem alem
de eliminar o microrganismo patogénico, destruir grande parte dos microrganismos
responsaveis na manuteng&o do equilibrio da microbiota residente saudavel. Alem
disso, a falta de parametros para o correto diagnéstico de VB, o uso empirico e
incorreto de antimicrobianos agrava as recidivas e a problematica da resisténcia.
Os dados apresentados sdo alarmantes em relagdo a resisténcia aos

antimicrobianos utilizados no tratamento da VB.



76

Esse problema emergente tem levado pesquisadores e clinicos a procura
de métodos alternativos para o tratamento de VB, o que é evidenciado no trabalho
de Amorim e Santos (2003), que testaram a eficacia de gel vaginal da aroeira
(Schinus terebinthifolius Raddi), uma planta medicinal de uso amplamente
difundido no Nordeste para tratamento de diversas infecgbes. Os autores
concluiram que o gel de aroeira pode ser utilizado com a indicagdo de tratamento
da VB em mulheres ndo gestantes, sintomaticas. O percentual de cura neste
ensaio foi de 84%, constatando-se também uma restauragdo da microbiota vaginal
autdctone, o que poderia minimizar o problema das recidivas. Outro trabalho que
propde um método de tratamento alternativo, como a utilizagéo de lactobacilos
como probidticos é o de Teixeira (2010), que selecionou uma linhagem de
lactobacilos (Lactobacillus johnsonii) capaz de colonizar animais isentos de
germes, e foi observada uma certa protegéo contra a infecgdo experimental por G.
vaginalis.

6.6 Genotipagem Bacteriana

A técnica de AP-PCR tem sido extensivamente utilizada na bacteriologia de
anaerobios, dentre outras areas da ciéncia, para estudos relacionados a
clonalidade e detecgdo de polimorfismos no genoma celular, associado aos
estudos epidemiologicos para avaliagdo de semelhanga entre organismos
relacionados taxonomicamente (CAMARENA et al. 1995; GEORGE et al., 1997,
SONG, 2005).

Neste estudo, considerando-se a técnica utilizada, ndo foi possivel
estabelecer nenhuma relagdo genotipica entre as diferentes linhagens bacterianas
isoladas. Assim, pode-se sugerir a principio uma grande heterogeneidade
populacional entre representantes de G. vaginalis envolvidos na etiologia de VB, o
que dificultaria o estabelecimento de marcadores epidemiolégicos, corroborando

dados da literatura acerca da etiopatogenia da doenga: alteragdo da microbiota e
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aumento nos niveis populacionais de microrganismos endogenos (SIMOES et al.,
2006; SRINIVASAN e FREDRICKS, 2008)
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7 Consideragoes Finais

Do exposto, observa-se que embora n&o exista consenso no diagnostico de
VB, espera-se que a bacterioscopia pelo Gram possa ser um método incorporado
aos critérios diagnosticos, € rapido e de facil execugéo, sendo necessario apenas
um profissional treinado na visualizagdo das laminas. Alem de auxiliar no
diagndstico complementar, associado a suspeita clinica, direciona para um correto
diagnéstico e tratamento, reduzindo o uso indiscriminado e abusivo de
antimicrobianos.

Espera-se ainda que as informagdes epidemiologicas e microbiologicas
geradas neste estudo possam servir para caracterizagao do problema na regido de
Juiz de Fora, ou suscitar discussdo e monitoramento epidemiolégico em outra
regides, que sirvam de base para o desenvolvimento de politicas de salde publica
e, assim, possam contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
financeiros a serem aplicados em medidas preventivas, minimizando os riscos
associados as infeccdes cérvico-vaginais e a antibioticoterapia empirica
inadequada.

Também é de extrema importancia a continuidade e o aprofundamento desta
linha de pesquisa pela chance de elucidar algumas questoes, principalmente
aquelas relacionadas a patogénese da VB, & genética da resisténcia bacteriana e
mecanismos de regulagdo, cujas implicagbes nas caracteristicas morfologicas,
fisioldgicas e expressdo de viruléncia dos microrganismos s&o, hoje,
inquestionaveis, mas pouco consideradas na pratica clinica, e requer um suporte

mais objetivo da pesquisa basica.
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Conclusodes

Existe um elevado percentual de pacientes sintomaticas para VB dentro do
grupo estudado;

Na pratica clinica, a coloragdo de Gram pode servir como método
complementar ao Papanicolaou, auxiliando e agilizando o diagnostico de
VB;

O método molecular (PCR) é adequado para a detecgdo do microrganismo
em estudo, quando comparado ao método de cultivo em meio de cultura,
considerando-se a relagéo sensibilidade-especificidade;

Clindamicina apresenta-se como boa opgao para terapia empirica nas VB
associadas a G. vaginalis, embora resisténcia bacteriana tem sido
observada para este antimicrobiano, in vitro;

Ampicilina associada a inibidor de beta-lactamase, como o sulbactam,
mostrou-se, in vitro, altamente eficaz contra G. vaginalis;

Linhagens de G. vaginalis na regido amostrada s&o altamente resistentes,
in vitro, aos nitroimidazois, esse resultado desencoraja o uso destes
antimicrobianos como drogas de escolha na terapia empirica de VB;

Com uma populagdo altamente heterogénea albergando o gene
responsavel pela codificagdo da vaginolisina, ndo foi possivel associar a
presenga do gene como marcador genético para determinagao de
linhagens patogénicas;

Dada a origem comunitaria da VB, ndo é possivel estabelecer relagoes
baseada na tipagem por susceptibilidade a antimicrobianos entre amostras
de G. vaginalis isoladas de pacientes sintomaticas e assintomaticas para
VB;

Existe uma grande heterogeneidade entre os isolados de G. vaginalis

circulantes na nossa regiéo.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE
FEDERAL DE JUIZ DE FORA

Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia - Setor de Microbiologia - ICB

Participacio bacteriana, fiingica e viral em infeccdes cérvico-vaginais em Juiz de Fora/MG: estudo
qualitativo sobre etiologia, recorréncia e perfil de susceptibilidade a antimicrobianos.

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

CasoN°| | | | | Data: / / Prontudrio| | | + L 1L |1 1 |
Nome: Idade (anos):
Enderego: Telefones:

1. Estado civil: [ ]solteira[ ] casada [ ] outro

2. Cor: [ ]branca [ ]preta [ Jparda [ ]amarela | ]outra

3. Nivel de escolaridade:

4. Ocupagio profissional:

5. Vida sexual ativa: | ]ndo [ ] sim - Parceiros [ ]01 [ ]maisde 01
6. Gestante: [ ]ndo [ ] Sim. ldade Gestacional:

7. Antibiéticos nos tltimos 30 dias:

Antifingico [ ]sim[ ] ndo  Antibacteriano [ ]sim [ ] no Antiprotozodrio [ ]sim [ ]ndo
8. Paciente com histdria de candidiase vulvovaginal e recorréncia:

[ 1 Segundo episodio - Data episédio anterior / /

Diagnostico laboratorial: [ Jndo | ] Sim. Etiologia:

[ ] Terceiro episddio - Data episédio anterior / /

Dijagn6stico laboratorial: [ Jndo [ ] Sim. Etiologia:

[ ] Outros - Data episédio anterior / /

Diagnostico laboratorial: { Jndo [ ] Sim. Etiologia:

9. Imunossupressdo: [ ] ndo [ ]sim: [ ] terapia imunossupressora [ ] soropositiva
10. Diabetes: [ Infio [ Jsim: [ Jtipol [ Jtipoll
11. Pacientes com exame preventivo (Papanicolaou) positivo para bacites supracitoplasmaticos [} sim [ ] ndo
12. Vulvite: [ Indo | ]sim
13. Vaginite: | }ndo [ ]sim
14. Fluxo:
a. Cor [ ] branco [ 1amarelado [ ] esverdeado
b. Aspecto: [ ] grumoso [ ] fluido

15. Diagnostico epitelial descritivo (Papanicolaou) — pacientes com atipias celulares [ Jsim [ ]no

036-330. Tel/Fax: (32) 2102-3213

Campus Universitario s/n, Bairro Martelos - Juiz de Fora/MG - CEP 36



APENDICE B - Escore de Nugent (Diagnéstico Laboratorial)

Escore de Nugent

Tipo Morfolégico N° de microrganismos/Campo Pontuacao
de imersao

Lactobacillus spp. ou >30 0
Bacilos de Doderlein 5-30 1
(BGP) 1-4 2
1 3
0 4
Mobiluncus sp. 0 0
(BGN curvos) 1-4 1
5 2
Gardnerella >30 4
vagqinalis/Bacfteroides sp. 5-30 3
(CBGV; BGN com 1-4 2
vacuolos) 1 1
0 0

Some os pontos obtidos e verifique a interpretacao

Pontuacao interpretacao
0-3 Normal
4-6 Intermediario

7-10 Vaginose Bacteriana




ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Protocolo CEP-UFJF:
Projeto_de_Pesauisa:

UNTVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-R QUISA
COMITEDE ETICA £ A -

36636900~ JUIZ D

Parecer n® 152/2011

24072.142.2011 FR: 433718 CAAE: 0145.0.180.000-11

Participacao bacteriana, iungica e viral em infecgoes cérvico-vaginais em Juiz de
Fora/MG: estudo quantitativo sobre etiologia, recorréncia e perfi de susceptibilidade & antimicrobianos

Area Tematica:Grupo i}
Pesquisador Responsavel: Vania Lucia da Silva
Data prevista para o término da pesquisa: Jul 2013

Pesquisadores Participantes: Clagdio Galuppo Diniz;

Marcio Tavares Rodrigues; Cintia Marques Coelho: Juliana

Filho: Danielle Maria Knupp de Souza.
Instituicio Proponente: Instiiuto de Ciéncias Bioldgicas da UFJF

Analise do protocolo:

Maria Luiza da Rosa e Silva; Betania Paiva Drumond.
Barrosc Zimmermmann; Didier Silveira Castellano

90

Titens Avaliados TSim | No NA |
0 estudo proposto apresenta pertinéncia ¢ valor cientifico X :
1_4:;5ﬂﬁcaﬁva Dbijeto de estudo esta bem delineado X
I_ Objetivo(s) Apresentam clareza € compatibilidade com a proposta X ‘
Atende aols) objetivo(s) proposto(s
Tipo de estudo X
| Procedimentos gue serao utilizados X
| Numero de participanies X
| Material e Justificativa de participagao em Qrupos .
Méetodos vulneréveis
? informa Critérios de incluséo e exclusao X
Recrutamento X
| | Coleta de dados X
“Tipo de analise X
| Cuidados Eticos X
Revisao da | Atuais e sustentam ofs) objetivo(S) do estudo X
literatura
I Resultados informa os possiveis impactos & beneficios X i
; Cronograma Agenda as diversas gtapas de pesquisa X
informa que a colela de dados ocorrera apOs aprovagao X
do projeto pelo comité
Orgamento Lista a relacao detalhada dos custos da pesquisa X
_ Apresenta o responsavel pelo financiamenic X
¢ Referéncias Segue uma normatizacao X !
[Instrumento  de | Preserva o sujeito de constrangimento X o
. coleta de dados Apresenta pertinéncia com o(s) objetivols} proposto(s). X
Termo de | Solicita dispensa X ;
| dispensa de TCLE
i Termo de | Apresenta o termo em caso de participagéo de menores X
. asseniimenio [ I A SO
| TCLE Esta em linguagem adequade, clara para compreensac X !
l go sujeito
| | Apresenta justificativa e objetivos X .
i Descreve suficientemente os procedimentos X
! | Apresenta campe para & identificacao dos sujeitos X
Informa gue trma oas vias do TOLE devera ser entregue X
ao sujeito
i X i

consentimento sem penalidades

Assegura liberdade do sujeito recusar ou retirar 0 !




UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEPUFIF
36036906- JUIZ DE FORA - MG ~ BRASIL

(Garante sigilo & anonimaio |

Explicita Riscos e desconforios esperados

M<K

Ressarcimento de
despesas

>

indenizacdo diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa

Forma de contato com o pesguisador

Forma de contato com o CEP

XK

Como sera o descarte de material coletado
{no casc de material biologico)

>

O arquivamento do material coletado pelo
periodo minimo de 5 anos

bed

Pesquisador {es) Apresentam titulacdo e experiéncia compativel com o
projeto de pesquisa

Apresenta comprovante do Curriculo  Lattes do
pesquisador principal e dos demais participantes.

Carta de Encaminhamenio & Coordenacao do CEP

Folha de Rosto preenchida

KX >

Projeto de pesquisa, redigido conforme Modelo de
Apresentacao de Projeto de Pesquisa padronizado pela
Pré-Reiioria de Pesquisa (PROPESQ)

Documentos Declaracdo de infraestrutura e de concordéncia com a X
realizacéo da pesquisa, assinada pelo responsavel pelo
setoriservico onde sera realizada a pesquisa

P= parcialmente N A=Nio se aplica
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF, de acordo com as atribuigbes

definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagéo do protocolo de pesquisa proposto.

SituacBo: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 25 de agosto de 2011

-/)u,u G
Prof® Dr? l&éda Maria Avxla \/amas D«as
Coordenadora — CEPIUFJF



ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A SP esta sendo convidada como voluntéria a participar da pesquisa “Participagdo bacteriana, fungica e viral
em infecgbes cérvico-vaginais ers Juiz de Fora/MG: estudo qualitativo sobre etiologia, recorréncia e
perfil de susceptibilidade a antimicrobianos”. Neste estudo pretendemos gerar conhecimenfos sobre a
presenga de bactérias causadoras de vaginose bacteriana, fungos causadores de candidiase vulvovaginal e
candidiase vulvovaginal recorrente, além de detectar a presenga do papiloma virus humano (HPV), para fins
epidemiolégicos. O motivo que nos leva a estudar este assunio é para ampliar os conhecimentos sobre a
participagédo bacteriana, fingica e viral nas doencas cérvico-vaginais, que constituem um problema clinico
comum e um dos principais motivos que levam as mulheres a procurar o servigo ginecolbgico. As participantes,
voluntérias ndo serdo submetidas a nenhum procedimento clinico que oferega riscos fisicos ou dolorosos. Uma
amostra de secrecdo seré colhida pelo uso de um cofonete esterilizado na vagina durante sua consulta.
Considerada pesquisa com risco minimo, eventuais desconfortos emocionais seréo minimizados, uma vez que
as amostras serdo coletadas pelo seu médico durante os exames ginecologicos que s&o realizados
rotineiramente. Estes estudos véo permitir formular agdes para uma diminui¢do de riscos associados ao Uso
incorreto dos medicamentos.

Para participar deste estudo vocé néo terd nenhum custo, nem receberé qualquer vantagem financeira. Vocé
sera esclarecida sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a
participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participagdo a qualquer momento. A sua
participacéo & voluntéria e a recusa em participar no acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma
em que é atendido pelo seu médico. O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrbes profissionais de
sigilo. Os resultados da pesquisa estardo & sua disposigdo ao final da pesquisa. Seu nome ou ¢ material que
indique sua participagdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. A Sr®. ndo sera identificada em nenhuma
pubiicagao que possa resultar deste estudo. Este termo de consentimenio encontra-se impresso em duas vias,
sendo que uma copia seré arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé.

Eu, , portadora do documento de Identidade
fui informada dos objetivos do estudo “Participacdo bacteriana, fungica e viral em
infecgées cérvico-vaginais em Juiz de Fora/MG: estudo qualitativo sobre etiologia, recorréncia e perfil
de susceptibilidade a antimicrobianos”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a
qualquer momento poderei solicitar novas informagbes e modificar minha decisdo de participar se assim o
desejar.

Declaro gue concordo em participar desse estudo e que eventuais microrganismos isolados sejam mantidos na
colegdo de culturas biolégicas do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF.
Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20

Assinatura da participante

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dra. Vénia Licia da Silva

ENDEREGO: ICB/Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia, Campus Universitario s/n, Martelos
CEP:36036-900 - Juiz DE FORA - MG

FONE: (32) 2102-3213.

E-mAIL: vania. silva@ufif.edu.br

Em caso de dividas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o CEP COMITE DE ETICA EM PESQUISA/UFJF
CAMPUS UNIVERSITARIO DA UFJF

PRO-REITORIA DE PESQUISA

CEFP 36036.900

Fone: 32 3229 3788

T T

s/n, Bairro Martelos — Juiz de Fora/MG — CEP 36036-330. Tel/Fax: (32) 2102-3213

ey

U

Campus Universitario



ANEXO C - Fenétipos de resisténcia entre as amostras de Gardnerella
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vaginalis isoladas de pacientes sintomaticas e assintomaticas para VB.
AMP — Ampicilina; AMP/SUB - Ampicilina/ Sulbactam; CLI — Clindamicina; MTZ —~ Metronidazol;

SCZ - Secnidazol; TNZ — Tinidazol

Amostras Fendtipos
01.1 SCZ
01.2 SCZ
01.3 SCZ
01.4 SCZ
01.5 SCz
02.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
02.2 AMP, MITZ, SCZ, TNZ
02.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
02.4 MTZ
02.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
03.1 CLl, SCZ, TNZ
03.2 CLl, MTZ, SCZ, TNZ
03.3 TNZ
03.5 MTZ, TNZ
2011 MTZ, SCZ
201.2 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ
201.3 MTZ
201.4 MTZ, SCZ
201.5 MTZ, SCZ
2021 MTZ
202.2 MTZ
202.3 MTZ
202.4 MTZ
202.5 MTZ, 5CZ
208.1 MTZ
208.2 MTZ
208.3 AMP, MTZ
208.4 AMP, MITZ
208.5 AMP, MTZ
209.1 SENSIVEL A TODOS 0S ANTIMICROBIANOS
208.2 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
209.3 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
208.4 SENSIVEL A TODOS OS ANTHIMICROBIANOQOS
209.5 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
211.1 MTZ, SCZ, TNZ
211.2 MTZ, SCZ, TNZ
211.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
211.4 MTZ, SCZ, TNZ
211.5 MTZ, SCZ, TNZ
216.1 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
216.2 MTZ, SCZ, TNZ
216.3 MTZ. SCZ
216.4 MTZ. S5CZ
216.5 MTZ. S€Z
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vaginalis isoladas de pacientes sintomaticas

94

e assintomaticas para VB.

AMP — Ampicilina; AMP/SUB — Ampicilina/ Sulbactam; CLI — Clindamicina; MTZ — Metronidazol,

SCZ — Secnidazol; TNZ — Tinidazol

217.1 MTZ, SCZ, TNZ

217.2 MTZ, SCZ, TNZ

217.3 MTZ, SCZ, TNZ

217.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
217.5 AMP, MTZ

219.1 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
219.2 AMP

219.3 AMP

219.4 AMP

2185 AMP

221.1 AMP, MTZ

221.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
221.5 AMP, MTZ

222.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
2222 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
222.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
222.4 AMP, MTZ, 5CZ, TNZ
2225 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
2241 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
2242 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
224.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
224.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
2245 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
226.1 AMP, SCZ, TNZ

226.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
226.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
226.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
226.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
230.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
230.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
230.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
230.5 AMP, MTZ, TNZ

231.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
231.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
231.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
231.4 AMP, MTZ, SCZ

231.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
232.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
232.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
232.3 AMP, MTZ

232.4 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ
232.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
237.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
237.2 AMP, MTZ

237.3 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ
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vaginalis isoladas de pacientes sintomaticas e assintomaticas para VB.
AMP — Ampicilina; AMP/SUB — Ampicilina/ Sulbactam; CLI — Clindamicina; MTZ — Metronidazol,

SCZ — Secnidazol; TNZ — Tinidazol

237.4 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ

237.5 AMP, TNZ

2431 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

243.2 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ
243.3 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ

243.4 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ
2435 AMP, CLI, SCZ, TNZ

245 1 AMP, SCZ, TNZ

2452 AMP, MTZ, SCZ

2453 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

245 4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

2455 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

2471 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
2472 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
247.3 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
247 .4 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ .
247.5 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
103.1 AMP, MTZ, 5CZ, TNZ

103.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

103.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

103.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

103.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

104.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

104.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

104.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

104.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

104.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

105.1 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ

105.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

105.3 CLI, MTZ, SCZ, TNZ

106.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

106.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

106.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

106.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

106.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

107.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

107.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

107.3 AMP, CLI, SCZ, TNZ

107 .4 AMP, SCZ, TNZ

107.5 AMP, SCZ, TNZ

109.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

109.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

109.3 AMP, CLI, MTZ, SCZ, TNZ

109.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

109.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
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vaginalis isoladas de pacientes sintomaticas e assintomaéticas para VB.
AMP — Ampicilina; AMP/SUB — Ampicilina/ Sulbactam; CLI - Clindamicina; MTZ — Metronidazot;

SCZ ~ Secnidazol: TNZ — Tinidazol

110.1 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
110.2 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
110.3 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
110.4 AMP, AMP/SUB, MTZ, SCZ, TNZ
110.5 AMP, AMP/SUB, MTZ; SCZ, TNZ
113.1 AMP, MTZ

113.2 AMP, MTZ

113.3 AMP

113.4 AMP, MTZ

113.5 AMP

115.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

115.2 MTZ, SCZ, TNZ

115.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

115.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

115.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

117 .1 AMP, MTZ, SCZ

117.2 AMP, MTZ, SCZ

117.3 AMP, MTZ, SCZ

117.4 AMP, 5CZ

117.5 AMP, SCZ, TNZ

118.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

118.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

118.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

118.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

118.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

119.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

119.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

119.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

119.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

119.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

126.1 AMP

126.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

126.3 AMP

126.4 AMP, MTZ

126.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

127 1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ

127.2 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
127.3 SENSIVEL A TODOS OS ANTIMICROBIANOS
127 .4 AMP

127.5 AMP

128.1 AMP, SCZ, TNZ

128.2 SCZ, TNZ

128.3 SCZ, TNZ

128.4 SCZ, TNZ

128.5 SCZ, TNZ
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vaginalis isoladas de pacientes sintomaticas e assintomaticas para VB.
AMP — Ampicilina; AMP/SUB — Ampicilina/ Sulbactam; CLI — Clindamicina; MTZ ~ Metronidazol;

SCZ - Secnidazol; TNZ - Tinidazol

129.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
129.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
129.3 AMP, SCZ, TNZ
129.4 AMP, SCZ, TNZ
129.5 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
134.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
134.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
134.3 AMP, MTZ, SCZ

134 .4 AMP, SCZ

1345 Scz

135.1 AMP, SCZ

135.2 AMP, SCZ

135.3 AMP, SCZ

135.4 AMP, SCZ

135.5 AMP, SCZ

138.1 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
138.2 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
138.3 MTZ, SCZ, TNZ
138.4 MTZ, SCZ, TNZ
138.5 SCZ, TNZ

139.1 MTZ, SCZ, TNZ
138.2 MTZ, SCZ, TNZ
139.3 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
139.4 AMP, MTZ, SCZ, TNZ
139.5 AMP, SCZ, TNZ




