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RESUMO

A microbiota vaginal € considerada um ambiente complexo, onde varias espécies
bacterianas coexistem e desenvolvem complexas relacbes. Vaginose bacteriana
(VB) € uma sindrome caracterizada por uma deplecédo de espécies de Lactobacillus
predominantes na microbiota vaginal saudavel e um aumento de outras espécies,
principalmente Gardnerella vaginalis e Atopobium vaginae. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a microbiota vaginal de pacientes com e sem VB, atendidas no servico de
ginecologia do SUS e da rede privada de Juiz de Fora/MG, quanto a sua diversidade
bacteriana e quantificar os principais géneros e espécies envolvidos na patogénese
da doenca. Secrecdo vaginal de pacientes com e sem VB foram coletadas e
transportadas para o laboratério, em meio especifico. Laminas foram coradas pelo
método de Gram, a fim de estabelecer o escore de Nugent para avaliacdo das
pacientes entre saudaveis e doentes. O DNA total das secrecdes foi extraido e PCR
guantitativa (qPCR) em tempo real foi realizada, utilizando primers especificos para
Lactobacillus spp., G. vaginalis, A. vaginae, Mobiluncus spp. e Mycoplasma hominis.
A partir do DNA total extraido também foi realizada PCR convencional utilizando
primers especificos para Dominio Bacteria e os filos Actinobacteria e Firmicutes, e
em seguida foi realizada técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante (DGGE). Foi realizada também a técnica de Hibridizagdo Fluorescente
in situ (FISH), para identificacdo e quantificacdo de bactérias pertencentes aos filos
Actinobacteria, Firmicutes, a-Proteobactéria, p-Proteobactéria e y-Proteobactéria.
Entre os grupos saudavel e doente (VB) foi observada diferenca estatisticamente
significativa na quantificacdo de Lactobacillus spp., G. vaginalis, A. vaginae,
Mobiluncus spp. e M. hominis. Lactobacillus spp. esteve presente em maior
concentracdo no grupo saudavel enquanto que G. vaginalis, A. vaginae, Mobiluncus
spp. e M. hominis estiveram presentes em maior concentragdo no grupo doente
(VB). De um modo geral, a concentracao de G. vaginalis e Mobiluncus spp. elevou-
se com o aumento do escore de Nugent; em contrapartida, a concentracdo de
Lactobacillus spp., decresceu com o aumento do escore de Nugent. A analise de
agrupamento mostrou que, com algumas excecdes, os perfis de pacientes
apresentando o mesmo status de saude tenderam a se agrupar juntos, porém em
clusters separados e que 0s agrupamentos parecem ser regidos pelo status de
salde das pacientes. As variaveis riqueza e diversidade revelaram perfis complexos
entre as amostras e a analise de componente principal (PCA) mostrou que as
amostras dentro do grupo VB tenderam a se agrupar na andlise dos filos
Actinobacteria e Firmicutes. Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos saudavel e doente (VB) em relacdo a quantificacdo dos
filos Actinobacteria, Firmicutes, a-Proteobactéria, p-Proteobactéria e y-
Proteobactéria. O uso combinado das técnicas DGGE, FISH e PCR quantitativa em
tempo real representam uma estratégia bem sucedida para o monitoramento
qualitativo e quantitativo de alteracdes na microbiota vaginal relacionadas a doencas
infecciosas, como a vaginose bacteriana. Tal fato pode contribuir tanto para o
desenvolvimento de ferramentas que auxiliem no diagnostico de mulheres
acometidas pela VB, especialmente as pacientes assintomaticas, e também pode
contribuir com a melhoria e otimizacao dos regimes terapéuticos adotados na pratica
clinica para o tratamento da VB.

Palavras-chave: Vaginose bacteriana. Microbiota vaginal. Gardnerella vaginalis.
Atopobium vaginae. PCR quantitativa em tempo real. DGGE. FISH.



ABSTRACT

The vaginal microbiota is considered a complex environment where several bacterial
species coexist and develop complex relationships. Bacterial vaginosis (BV) is a
syndrome characterized by a depletion of Lactobacillus species prevalent in healthy
vaginal microbiota and an increase in other species, especially Gardnerella vaginalis
and Atopobium vaginae. The aim of this study was to evaluate the vaginal microbiota
of patients with and without BV, attended at the gynecology service of the SUS and
the private service of health of Juiz de Fora/MG, as its bacterial diversity and quantify
the major genera and species involved in the disease pathogenesis. Vaginal
secretions of patients with and without BV were collected and transported to the
laboratory in a specific medium. Slides were stained by the Gram method in order to
establish the Nugent Score for evaluation of patients between healthy and sick. The
total DNA of secretions was extracted and Real-time Polymerase Chain Reaction
(gPCR) was performed using specific primers for Lactobacillus spp., G. vaginalis, A.
vaginae, Mobiluncus spp. and Mycoplasma hominis. From the total DNA extracted
from conventional PCR also was performed using specific primers to Bacteria domain
and Actinobacteria and Firmicutes phyla, and then Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) was performed. The identification and quantification of
bacteria belonging to the phyla Actinobacteria, Firmicutes, a-Proteobacteria, [-
Proteobacteria and y-Proteobacteria were performed by the technique of
Fluorescence in situ Hybridization (FISH). Among the healthy and diseased (VB)
groups statistically significant difference was observed in the quantification of
Lactobacillus spp., G. vaginalis, A. vaginae, Mobiluncus spp. and M. hominis.
Lactobacillus spp. was present in higher concentration in the healthy group while G.
vaginalis, A. vaginae, Mobiluncus spp. and M. hominis were present in higher
concentrations in the patient group (VB). In general, the concentration of G. vaginalis,
and Mobiluncus spp. increased with the increment in the Nugent Score; however, the
concentration of Lactobacillus spp decreased with the raise of the Nugent score. The
cluster analyses showed that, with few exceptions, the profiles from patients with the
same health status grouped together in separate clusters and there was a distinct
separation based on the health status of the patients. The richness and diversity
showed complex profiles and principal component analysis (PCA) showed that the
samples within the VB group grouped together on the analysis of the phyla
Firmicutes and Actinobacteria. No statistically significant difference was observed
between healthy and diseased groups (VB) for quantification of the phyla
Actinobacteria, Firmicutes, a-Proteobacteria, -Proteobacteria and y-Proteobacteria.
The combined use of techniques DGGE, FISH and real-time quantitative PCR
represent a successful strategy for qualitative and quantitative monitoring of changes
in vaginal microbiota related to infectious diseases such as Bacterial Vaginosis.This
may contribute to both the development of tools that aid in the diagnosis of women
affected by BV, especially asymptomatic patients, and may also contribute to the
improvement and optimization of therapeutic regimes adopted in clinical practice for
the treatment of BV.

Key-words: Bacterial Vaginosis. Vaginal microbiota. Gardnerella vaginalis.
Atopobium vaginae. Real-time Polymerase Chain Reaction. DGGE. FISH.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O ambiente vaginal possui uma populacdo complexa de micro-organismos,
incluindo bactérias aerdbias, anaerdbias e anaerobias facultativas, que convivem em
equilibrio, colonizando a vagina sem ocasionar doenca. A microbiota anfibiéntica
vaginal possui patdgenos oportunistas que, nas condi¢cdes de equilibrio, também néo
ocasionam doengca no hospedeiro. Os Lactobacillus spp. correspondem,
aproximadamente, 90% das bactérias presentes na microbiota vaginal de uma
mulher sadia em idade reprodutiva. Outros micro-organismos diferentes dos
lactobacilos, incluindo Staphylococcus epidermidis, Streptococcus sp., Candida
albicans, Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp. e outras bactérias anaerdbias
compdem a porcentagem restante do total de bactérias vaginais. O equilibrio da
microbiota vaginal é mantido por interagdes complexas entre a microbiota saudavel,
os produtos do metabolismo microbiano, o estado hormonal e a resposta imune do
hospedeiro, e é importante para a saude vaginal bem como para a saude do
organismo como um todo.

Contudo, esse equilibrio pode ser rompido, e as comunidades microbianas
vaginais podem passar por mudancas na representatividade e abundancia de
espécies chave, as quais podem conduzir a um estado de doenca. Tais mudancas
sdo influenciadas por diferentes fatores, como idade, alteracbes hormonais,
atividade sexual, condicdo de saude, uso de medicamentos, praticas de lavagem
intravaginal e higiene.

A vaginose bacteriana (VB) é uma sindrome causada primariamente por um
desequilibrio da microbiota vaginal, representado pela deplecdo de Lactobacillus e
um supercrescimento dos anaerdbios e anaer6bios facultativos vaginais,
acompanhada pela elevacédo do pH vaginal e aparecimento de corrimento vaginal
fétido. Apresenta um conjunto de sinais e sintomas caracteristicos e tem origem
polimicrobiana, na qual ha um sinergismo entre G. vaginalis e outras bactérias
anaerobias, como Mobiluncus spp. e Atopobium vaginae. O desequilibrio da
microbiota vaginal ocasiona diminuicdo da capacidade produtora de substancias
bactericidas e peroxido de hidrogénio (H.0O,), que favorece o crescimento de

bactérias anaerdbias e anaerdbias facultativas. Esta sindrome acomete um grande
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namero das mulheres em idade reprodutiva, e € uma das causas mais comuns de
procura nos consultérios ginecolégicos.

Embora a VB seja uma sindrome polimicrobiana, ainda ndo esta esclarecido se é
originada da acado conjunta de varias espécies ou se existem espécies chave que
favorecem a doenca. Nesse contexto, G. vaginalis destaca-se como uma bactéria
presente na grande maioria dos casos da doenca, e parece exercer um papel
importante na sua patogénese. No entanto, o isolamento de G. vaginalis ndo pode
ser usado para o diagnéstico de VB, pois este micro-organismo faz parte da
microbiota vaginal de mais de 50% das mulheres saudaveis. Uma alta concentracédo
de G. vaginalis pode estar associada com a presenca de VB, devido ao desequilibrio
da microbiota vaginal.

Os métodos independentes de cultivo tém auxiliado as pesquisas voltadas para o
estudo da microbiota vaginal. Técnicas moleculares baseadas na analise das
sequéncias do gene DNAr 16S sao utilizadas no estudo da diversidade filogenética
e dindmica de comunidades microbianas complexas Um exemplo é a técnica de
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante acoplada a Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR-DGGE), que permite avaliar a distribuicdo bacteriana de diferentes
comunidades microbianas. A técnica de PCR quantitativa em tempo real é outra
ferramenta utilizada para a quantificacdo de bactérias presentes em comunidades
microbianas complexas. Também muito utilizada € a técnica de hibridizacéo
fluorescente in situ (FISH), uma ferramenta que permite a avaliacdo direta, por
microscopia, da composi¢cédo de comunidades microbianas.

Dessa forma, dando sequéncia a linha de pesquisa “Patégenos associados as
doencas cérvico-vaginais em mulheres em idade reprodutiva em Juiz de Fora/MG”, o
presente trabalho contribuiu com o estudo da diversidade bacteriana da microbiota
vaginal em mulheres saudaveis e acometidas pela VB e para a compreensédo de
mudancas relevantes no desenvolvimento da doenca no que se refere a dindmica

populacional dessa comunidade microbiana complexa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROBIOTA VAGINAL E SEU PAPEL NA FISIOLOGIA DO HOSPEDEIRO

A mucosa vaginal pode ser considerada um ambiente complexo, onde varias
espécies bacterianas coexistem e estabelecem interacfes intra e interespecificas
(FILHO; DINIZ; SILVA, 2010). Segundo Martin (2012), a microbiota vaginal foi
descrita por Déderlein em 1982. Ele relatou ter observado bacilos iméveis e Gram-
positivos nas preparacdes de secrecdo vaginal analisadas. Esses bacilos foram
primeiramente nomeados como bacilos de Dobderlein e posteriomente foram
renomeados como Lactobacillus. O género Lactobacillus é um dos mais importantes
dentro do grupo das Bactérias do Acido Lactico (BAL). As BAL produzem &cido
lactico através do metabolismo fermentativo como produto Unico ou juntamente com
outros produtos, como acidos organicos e etanol. Taxonomicamente, elas pertencem
ao grupo de bactérias Gram-positivas com baixo conteddo guanina/citosina (G+C)
(FORSUM et al., 2005; MARTIN, 2012).

As bactérias residentes da vagina sao uma importante barreira de defesa do
organismo e representam um complexo sistema microbiolégico, com cerca de 10°
unidades formadoras de colénias (UFCs) por grama de secrecdo e dezenas de
diferentes espécies (SCHWIERTZ et al., 2006).

A microbiota vaginal humana saudavel passa por varias mudancas ao longo do
curso de vida de uma mulher. Acredita-se que a selecdo natural das linhagens
bacterianas no ambiente vaginal seja modulada por diferentes fatores, incluindo
predisposi¢cao genética, idade da mulher, atividade sexual, condi¢des de saude, uso
de medicamentos, praticas de higiene pessoal e condicbes do ambiente, porém o
processo como um todo ainda ndo é totalmente compreendido (FORSUM et al.,
2005; LARSSON; FORSUM, 2005; SPIEGEL, 1991). Todavia, sabe-se que 0s niveis
circulantes de estrogénio sdo capazes de influenciar a ocorréncia de mudancas na
dindmica da comunidade bacteriana vaginal (TUROVSKIY; NOLL; CHIKINDAS,
2011).
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O desenvolvimento do feto no Utero ocorre em um ambiente estéril, e a
exposi¢do inicial do recém-nascido aos micro-organismos ocorre no momento do
seu nascimento ao passar pelo canal do parto, através das maos de cuidadores e
pelo contato com o ambiente ao seu redor (ADLERBERTH, 2008; PENDERS et al.,
2006; REINHARDT et al., 2009). Dessa forma, durante a vida intra-uterina e até o
momento do nascimento, a vagina do recém-nascido € estéril (FORSUM et al.,
2005).

Durante as primeiras 24 horas de vida, a vagina do bebé & normalmente
colonizada por lactobacilos, os quais dominam a microbiota até os estrogénios
maternos serem metabolizados (FARAGE; MAIBECH, 2006). Nas primeiras 4-6
semanas ap0s 0 nascimento, 0S estrogénios maternos ainda exercem forte
influéncia nos tecidos vaginais do recém-nascido. Como resultado, a vagina da
crianca recém-nascida assemelha-se a vagina de uma mulher adulta, tanto
morfolégica quanto microbiologicamente; a mucosa vaginal é relativamente espessa
e as células epiteliais secretam glicogénio em abundancia (BRABIN et al., 2005;
FARAGE; MAIBACH, 2006; SPIGEL, 1991; TUROVSKIY; NOLL; CHIKINDAS,
2011).

A microbiota vaginal do recém-nascido serd composta por outras espécies de
micro-organismos encontrados na pele e na microbiota entérica e pequenas
quantidades de Lactobacillus spp. permanecem. Dentre as espécies aerbbias mais
frequentemente identificadas estdo Staphylococcus coagulase negativo, Escherichia
coli e Streptococcus sp. Dentre o0s anaerdbios destacam-se Prevotella
melaninogenica, Veillonella parvula, Peptococcus, Peptostreptococcus e
Propionibacterium spp. Quando a menarca € atingida, ocorre a producdo de
estrogénio, levando ao espessamento da mucosa vaginal e um aumento nos niveis
de glicogénio com o consequente aumento da populacdo de Lactobacillus spp.
(FORSUM et al., 2005; TUROVSKY; NOLL; CHIKINDAS, 2011).

Ao longo da idade reprodutiva da mulher, a microbiota vaginal saudavel é
dominada por Lactobacillus spp. principalmente L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii e
L. iners, seguido pelas espécies L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L.
brevis, L. casei, L. vaginalis, L. delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri e L. rhamnosus
em menor propor¢do, os quais representam 80% a 95% das bactérias (CRIBBY;
TAYLOR; REID, 2008; FORSUM et al., 2005; LIVENGOOD, 2009; SRINIVASAN;

18



FREDRICKS, 2008). Um fato interessante € que a espécie Lactobacillus iners é
comumente encontrada ndo somente na microbiota de mulheres saudaveis, mas
também na microbiota de mulheres com VB (DATCU et al.,2013; LIVENGOOD,
2009).

Todavia, espécies potencialmente patogénicas, como G. vaginalis, também
podem ser encontradas na microbiota saudavel em baixos numeros sem causar
doenca, coexistindo em equilibrio com as espécies de Lactobacillus (TUROVSKIY;
NOLL; CHIKINDAS, 2011).

A composicao da microbiota vaginal saudavel pode sofrer variacbes em resposta
a fatores enddgenos e exdgenos, tais como as diferentes fases do ciclo menstrual,
gestacao, uso de contraceptivos, frequéncia de intercurso sexual, uso de duchas ou
produtos desodorantes, utilizacdo de antibidticos ou outras medicacbes com
propriedades imunossupressoras (ESCHENBACH et al., 2001; PRIESTLY, 1997).

A menopausa €& acompanhada por um decréscimo nos niveis de secrecdo de
estrogénio, atrofia do epitélio vaginal e elevacao do pH vaginal. A microbiota vaginal
tipica é substituida por uma microbiota mista, com o declinio dos lactobacilos e um
aumento de coliformes, de espécies de Mycoplasma e de bactérias anaerdbias e
anaerobias facultativas, incluindo G. vaginalis (DEVILLARD et al., 2004; FORSUM et
al., 2005; HILLIER, LAU, 1997). A terapia de reposi¢cdo hormonal, da qual muitas
mulheres sdo adeptas, é capaz de promover o restabelecimento da dominancia dos
lactobacilos na microbiota vaginal de mulheres pds-menopausa, bem como um
decréscimo de espécies potencialmente patogénicas (HEINEMANN; HEID, 2005).

De acordo com Forsum et al. (2005), os niveis de estrogénio podem influenciar a
composicdo das espécies de Lactobacillus na microbiota vaginal saudavel. A vagina
guando possui estrogénio em abundancia € um ambiente favoravel a colonizacao
pel

as espécies L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii e L. iners. No entanto, uma queda
no nivel de estrogénio podera permitir o estabelecimento de outras espécies, como
L. rhamnosus e L. reuteri (FORSUM et al., 2005).

Os lactobacilos possuem algumas propriedades, como adesdo especifica a
superficie de células epiteliais, producdo de substancias com atividade
antimicrobiana, como H,O,, acidos organicos e bacteriocinas, e competicdo com

organismos patogénicos por espacgo, receptores e nutrientes (LIVENGOOD, 2009;
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MARTIN et al., 2008), que dificultam o estabelecimento ou proliferacdo excessiva de
micro-organismos patogénicos (FILHO; DINIZ; SILVA, 2010).

A protecdo da mucosa vaginal depende do reconhecimento especifico de
estruturas na superficie dos lactobacilos, as adesinas, pelos seus receptores
especificos no epitélio vaginal. Esta interacdo adesina-receptor resulta na formacao
de um biofilme, que exerce uma acao protetora local contra a colonizagé&o por micro-
organismos indesejaveis (BORIS et al., 1998; SZOKE et al., 1996).

O H,0; inibe o crescimento de micro-organismos que ndo produzem a enzima
catalase e, dessa forma, oferece uma grande vantagem aos lactobacilos. O H,0,
exerce seu efeito bactericida através de sua atividade oxidante, com a geracédo de
espécies reativas de oxigénio, tais como radicais hidroxila (OH"), que causam dano
ao DNA celular (MARTIN et al., 2008; LIVENGOOD, 2009).

O pH fisiolégico vaginal varia de 3,8 a 4,5. O uso de glicogénio do epitélio vaginal
pelos lactobacilos leva a producdo de &cidos organicos por essas bactérias,
mantendo o pH vaginal abaixo de 4,5. A acidificacdo do meio inibe o
desenvolvimento de muitas bactérias, sendo, portanto um mecanismo eficiente de
prote¢do da mucosa vaginal (HAY; FAHEY, 2002; LIVENGOOD, 2009; MARTIN et
al., 2008; WATTS et al., 2005).

Além dos Lactobacillus, a microbiota vaginal de uma mulher adulta saudavel
contém patdgenos oportunistas que, em condi¢cdes de equilibrio, ndo causam
doenca ao hospedeiro. Esses patdogenos compdem cerca de 10% da microbiota
vaginal residente e entre eles pode-se citar Streptococcus sp., 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 sp., Prevotella sp., G. vaginalis, Mobiluncus
spp., dentre outros. Fungos, como Candida albicans, também estdo presentes,
compondo uma pequena parcela da microbiota vaginal (LIVENGOOD, 2009;
PRIESTLY et al., 1997; SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008).

Quando a concentracao de lactobacilos decresce para abaixo de um nivel critico,
0s demais componentes da microbiota vaginal podem apresentar um crescimento
exacerbado tornando-se dominantes na microbiota vaginal, podendo atuar como
patdgenos oportunistas (FILHO; DINIZ; SILVA, 2010). Todavia, todas as
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propriedades acima mencionadas dos lactobacilos criam um ambiente indspito para
0s patdégenos oportunistas e inibem seu crescimento e, dessa forma, o0s

Lactobacillus mantém o dominio sobre a microbiota vaginal.

2.2 VULVOVAGINITES

As vulvovaginites ou vaginites constituem uma variedade de desordens
inflamatdrias do trato genital inferior, que podem ser secundarias a infeccao,
irritacdo, alergia ou doenca sistémica. Sdo muito diagnosticadas nas consultas
ginecoldgicas e em mais de 90% dos casos as causas infecciosas de vulvovaginites
incluem candidiase, tricomoniase e vaginose bacteriana (EGAN; LIPSKY, 2000;
ANGOTTI et al., 2007; CHONG et al., 2007; AKINBIYI et al., 2008).

As vaginites se desenvolvem quando a microbiota vaginal é alterada pela
presenca de um patdgeno ou quando ocorrem mudancas no ambiente vaginal, que
favorecem a proliferacdo microbiana (EGAN; LIPSKY, 2000; GROSS et al., 2007).
Vaginose bacteriana e candidiase vulvovaginal sdo as duas causas mais comuns de
vaginite (LING et al., 2010; VITALI et al., 2007).

2.3 VAGINOSE BACTERIANA

A vaginose bacteriana (VB) € uma sindrome multifatorial em que ocorre a
deplecdo da populacdo de Lactobacillus e proliferacdo excessiva de micro-
organismos anaerdbios vaginais, acompanhada pela elevacdo do pH vaginal e
aparecimento de corrimento vaginal fétido. Caracteriza-se por um conjunto de sinais
e sintomas de etiologia polimicrobiana, no qual ha um sinergismo entre G. vaginalis
e outras bactérias, como Mobiluncus spp. e Atopobium vaginae (CDC, 2010;
FACHINI, 2005; GIRALDO, 2007; HAY, 2010).

Micro-organismos anaerébios associados com a VB incluem principalmente

espécies de G. vaginalis, Atopobium vaginae, Mycoplasma hominis, Mobiluncus
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spp., Bacteroides spp., Prevotella spp., Ureaplasma urealyticum entre outros
anaerobios. Os micro-organismos envolvidos diferem consideravelmente entre os
individuos com VB (CDC, 2010; KOUMANS; KENDRICK, 2001).

Embora a VB seja uma sindrome polimicrobiana, ainda ndo esta bem esclarecido
se é originada da agdo conjunta de varias espécies ou se existem espécies chave
em cada caso. Nesse contexto, G. vaginalis destaca-se como uma bactéria presente
na grande maioria dos casos da doenca e parece exercer um papel importante na
sua patogénese. Apresenta capacidade de formar um biofilme aderente ao epitélio
vaginal, o que pode favorecer a colonizacdo por outras bactérias anaerdbias. Outra
caracteristica é a producdo da toxina citolitica vaginolisina (VLY), que € uma toxina
formadora de poros pertencente a familia das citolisinas dependentes de colesterol
(CDC), que lisam seletivamente hemacias e células epiteliais vaginais humanas
(GELBER et al., 2008; PATTERSON et al., 2010; PLECKAITYTE, 2012).

2.3.1 Epidemiologia

Ao longo da vida, quase 75% das mulheres apresentardo pelo menos um
episodio de infeccdo do trato genital inferior, e 40 a 50% duas ou mais ocorréncias
(KENT, 1991; EGAN; LIPSKY, 2000; MITCHELL, 2004). Estes quadros podem ter
consequéncias importantes, em termos de desconforto e dor, absenteismo na escola
ou trabalho, reflexos sociais e emocionais negativos e ainda problemas sexuais e
reprodutivos (DUARTE; LANDERS, 1998).

A vaginose bacteriana é uma condi¢do prevalente, ocorrendo em até 30% da
populacdo e uma das condigces mais comumente associadas com 0 aparecimento
de corrimento vaginal anormal em mulheres em idade reprodutiva (CDC, 2010;
LIVENGOOD, 2009; ZIMMERMMANN et al., 2009). Atualmente, é a principal causa
de descarga vaginal infecciosa na menacme e, por afetar mulheres em idade
reprodutiva, sugere-se a possibilidade dos hormonios sexuais estarem envolvidos na
sua patogénese. Embora de forma menos frequente, a VB também pode ser
diagnosticada em criancas e em mulheres pdés-menopausa. Em gestantes e néo

gestantes, a prevaléncia de VB parece ser bastante semelhante (GIRALDO et al.,
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2007; LEITE et al., 2010). No Brasil, a VB mostra-se muito frequente, atingindo cerca
de 40 a 50% das mulheres com queixa de corrimento vaginal (GIRALDO et al., 2007,
LEITE et al., 2010). Até 50% das mulheres acometidas pela doenca ndo apresentam
0s sintomas caracteristicos (CDC, 2010; WOODROW,; LAMONT, 1998).

O numero de parceiros sexuais e a utilizacdo do dispositivo intrauterino (DIU)
como método contraceptivo tém sido associados ao aumento do risco de VB. O uso
de contraceptivos hormonais, por sua vez, parece estabelecer um efeito protetor
para o desenvolvimento de VB, por promover uma microbiota predominantemente
lactobacilar. A utilizagdo de preservativo também auxilia na protegdo contra a VB
(CDC, 2010; ESCHENBACH et al., 1988; HAY, 2010; TUROVSKIY; NOLL;
CHIKINDAS et al., 2011). Outros fatores de risco para a VB incluem etnia africana,
status socioecondmico, tabagismo, utilizacdo de duchas vaginais, tratamento com
antibiéticos, novo parceiro sexual e historico recente de multiplos parceiros sexuais,
masculinos ou femininos (CDC, 2010; CHERPES et al., 2008; FETHERS et al.,
2009; HAY, 2010; MERCHANT; OH; KLERMAN, 1999; VERSTRAELEN, 2008;
VERSTRAELEN et al., 2010; YEN et al., 2003).

Pelo fato de que muitos desses comportamentos de alto risco sdo também
fatores de risco bem estabelecidos para a aquisicdo de doencas sexualmente
transmissiveis (DSTs), foi sugerido que a VB poderia ser transmitida sexualmente (G

ARDNER; DUKES, 1955; CRISWELL, 1969; GARDNER, 1980;
VERSTRAELEN, 2008). Todavia, o debate sobre se a VB é uma DST ainda
permanece (HAY, 2010). O que se sabe € que mulheres com VB possuem um maior
risco de aquisicdo de algumas DSTs (p. ex., HIV - virus da imunodeficiéncia humana
-, Neisseria gonorroeae, Chlamydia trachomatis e HSV-2 — virus herpes simples
genital) (CDC, 2010). Mulheres de paises com elevada frequéncia de HIV-AIDS,
como Uganda, apresentam prevaléncia de VB superior a 50% (ATASHILI et al.,
2008; CDC, 2010; SEWANKAMBO et al., 1997).

Ao contrario de uma tipica DST com um Unico agente etiolégico e rotas bem
definidas de infeccdo, a VB envolve multiplos patégenos, a grande maioria dos quais
sdo também encontrados na microbiota vaginal de mulheres saudaveis e
sexualmente inexperientes (CDC, 2010; LIVENGOOD, 2009; TUROVSKIY; NOLL;
CHIKINDAS et al., 2011). Nao existem evidéncias de um decréscimo nas taxas de

VB recorrente apdés o tratamento com antibiéticos dos parceiros sexuais das
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mulheres afetadas, o que distingue a VB das DSTs comuns (LIVENGOOD, 2009;
VERSTRAELEN et al., 2010).

Outro fato interessante nesse contexto € que embora VB seja mais
frequentemente diagnosticada em mulheres sexualmente ativas, ela também ja foi
identificada em mulheres virgens (HAY, 2010; PRIESTLY, KINGORN, 1996; YEN et
al., 2003).

A vaginose bacteriana frequentemente coincide com mudancas no ecossistema
vaginal induzidas por relacfes sexuais com um novo parceiro (NILSON et al., 1997).
A alta frequéncia de relagbes sexuais predispde a VB tanto pela deposicdo de
sémen que alcaliniza o meio, quanto pelo estimulo local da mucosa ou mesmo pela
introducéo de bactérias estranhas ao ambiente vaginal (GIRALDO et al., 2005).

O uso indiscriminado e frequente de duchas vaginais higiénicas é outro fator de
risco (CDC, 2010). Tal prética higiénica poderia levar a perda do equilibrio entre os
micro-organismos residentes do ecossistema vaginal, facilitando o aparecimento e
manutencdo de vulvovaginites, como a vaginose bacteriana. As duchas higiénicas
promovem a limpeza mecéanica das bactérias préprias da microbiota local e, ao
mesmo tempo, introduzem substancias exdgenas que poderiam alterar o pH vaginal
e causar reacoes alérgicas locais (GIRALDO et al., 1999; NESS et al., 2003).

A VB pode ser responséavel por muitas sequelas adversas em mulheres gravidas
acometidas pela doenca (CDC, 2010) e em seus bebés, como ruptura prematura de
membranas fetais, corioamnionite, infeccao do fluido amnidtico, trabalho de parto e
parto prematuros, endometrite pds-cesarea e complicacbes poés-parto do recém-
nascido (HAMILTON; MARTIN; VENTURA, 2011).

2.3.2 Micro-organismos associados a Vaginose Bacteriana: aspectos gerais

Gardnerella vaginalis € uma bactéria anaerdbia facultativa, fastidiosa, -
hemolitica, oxidase e catalase negativa, imovel, apresenta-se sob a forma de
cocobacilos pleomorficos, ndo possui capsula, ndo forma esporos e € Gram-variavel
(varia do Gram-negativo ao Gram-positivo fraco) (CATLIN, 1992; TUROVSKIY;
NOLL; CHIKINDAS, 2011). Nao possui membrana externa, e apresenta baixo
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conteado de peptideoglicano (20%), porcentagem pequena para um micro-
organismo Gram-positivo, porém semelhante aos 23% caracteristicos dos Gram-
negativos (SILVEIRA; SOUZA; ALBINI, 2010; SADU et al.,, 1989; TUROVSKIY;
NOLL; CHIKINDAS, 2011). Sadhu e colaboradores (1989) concluiram que o0s
isolados de G. vaginalis possuem essa variacdo em relacdo a sua reatividade a
coloracdo de Gram devido ao fato da sua parede celular ter uma ultraestrutura
organizada como a dos Gram-positivos. Todavia, essa estrutura € muito delgada,
levando ao equivoco de que possa ser Gram-negativa.

Este micro-organismo foi o primeiro associado como possivel agente etiolégico
da VB e, desde entdo, tem sido exaustivamente estudado. Gardnerella vaginalis foi
descrita pela primeira vez em relagdo a VB em 1955, por Herman Gardner e Charles
Dukes, e nomeada inicialmente como Haemophilus vaginalis, e somente mais tarde
recebeu a nomenclatura atual. Garner e Dukes a descreveram na época como
agente etiolégico Unico causador da VB. Entretanto, atualmente sabe-se que G.
vaginalis ndo é a Unica bactéria envolvida na patogénese da VB e que existem
outros fatores importantes envolvidos na doenca (GARDNER, DUKES, 1955;
SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008; TUROVSKIY, NOLL, CHIKINDAS, 2011).

O nome Haemophilus vaginalis foi primeiramente proposto devido a morfologia
da parece celular bacteriana, aparentemente Gram-negativa, e a inabilidade de
crescimento em meio de cultura sem sangue. Ocasionalmente, a H. vaginalis
apresentava reacao positiva a coloracdo de Gram e nao requeria hemina nem NAD
(nicotinamida adenina dinucleotideo) para seu crescimento, como as outras
espécies do género, e entdo foi temporariamente nomeada como Corynebacterium
vaginale. Contudo, como a bactéria é catalase negativa e ndo possui arabnose na
parede celular ela ndo se encaixava no género Corynebacterium (DEANE et al.,
1972; DUNKELBERG; SKAGGS; KELLOGG, 1970). Finalmente, ap0s estudos
taxondmicos, chegou-se a um consenso com a criagdo de um novo género,
Gardnerella, por Greenwood e Pickett (1980), sendo a espécie Gardnerella vaginalis
a Unica representante desse grupo (GREENWOOD; PICKETT, 1980; PIOT et al.,
1980).

Sua importancia clinica e cientifica decorre do fato de ser encontrada em
praticamente 100% das mulheres com diagndstico clinico de VB, exercendo um
importante papel na sua patogénese (ESCHENBACH, 1993b; HILL, 1993;
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SCHWEBKE, 2009; TUROVSKIY; NOLL; CHIKINDAS, 2011). A associagéo entre VB
e G. vaginalis sugere que a colonizacdo vaginal por esse micro-organismo é
essencial para o desenvolvimento da doenca (SCHWEBKE, 2009). Todavia, G.
vaginalis foi detectada na microbiota vaginal de 30-50% (por cultura) e 70% (por
métodos independentes de cultivo)) em mulheres clinicamente saudaveis
(FREDRICKS et al., 2007; LIVENGOOD, 2009). No entanto, em termos
guantitativos, é encontrada em concentracées maiores em mulheres com vaginose
bacteriana (BIAGI et al., 2009; DE BACKER et al., 2007; FREDRICKS et al., 2009;
LING et al., 2010; ZARIFFARD et al., 2002; VITALI et al.,, 2007; ZOZAYA-
HINCHLIFFE et al., 2010).

Microscopia eletrénica revelou a presenca de fimbrias e exopolissacarideos, 0s
quais provavelmente estdo envolvidos na adesdo da G. vaginalis as células epiteliais
vaginais escamosas formando as chamadas “clue-cells”, ou células-guia,
importantes para o diagnéstico da VB (SCOTT; CURRAN; SMYTH, 1989; CATLIN,
1992).

Até 2010 pouco era conhecido sobre a genética da G. vaginalis. A técnica de AP-
PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction) para genotipagem entre
amostras de G. vaginalis recuperados de pacientes com e sem VB revelou que ha
uma grande diversidade entre os genomas dos diferentes isolados (SOUZA, 2013).
Recentemente, o genoma de vérias linhagens de G. vaginalis foi sequenciado, com
tamanho de 1.62 a 1.67 Mb e baixo contetdo G+C (41-42%). Analises da
sequéncia do gene DNAr 16S de G. vaginalis indicaram relacdo préxima com as
bactérias Bifidobacterium coryneforme e Bifidobacterium minimum (micro-
organismos Gram-positivos) (YEOMAN et al., 2010). A analise do genoma de G.
vaginalis também revelou a auséncia de alguns genes que codificam enzimas
essenciais a vias bioquimicas importantes, como a via de sintese de aminoacidos,
glicolise e ciclo do acido citrico, o que interfere diretamente na sua fisiologia e
explica, pelo menos em parte, as necessidades nutricionais complexas para o cultivo
da bactéria in vitro (HARWICH et al., 2010; YEOMAN et al., 2010).

A atividade hemolitica da G. vaginalis, um importante fator de viruléncia da
espécie, € devido a producdo de uma toxina formadora de poros, a vaginolisina
(VLY), pertencente a familia das citolisinas dependentes de colesterol (CDC). A

vaginolisina lisa seletivamente hemacias e células epiteliais humanas e é capaz de
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reconhecer a molécula regulatéria CD59 do sistema complemento na superficie das
suas ceélulas-alvo, o que explica sua especificidade aos eritrécitos humanos
(PATTERSON et al, , 2010; PLECKAITYTE, 2012; YEOMAN et al.,, 2010).
Gardnerella vaginalis também é capaz de produzir enzimas hidroliticas, como
sialidase e prolina peptidase, que degradam a mucina produzida pelo epitélio vaginal
causando danos a mucosa protetora (CAUCI et al., 1998; OLMSTED et al., 2003). A
camada de muco cervical exerce um importante papel como barreira contra a
invasdo de patégenos e infeccdo dos epitélios cervical e vaginal (SANTIAGO et al.,
2011) e, segundo Yeoman et al. (2010), a capacidade de G. vaginalis em degradar
mucinas pode ser um fator de viruléncia decisivo na determinagéo do curso da
doenca.

Gardnerella vaginalis também é capaz de formar um biofilme aderente ao epitélio
vaginal que facilita a adesdo (PATTERSON et al.,, 2010; PLECKAITYTE, 2012). A
adesdo é um passo fundamental na patogénese, pois permite que a bactéria
colonize a mucosa vaginal, minimizando o contato com enzimas extracelulares e
anticorpos locais, reduzindo as chances da mesma ser eliminada junto com o fluxo
de urina e de secrec¢des vaginais, além de aumentar da tolerancia aos antibiéticos e
resisténcia as defesas do sistema imune do hospedeiro, levando a falhas no
tratamento e recidivas (PATTERSON et al., 2010). Segundo Harwich et al. (2010), a
capacidade de aderir ao epitélio vaginal e formar biofilmes pode ser uma diferenca
chave entre linhagens de G. vaginalis em mulheres saudaveis e acometidas pela
VB.

Devido ao fato da G. vaginalis apresentar alguns fatores de viruléncia, e ser
encontrada em mulheres saudaveis e em doentes, existe a questdo entre muitos
pesquisadores se poderia haver linhagens comensais e patogénicas dentro da
espécie (SANTIAGO et al.,, 2011). O sequenciamento total do genoma de G.
vaginalis parece indicar que, na verdade, podem existir linhagens com diferentes
graus de viruléncia (HARWICH et al., 2010; YEOMAN et al., 2010), e esforcos tém
sido realizados no intuito de aperfeicoar o conhecimento sobre a patogénese da VB
atraves da divisdo da espécie em grupos fenotipicos e genotipicos. Até o momento,
foram identificados oito biotipos e trés gendtipos para G. vaginalis (SANTIAGO et al.,
2011).
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Além da G. vaginalis, espécies do género Mobiluncus tém sido associadas a VB.
Mobiluncus tem sido identificado em cerca de 50% dos casos de VB, sendo que M.
mulieris ja foi isolado também da microbiota de mulheres saudaveis, enquanto que
M. curtisii parece ser mais especifico para VB (FORSUM et al., 2005; LIVENGOOD,
2009).

Mobiluncus curtisii e M. mulieres sdo organismos fastidiosos, e requerem um
tempo de incubacao prolongado, pois seu crescimento € lento. Apresentam-se sob a
forma de bacilos curvos, altamente moveis e Gram-varidveis e, assim como G.
vaginalis, sdo indol, catalase, oxidase e H,S (acido sulfidrico) negativos, ndo formam
esporos e possuem flagelos (HILLIER et al.,, 1991; NUGENT; HROHN; HILLIER,
1991; SPIEGEL, 1991). Ambas as espécies produzem os acidos succinico, acético e
lactico como principais produtos metabdlicos. Mobiluncus curtisii geralmente cora-se
como Gram-variavel ou Gram-positivo, ao passo que M. mulieris cora-se quase que
invariavelmente como Gram-negativo. Apesar de apresentar reatividade variada a
coloracdo de Gram, estudos com base em microscopia eletrénica revelaram que
Mobiluncus spp. possui parede celular com caracteristicas estruturais compativeis a
de Gram-positivos, com auséncia de lipopolissacarideo (SPIEGEL, 1991).

Pouco é sabido ainda sobre os fatores de viruléncia das espécies de Mobiluncus.
Até o momento, sabe-se que as espécies do género sdo capazes de produzir a
enzima prolina dipeptidase, uma enzima hidrolitica que degrada mucina, além de
uma citotoxina, ja identificada e parcialmente caracterizada, embora o seu papel na
patogénese da VB ainda nao tenha sido completamente elucidado (FORSUM et al.,
2005; TAYLOR-ROBINSON; BORRIELLO; TAYLOR-ROBINSON, 1993).

Atopobium vaginae é um anaerdbio Gram-positivo, fastidioso, nédo cultivavel,
produtor de &cido lactico. E encontrado em mais de 95% dos casos de VB e também
na microbiota vaginal saudavel. Altas concentrac6es dessa bactéria na microbiota
vaginal tém sido associadas a VB. Ambos A. vaginae e Mobiluncus spp. apresentam
alto nivel de resisténcia ao metronidazol, droga comumente empregada no
tratamento da VB, e tém sido implicados como 0s possiveis agentes causadores de
falhas no tratamento dessa sindrome (BRADSHAW et al., 2006; FERRIS;
MASZTAL; MARTIN, 2004; FREDRICKS et al., 2007; FREDRICKS; FIEDLER;
MARAZZO, 2005; LING et al., 2010; LIVENGOOD, 2009).
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Alguns estudos tém sugerido a hipdétese de que A. vaginae possa exercer um
papel mais preponderante na patogénese da doenca do que G. vaginalis, devido ao
fato da ultima ser mais comumente detectada na microbiota vaginal saudavel do que
A. vaginae (BRADSHAW et al., 2006; DATCU et al.,2013; DE BACKER et al., 2007).

Mycoplasma hominis é outro anaerdbio, Gram-negativo, comumente encontrado
na VB e tem sido associado a patogénese da doenca. E um patégeno oportunista,
qgue reside como comensal no trato urogenital inferior feminino, sendo considerado
agente causal da doenca inflamatoria pélvica e responsavel por infec¢cdes durante a
gravidez. E uma bactéria fastidiosa, de crescimento lento, que requer meios de
cultura especializados (FERANDON et al., 2011; SCHNEE et al., 2012; THORSEN et
al., 1998). As espécies de Mycoplasma possuem caracteristicas Unicas, como
auséncia de parede celular rigida, tamanho pequeno do genoma e numero limitado
de vias metabdlicas funcionais, entretanto sdo patdégenos potenciais (RAZIN, 1997;
SCHNEE et al., 2012).

Um fato interessante, contrapondo muito do que foi dito a respeito da patogénese
da VB, € que a espécie Lactobacillus iners, ndo produtora de perdxido de hidrogénio,
€ comumente encontrada na microbiota de mulheres com VB (DATCU et al.,2013;
LIVENGOOD, 2009). Muitas s@o as bactérias potencialmente envolvidas na
patogénese da VB, contudo, cada caso de VB tem o seu conjunto Unico e préprio de
espécies (FERRIS et al., 2007).

2.3.3 Etiologia e patogénese

Quando a vaginose bacteriana se desenvolve, os lactobacilos reduzem em
concentracdo, e sao substituidos por bacilos Gram-negativos e cocos Gram-
variaveis (NUGENT; KROHN; HILLIER, 1991). As culturas dessas amostras de
secrecdo vaginal tipicamente revelam a presenca de G. vaginalis e uma mistura de
outras bactérias, que podem incluir Prevotella sp., Mobiluncus spp. e Mycoplasma
sp. (SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008; HAY, 2010).

Algumas mudangas metabolicas podem afetar o balan¢o microbiologico da VB. A

glicose proveniente do glicogénio vaginal ndo é mais degradada em acido lactico
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pelos lactobacilos produtores de H,0O,, sendo em contrapartida transformada em
acidos graxos pelas bactérias anaerdbias. Os acidos graxos aumentam o pH vaginal
para acima de 4,5, e criam um ambiente desfavoravel ao crescimento dos
lactobacilos, ao mesmo tempo que favorecem o crescimento de bactérias
potencialmente patogénicas, favorecendo um ciclo que propicia o desenvolvimento
da VB (ESCHENBACH, 1989).

Os mecanismos enzimaticos relacionados as bactérias anaerdbias para a
degradacdo de aminoacidos levam a producdo de diversos compostos, como as
aminas biogénicas ou poliaminas. Altos niveis de aminas biogénicas, tais como
putrescina, cadaverina e trimetilamina, tém sido encontrados nas secregdes vaginais
de mulheres com VB. Todavia, esses mesmos compostos estdo ausentes nas
secrecOes vaginais de mulheres saudaveis, o que sugere uma forte relacdo entre a
presenca dessas aminas no contetdo vaginal e VB (WOLRATH et al., 2001).

A VB ndo é causada apenas pela alteracdo da diversidade da microbiota vaginal
e presenca de patdgenos potenciais, mas também pelo aumento em nimero desses
micro-organismos, que frequentemente atingem contagens celulares que estédo
cerca de 100-1000 vezes acima dos niveis bacterianos normais na vagina
(ESCHENBACH, 1993a, 1994; FORSUM et al., 2005; ST JOHN; MARES; SPEAR,
2007).

O inicio do desenvolvimento da VB é decorrente provavelmente de mdultiplos
fatores, e ainda ndo esta bem compreendido principalmente pela falta de um modelo
animal que reproduza a doenca (CDC, 2010; HAY, 2010; TUROVSKIY; NOLL;
CHIKINDAS, 2011). As mudancas hormonais e a presenca de organismos
provenientes do parceiro também podem ser importantes. No entanto, ainda nao
esta esclarecido se o0 evento primario para o inicio da VB € a perda de espécies de
Lactobacillus chave ou a aquisicdo das complexas comunidades microbianas
encontradas nessa sindrome, ou ainda se esses sdo processos simultaneos (Figura
1). E também possivel que outros fatores propiciem o desenvolvimento da VB e que
as mudangas da microbiota vaginal reflitam um evento posterior na patogénese da
VB (HAY, 2010; SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008).

A secrecdo vaginal € uma resposta fisiolégica do organismo feminino que
independe de qualquer processo patolégico. Porém, quando algum processo

infeccioso ou inflamatério esta presente, essa secrecdo modifica-se, resultando no
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corrimento vaginal, que € a principal queixa ginecolégica das pacientes que
procuram a atencdo médica. Quando a VB instala-se, ocorre o desequilibrio da
microbiota, com irritacdo vaginal de origem bacteriana e dispareunia, acompanhadas
por um corrimento homogéneo e fétido e alteracdo no pH vaginal, com concomitante
auséncia de inflamacgéo e pequeno numero de leucécitos (CATLIN, 1992; MARTIN,
2012).

Tal corrimento vaginal € tipico da VB sintomatica, e caracteriza-se por ser uma
secrecdo abundante, fina, homogénea e leitosa, de odor desagradavel que é
exacerbada ap0s a pratica de relacdes sexuais sem 0 uso de preservativo e durante
a menstruagdo (DICKEY; NAILOR; SOBEL, 2009; FILHO; DINIZ; SILVA, 2010). O
odor fétido exalado pelo corrimento € causado pela producdo das aminas
cadaverina, putrescina e trimetilamina pelas bactérias anaerobias. Essas aminas
volatilizam-se rapidamente em pH elevado, de modo que tal cheiro € frequentemente
notado pelas mulheres doentes quando a alcalinidade vaginal esta ainda mais
elevada apos a pratica de relacdes sexuais, pelo deposito de sémen, e durante a

menstruacao, devido a presenca de sangue (LIVENGOOD, 2009).

Inicio
Modelo 1 / \‘ Modelo 2
Decréscimo de Proliferacdo excessiva de
lactobacilos produtores bactérias anaerdbias e
de H,0; anaeroébias facultativas

l l

Proliferacdo excessiva de
patégenos anaerdbios e
anaerdébios facultativos

. /

Vaginose bacteriana

Substituicdo dos
lactobacilos

Figura 1 — Modelos concorrentes para a patogénese da vaginose bacteriana.
FONTE: Adaptado de Srinivasan e Fredricks (2008).
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Durante a VB, sintomas inflamatérios e prurido ndo sdo comuns devido a quase
completa auséncia de neutrdfilos polimorfonucleares, sugerindo que 0s micro-
organismos envolvidos nessa doenca nao invadem a camada subepitelial. A inibicdo
da quimiotaxia na VB é uma consequéncia da presenca dos acidos acético e
succinico, 0os quais sao produtos finais do metabolismo das bactérias anaerdbias e
capazes de inibir a migracdo leucocitaria. Essas razbes explicam por que tal
sindrome é nomeada “vaginose” e nao “vaginite” (DICKEY; NAILOR; SOBEL, 2009;
KONEMAN et al., 2008).

De acordo com Kalra et al. (2007), a VB sintomatica contabiliza cerca de 60%
dos casos. N&ao obstante, as mulheres com VB apresentam corrimento vaginal fétido
ou irritacdo local e quase metade das mulheres com diagndstico de VB nao
apresentam sintomas claros da doenca (AMSEL, et al., 1983). Algumas mulheres
relatam nao ter corrimento vaginal anormal, mas ao realizar o exame clinico dessas
pacientes 0 médico muitas vezes detecta a presenca de secrecdo, o que evidencia
gue muitas pacientes ndo estdo cientes do seu diagndstico ou consideram que o seu
corrimento esta dentro das condicbes normais de saude (SRINIVASAN;
FREDRICKS, 2008). Em cerca de 40% dos casos a VB é assintomatica (KALRA, et
al., 2007).

A alta prevaléncia de VB e a falta de sintomas em uma parcela substancial das
mulheres afetadas levaram ao questionamento se a VB deveria ser considerada
uma variante normal da microbiota vaginal ou uma doenca por si sé. Para mulheres
afetadas por VB sintomatica manifestada pela presenca do corrimento vaginal
caracteristico e menos frequentemente por inflamacdo e coceira locais, ndo se
guestiona a presenca da doenca. Ja no caso das pacientes com evidéncia
laboratorial de VB, mas sem sintomas, a designacdo de doenca pode ser
inapropriada, embora essa condicdo ainda signifique risco aumentado de eventos
adversos para a saude causados pela VB (SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008).

Os micro-organismos associados a VB e seus produtos metabdlicos diferem
consideravelmente entre os individuos com VB, o que torna também diferente o risco
entre as mulheres afetadas de desenvolver as sequelas adversas causadas pela
doenca (KOUMANS; KENDRICK, 2001).

Tem-se assumido que a bactéria G. vaginalis, reconhecidamente associada a

VB, produz toxinas que tornam as mulheres afetadas mais susceptiveis a producao
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de citocinas e prostaglandinas, que podem desencadear o trabalho de parto
prematuro (FACHINI et al.,, 2005; MORRIS et al.,, 2001). Adicionalmente, a
colonizacdo microbiana em direcdo ao cervix, placenta e fluido amnidtico e a
producdo de protease podem estar relacionados a ruptura de membranas (FACHINI
et al., 2005). Do mesmo modo, foi sugerido que a produgéo de enzimas mucoliticas,
como sialidases e mucinases, no ambiente vaginal, € mais alta em mulheres com
VB. Essas enzimas podem interferir com a fisiologia local e, por conseguinte,
favorecer o desenvolvimento da doenca inflamatoria pélvica, infertilidade, dor pélvica
cronica e nascimento prematuro (FACHINI et al., 2005; RIGGS; KLEBANOFF, 2004).

De acordo com Koumans e Kendrick (2001), a relagcdo entre nascimento
prematuro e VB foi demonstrada em pelo menos 12 estudos epidemiolégicos
conduzidos nos cinco continentes com mulheres gravidas, em diferentes estagios de
gravidez.

Os micro-organismos associados a VB, especialmente G. vaginalis e Prevotella
spp., sdo considerados fatores de alto risco para infeccbes intra-amnioticas
(GOLDENBERG; HAUTH; ANDREWS, 2000; HASHEMI et al., 2000). As toxinas
produzidas por esses micro-organismos sao capazes de atravessar a placenta e
estdo entre as principais causas de injuria cerebral em fetos. VB também é
tradicionalmente considerada um fator de risco para consequéncias neurologicas em
longo prazo em criancas, tais como hiperatividade, dificuldades académicas e
deficiéncias graves, como paralisia cerebral (ESCHENBACH, 1997; GRETHER,;
NELSON, 2000; LING et al., 2004). Altas concentracdes de lipopolissacarideo (LPS),
endotoxina tipica de bactérias Gram-negativas, foram encontradas em amostras
vaginais de mulheres com VB. O LPS é capaz de induzir dano no sistema
dopaminérgico em neonatos (LING et al., 2004).

Embora todas essas associacfes ja tenham sido provadas, varios estudos sao
conflitantes a respeito do beneficio do tratamento da VB em mulheres gravidas com
VB assintomética, consideradas pacientes de alto risco (WORKOWSKY; BERMAN,
2006; KOUMANS; KENDRICK, 2001). Conforme as diretrizes do United States
Preventive Services Task Force (USPSTF) revisado em 2008, ndo ha evidéncias
consistentes que corroboram qualquer beneficio de saude no tratamento da VB
gestacional em pacientes assintomaticas consideradas de alto risco para o parto
prematuro (NYGREN et al., 2008).
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Em contrapartida, a VB parece aumentar o risco de aquisi¢ao, transmissao ou
reativacdo de alguns virus, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), herpes
virus tipo 2 e papilomavirus humano (CHERPES et al.,, 2003; MARTIN, 2012,
WATTS et al., 2005).

Outro fator que emerge como critico para a patogénese da VB é a formacéo de
biofilmes (SWIDSINSKI et al., 2005). Os biofilmes estdo intimamente associados
com infeccbes humanas e até com 65% das infec¢des tratadas por médicos em
paises desenvolvidos (COSTERTON et al., 2003; COSTERTON; STEWART,;
GREENBERG, 1999). A presenca de um biofilme polimicrobiano denso e
estruturado, aderente ao epitélio vaginal e primariamente composto por G. vaginalis,
tem sido relatada em pacientes com VB (SWIDSINSKI et al., 2005). Os biofilmes
aderentes foram definidos como camadas de bactérias fortemente unidas na
superficie do epitélio vaginal e que contém grupos bacterianos especificos. Estudos
realizados com pacientes acometidas pela VB detectaram a presenca de biofilme
aderente, composto por trés grupos principais, sendo que G. vaginalis compde a
maioria da massa de biofilme, seguida por A. vaginae e lactobacilos, presentes na
minoria das amostras (SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008).

Todavia, a etiologia da VB néo foi totalmente elucidada até o momento e por isso,
abordagens visando a prevencdo priméria e secundéria da VB sao dificeis de serem
estabelecidas. Uma compreensdo mais profunda da etiologia, epidemiologia e
histéria natural da doenca é necessaria para o melhor estabelecimento de politicas
de saude publica (KOUMANS; KENDRICK, 2001).

2.4 METODOS  MOLECULARES  INDEPENDENTES DE  CULTIVO:
ELETROFORESE EM GEL COM GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE),
HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH) E PCR QUANTITATIVA EM
TEMPO REAL (gPCR)

A caracterizacdo da composicao e ecologia do ecossistema microbiano vaginal

em mulheres saudaveis e com sintomas de VB € importante para a compreensao da
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etiologia da doenca e para o desenvolvimento de terapias eficazes (VITALI et al.,
2007).

Grande parte do conhecimento atual sobre a microbiota vaginal € baseado em
bactérias cultivadas e identificadas por métodos convencionais, dependentes de
cultivo, e métodos de identificacdo bioquimica. As técnicas microbiolégicas
convencionais sao Uteis como ferramentas de triagem na identificacdo de mulheres
com VB, no entanto, ndo permitem a determinacdo da carga clinica associada a
doenca. Dessa forma, para uma melhor compreensao da composicao e dinamica da
microbiota vaginal juntamente com os fatores associados a patologia da vaginose
bacteriana, é necesséria a utilizacdo de outras metodologias (MORRIS et al., 2001).

Devido a impossibilidade em cultivar muitas espécies microbianas residentes na
vagina, ndo havia uma compreensdo completa da composicdo taxonémica da
comunidade microbiana vaginal, sua estrutura e fungdo (LING et al., 2010).

Os métodos dependentes de cultivo e de identificagdo bioquimica tradicionais
nao permitem a identificacdo de bactérias nao cultivaveis, o que prejudica o estudo
de comunidades bacterianas complexas. Tal fato é verdadeiro especialmente para a
VB. Até pouco tempo, espécies importantes, como Lactobacillus crispatus, L.
jensenii e L. gasseri eram agrupadas dentro do complexo L. acidophilus, ao passo
que as técnicas moleculares atuais tornaram possivel a diferenciacdo entre essas
espécies filogeneticamente relacionadas (ANTONIO; HAWES,; HILLIER, 1999;
BAELE et al., 2002; BURTON; REID, 2002; PAVLOVA et al., 2002; TARNBERG et
al., 2002; VASQUEZ et al., 2002). Avancos recentes nas técnicas moleculares tém
contribuido para o aumento do conhecimento sobre a microbiota vaginal, e tem
permitido a associacdo de algumas bactérias a VB pela primeira vez, como A.
vaginae (BRADSHAW et al., 2006; DE BACKER et al., 2007; FREDRICKS et al.,
2007).

Técnicas moleculares independentes de cultivo tém se revelado ferramentas
eficazes no estudo da diversidade filogenética de micro-organismos encontrados em
ecossistemas complexos e na compreensdo da dinamica dessas comunidades
(COOLEN et al., 2005; HYMAN et al., 2005; ZHOU et al., 2004). Atualmente, &
possivel investigar a diversidade bacteriana em diferentes micro habitats utilizando
métodos moleculares de fingerprinting genético e analise da sequéncia do gene
DNAr 16S (LING et al.,, 2010). Andlises das sequéncias do gene DNAr 16S
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provenientes de comunidades microbianas sugerem que somente uma pequena
porcentagem das bactérias presentes na natureza foram identificadas, mesmo nos
ambientes mais estudados (WARD; WELLER; BATESON, 1990).

Dentre os métodos moleculares de fingerprinting genético, a Eletroforese em Gel
com Gradiente Desnaturante acoplada a Reagdo em Cadeia da Polimrase (PCR-
DGGE) representa uma técnica rapida e confidvel para caracterizar a microbiota e
espécies predominantes em varias comunidades microbianas, incluindo a
comunidade microbiana vaginal (MUYZER; WAAL; UITTERLINDEN, 1993; VITALI et
al., 2007). O DGGE pode ser utilizado com o intuito de estimar qualitativamente a
diversidade da microbiota vaginal de mulheres saudaveis e sintométicas para a VB,
bem como para identificar mudancas populacionais chave relevantes ao
desenvolvimento da doenca (LING et al., 2010).

Todavia, deve-se considerar que a técnica de PCR-DGGE néo é sensivel para a
deteccdo de espécies pouco abundantes em uma comunidade bacteriana. A
auséncia da sequéncia do gene DNAr 16S de determinadas espécies nédo indica a
auséncia das mesmas (FREDRICKS et al., 2007).

A Hibridizac&o Fluorescente in situ (FISH) € um método molecular utilizado para
identificar e quantificar micro-organismos em uma ampla variedade de ambientes. A
técnica combina a simplicidade da observacdo microscopica e a especificidade da
hibridizacdo da sonda com sequéncias nucleotidicas de DNA ou RNAr, permitindo a
deteccdo de espécies ou taxons e sua visualizacdo morfolégica. Dessa forma,
permite verificar a presenca dos micro-organismos em um determinado tecido e
localiza-los em habitats especificos (FREDRICKS, 2011; MACHADO et al., 2013).

A técnica de FISH é de facil execucdo e permite a deteccédo dos organismos-alvo
tanto em amostras ambientais quanto em amostras clinicas em poucas horas
(AMANN, R. I.; LUDWIG, W.; SCHLEIFER, K. H., 1995; WAGNER, M.; HAIDER, S.,
2012). Todavia, a técnica de FISH possui baixa sensibilidade para a deteccdo de
bactérias presentes em baixas concentracfes nas amostras analisadas. O uso da
FISH em conjunto a PCR quantitativa em tempo real contrapfe esse Viés
(SWIDSINSKI et al., 2011).

A PCR quantitativa em tempo real (gPCR) revolucionou o0 processo de
quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA. E uma técnica altamente sensivel e

que permite a amplificacdo e quantificacdo de sequéncias especificas de &cidos
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nucleicos pela deteccdao do produto da PCR em tempo real (NOVAIS; PIRES-
ALVES, 2004; QIAGEN, 2009).

A PCR guantitativa em tempo real € adequada a diversas aplicacdes, dentre elas
a determinacdo da carga microbiana (QIAGEN, 2009). Por meio da gPCR com
oligonucleotideos iniciadores especificos para géneros e espécies, € possivel
quantificar bactérias previamente selecionadas presentes em comunidades
microbianas complexas, pela medida da quantidade de produtos da PCR formados a
cada ciclo sob a forma de fluorescéncia (BARTOSCH et al., 2004; CONVERT et al.,
2005; MALINEN et al.,, 2005; MATSUKI et al., 2004; SAKAMOTO et al.,, 2001).
Dessa forma, uma vez que é possivel desenvolver metodologias de qPCR para
varias espécies especificas da microbiota vaginal, essa técnica poderia ser utilizada
como um meio menos subjetivo de diagnostico da VB em comparacdo aos métodos
disponiveis atualmente (ZARIFFARD et al., 2002). Ensaios de qPCR tem revelado
gue bactérias como A. vaginae e G. vaginalis, dentre outras, apresentam-se em
namero elevado na VB, enquanto que a concentracdo de Lactobacillus spp. esta
reduzida (BIAGI et al.,, 2009; FREDRICKS et al., 2009; VITALI et al., 2007). Tais
estudos sobre a abundéancia de espécies na VB sdo essenciais para descrever a
ecologia das comunidades microbianas e compreender os seus papéis ha saude e
na doenga (ZOZAYA-HININCHLIFFE et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade bacteriana em amostras de secre¢do vaginal e determinar
gualitativamente e quantitativamente grupos de bactérias de relevancia clinica e
epidemiolégica na microbiota vaginal, em mulheres saudaveis e com vaginose
bacteriana (VB), em pacientes atendidas no servico de ginecologia da rede publica

(SUS) e privada de Juiz de Fora, MG, por técnicas independentes de cultura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a estrutura da comunidade bacteriana, comparativamente, em secregao
vaginal de mulheres saudaveis e com diagnéstico clinico de VB, pela técnica de
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (PCR-DGGE), direcionada &
pesquisa do dominio Bacteria, e dos filos Firmicutes e Actinobacteria

Avaliar qualitativamente e quantitativamente a ocorréncia de filos Actinobacteria,
Firmicutes, a-Proteobacteria, B-Proteobacteria e y-Proteobacteria pela técnica de
Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) nas amostras de secrecdo vaginal de

pacientes saudaveis e com VB.

Determinar a carga bacteriana de Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae,
Mobiluncus spp., Mycoplasma hominis e Lactobacillus spp. em amostras de
secrec¢do vaginal de pacientes saudaveis e com VB pela técnica de PCR quantitativa

em tempo real.

Correlacionar os dados sobre a quantificacdo de Gardnerella vaginalis, Mobiluncus
spp., e Lactobacillus spp. nas amostras de secre¢do vaginal das pacientes saudaveis
e com VB, com o escore de Nugent utilizado como ferramenta para o diagnéstico

clinico de VB.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 POPULACAO AMOSTRADA

As amostras utilizadas sdo provenientes de pacientes do sexo feminino,
atendidas em consultorio ginecoldgico particular da cidade de Juiz de Fora/MG e no
Servigo de Ginecologia do HU-CAS/UFJF. As amostras foram coletadas durante o
periodo de abril de 2011 a abril de 2012. Foram considerados os seguintes critérios
de inclusdo: todas as pacientes que realizaram o exame de Papanicolau, que nao
fizeram uso de drogas antibacterianas e antifingicas sistémicas nos ultimos 30 dias,
gue ndo mantiveram relacao sexual nos cinco dias que antecederam ao exame, que
ndo utilizaram produtos tépicos vaginais e que aceitaram participar do estudo,
mediante assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (resolucdo
196/96 do Conselho Nacional de Saude). Foram considerados critérios de excluséo:
pacientes gravidas, pacientes com diagndstico clinico-laboratorial de infeccfes
cérvico-vaginais por outras causas, além daquelas que ndo consentiram em
participar do estudo.

Todas as pacientes, sintomaticas e assintomaticas, forneceram amostras de
secrecdo vaginal através da coleta por swabs vaginais. No total foram analisadas
secrecbes de 81 pacientes. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Juiz de Fora, sob parecer nimero 152/2011. As amostras
foram previamente submetidas ao exame microscopico direto apds coloracdo de
Gram para a determinacéo do escore de Nugent (Anexo A) e visualizacdo de células

epiteliais recobertas por bactérias (clue cells).

4.2 EXTRACAO DO DNA TOTAL DAS AMOSTRAS DE SECRECAO VAGINAL

O DNA total das amostras de secrecdo vaginal foi extraido utilizando o QlAamp

DNA Mini Kit (QIAGEN), seguindo as recomendacdes do fabricante, com pequenas
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modificacdes. No Apéndice D: Protocolos para Bactérias, tépico Isolamento de DNA
gendmico de bactérias Gram positivas, apés a adicdo de 20 uL de proteinase K
(QIAGEN) e 200uL de tampao AL (QIAGEN) as amostras foram incubadas a 56°C
por 30 min, porém a incubacdo adicional das mesmas a 95°C por 15 min foi
eliminada. Os passos posteriores da extracdo foram realizados de acordo com as
instrugbes do fabricante. As amostras de DNA gendomico foram armazenadas a

-20°C para posterior andlise.

4.3 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DA COMUNIDADE BACTERIANA
VAGINAL

O perfil genético das diferentes populacdes bacterianas presentes nas amostras
de secrecdo vaginal foi avaliado pela técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante (MUYZER; WAAL; UITTERLINDEN,1993).

4.3.1 Amplificacdo de DNAr 16S de representantes do dominio Bacteria utilizando

oligoiniciadores especificos

Fragmentos do gene codificador dos RNAr 16S de grupos microbianos
especificos representantes do dominio Bacteria foram amplificados por PCR. O
molde utilizado para as reacfes de amplificacdo foi o DNA total bacteriano extraido
das amostras de secrecao vaginal.

Para amplificar a regido dos genes DNAr 16S de Bacteria e avaliar as possiveis
diferencas entre as amostras classificadas de acordo com o escore de Nugent, foi
utilizada a técnica de Nested-PCR (HEUER et al., 1997 e GOMES et al., 2001) com
os pares de oligoiniciadores F984GC/R1492 e F984GC/R1378 (Tabela 1). Essa
técnica consiste na realizacdo de uma primeira reacdo de amplificacdo seguida de
um posterior amplificacdo utilizando como DNA molde os amplicons da primeira

reacdo. A reagdes de PCR continham aproximadamente 90 ng/uL de DNA total, 0,5

40



uL de cada primer (10 uM) e como mistura da reagao foi utlizado o PCR Master Mix®
(Promega) que contém Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl, e tampbes em uma
concentracdo o6tima para eficiente amplificacdo do DNA. As PCRs foram realizadas
sob as seguintes condicdes: temperatura inicial de desnaturacdo a 94°C por 5
minutos seguida por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto para desnaturacéo, 55°C por 1
minuto para anelamento dos oligoiniciadores e 72°C por 1 minuto para a extensao.
O ciclo de amplificacao foi seguido por uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

Para amplificar fragmentos dos DNAr 16S de grupos especificos de Bacteria
também foi utilizada a técnica de Nested-PCR (HEUER et al., 1997 e GOMES et al.,
2001) com os oligoiniciadores especificos BLS342F/R1392 para Firmicutes e
F243HGC/R1492 para Actinobacteria (Tabela 1). A primeira reacdo de amplificacéo
fornece os fragmentos especificos para cada um dos grupos estudados, que servem
como molde para uma segunda etapa de amplificacdo, a partir de oligoiniciadores
especificos e universais para Bacteria (Figura 2).

Os filos Firmicutes e Actinobacteria foram selecionados por abrangerem espécies
e géneros pesquisados na gPCR e que estao relacionados a vaginose bacteriana. O
género Lactobacillus e a espécie M. hominis pertencem ao filo Firmicutes e o género
Mobiluncus e as espécies Gardnerella vaginalis e Atopobium vaginae pertencem ao
filo Actinobacteria.

A amplificacdo de fragmentos dos DNAr 16S de Bacteria do filo Firmicutes
continha aproximadamente 90 ng/uL de DNA total proveniente da primeira reacao,
0,5 pL de cada primer (10 uM) e como mistura da reacao foi utlizado o PCR Master
Mix® (Promega). A PCR foi realizada sob as seguintes condicdes (BLACKWOOD et
al., 2005): temperatura inicial de desnaturacédo a 95°C por 3 minutos, seguida de 35
ciclos de 94°C por 30 segundos para a desnaturacédo, 57°C por 30 segundos para
anelamento e 72°C por 90 segundos para a extensdo. O ciclo de amplificacéo foi
seguido por uma extenséo final a 72°C por 7 minutos.

A amplificacdo de fragmentos dos DNAr 16S de Bacteria do filo Actinobacteria
continha aproximadamente 90 ng/uL de DNA total proveniente da primeira reacao,
0,5 uL de cada primer (10 uM) e como mistura da reagéo foi utlizado o PCR Master
Mix® (Promega). A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢bes (HEUER et al.,
1997): temperatura inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguida de 35

ciclos de 94°C por 1 minuto para a desnaturagdo, 63°C por 1 minuto para
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anelamento e 72°C por 2 minutos para a extensdo. O ciclo de amplificagéo foi
seguido por uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.

; [ onacenomicoToTAL |

BLS342F
F243HGC

lpcn
R1392
[ awpucons GruPoEsPECiFicos | | R1492

F984GC

45%

65%

Figura 2 - Diagrama esquematico da técnica de Nested-PCR utilizada para andlise da diversidade do
dominio Bacteria em amostras de secre¢do vaginal por PCR-DGGE.

Os produtos de PCR obtidos nas reacdes para os dois grupos de Bacteria
estudados, a partir dos diferentes grupos de oligoiniciadores especificos para cada
grupo, foram usados como molde de DNA para uma segunda reacdo de PCR,
Nested-PCR (HEUER et al.,, 1997 e GOMES et al.,, 2001). Nesta reagdo foram
utilizados os oligoiniciadores universais para bactérias F984GC/R1378 (HEUER et
al., 1997) (Tabela 1). As reacdes de PCR continham 0,5 puL de cada primer (10 uM)
e como mistura da reacéo foi utlizado o PCR Master Mix® (Promega). A PCR foi
realizada sob as seguintes condicbes (GELSOMINO; CACCO, 2006): temperatura
inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguida de 20 ciclos de 94°C por 1
minuto para a desnaturacdo, 53°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 2
minutos para a extensado. O ciclo de amplificacao foi seguido por uma extensao final
a 72°C por 10 minutos.

Em todas as reacdes para os diferentes grupos foi utilizado controle negativo sem
DNA molde. As reagbes de PCR foram realizadas no termociclador Techne® TC-
412. Os amplicons obtidos em cada reacao foram visualizados em gel de agarose

(Pronadisa) 1,2% em TBE (Tris-base, acido boérico e EDTA), e brometo de etidio.
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Como padréo de peso molecular, foi utilizado o marcador de 100bp plus DNA ladder

ready-to-use (Bioron) para estimativa dos tamanhos dos diferentes amplicons.

Tabela 1 — Sequéncia dos oligoiniciadores usados para amplificar fragmentos de genes DNAr 16S.

Primer DNAr 16S alvo Sequéncia (5’ — 3’) Referéncia
F984GC Bacteria gc.- AACGCGAAGAACCTTAC HEUlEgF; ;rt al.,
R1492 Bacteria TACGG(CIT)TACCTTGTTACGACTT HEUTR etal.
R1378 Bacteria ACGGGCGGTGTGTACA A oea
F243HGC  Actinomycetales GGATGAGCCCGCGGCCTA HEUI1£9F;7et al.,
R1392 Bacteria ACGGGCGGTGTGTACA BLA;:F’V;/(%(;D et

Gram-positivas de

BLS342F baixo contetido CAGCAGTAGGGAATCTTC A oos
al., 2006
G+C
MUYZER; WAAL;
¢, CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGG UITTERLINDEN,

GGGCACGGGGGG 1993

4.3.2 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

A Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) foi realizada
utilizando-se o equipamento “DCode™ Universal Mutation Detection System”
(BioRad — Califérnia, USA).

Foram aplicados 20 uL dos produtos de PCR em gel de poliacrilamida
(acrilamida:N,N*-metilenobisacrilamida 37,5:1) vertical a 8% (p/v) em tampdo TAE
1X. O gradiente desnaturante variou linearmente de 45% a 65% para a analise dos
fragmentos. O gradiente foi formado a partir da mistura de duas solu¢des estoque de
poliacrilamida a 8%, dispensadas pelo formador de gradiente (Modelo 475 Gradient
Delivery System — BIO-Rad Califérnia, USA), uma com 45% e a outra com 65% dos
agentes desnaturantes (uréia 7 M e formamida desionizada 40% (v/v)). Além das
solugbes estoque para a formacédo do gradiente, foram utilizados 0,03% (p/v) de

persulfato de amoénio (polimerizador), 0,17% (v/v) de TEMED (N,N,N’N*-

! gc.: seqliéncia rica em G+C (Grampo-GC) ligada a extremidade 5’ (MUYZER et al., 1993).
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tetrametiletileno diamino) (catalisador) e 50uL de corante (azul de bromofenol 0,5%,
xileno cianol 0,5% e TAE 1X) para visualizacdo do gradiente. O tempo de
polimerizacao do gel, antes da aplicacdo das amostras, foi de trés horas.

Uma mistura de fragmentos de DNAr 16S amplificados das seguintes espécies e
género bacterianos foram utilizadas como marcadores: Garnerella vaginalis ATCC
49145, Staphylococcus aureus ATCC 35591, Bacteroides fragilis ATCC 43859,
Enterococcus faecalis ATCC 51299, Enteroccus faecium ATCC 35667, Lactobacillus
johnsonii, Mobiluncus spp. e Atopobium vaginae.

A eletroforese foi conduzida em temperatura de 60°C e voltagem constante de
50V, durante 16 horas. O gel foi corado por 20 minutos com solucdo de SYBER®
Gold (Invitrogen), conforme as recomendacdes do fabricante. A imagem do gel foi
vizualizada no transluminador ultravioleta ImageQuant 100 (GE Healthcare) e
capturada com o auxilio da camera ED LENS SP-500 UZ (Olympus).

4.4 FISH (HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE IN SITU)

A técnica de FISH (hibridizacdo fluorescente in situ) foi utilizada para
identificacdo de grupos bacterianos e enumeracdo de bactérias presentes na
secrecdo vaginal de mulheres saudaveis e com vaginose bacteriana. Foram
utilizadas cinco sondas de oligonucleotideos especificas ao RNAr 16S dos diferentes
filos pesquisados (Operon Technologies Inc. Alameda, CA, USA), marcadas com o
fluoréforo Cy3 (Tabela 2).

As amostras se secrecdo vaginal foram fixadas em paraformaldeido 2% na
propor¢cao de 1:10 por uma noite e depois filtradas em filtro policarbonato 0.2 um.
Apés a filtracdo, os filtros foram divididos em seis pedacos, uma para cada sonda
filo-especifica e outra para a sonda negativa (Tabela 2). Cada pedaco de filtro foi
colocado em uma lamina de vidro revestida com parafilme e foi coberto com 40 pL
da solucdo de hibridizagdo na concentragdo final de 2,5 ng/uL da sonda de
oligonucleotideo de interesse. A solucao de hibridizacdo é composta por NaCl 0,9 M,
Tris-HCI 20 mM (pH 7,4), dodecil sulfato de sodio a 0,01% e a concentracdo de
formamida especifica para cada sonda (Tabela 3). As laminas contendo os filtros

embebidos na solugédo de hibridizagdo contendo a sonda de interesse foram
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incubadas em estufa a 42°C por 4h. Apos o periodo de hibridizag&o, os filtros foram
transferidos para uma solucéo de lavagem contendo Tris-HCI 20 mM (pH 7,4), EDTA
5 mM, dodecil sulfato de sodio a 0,01% e NaCl a uma concentracao especifica para
cada sonda, e entédo os filtros foram incubados a 48°C por 15 min. ApGs a segunda
incubacdo as células bacterianas foram coradas com uma solugdo de DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol) na concentragdo de 2 ug/mL para a contagem bacteriana
total. Cada pedaco de filtro foi imerso em etanol 80% por trés vezes e deixado secar.
Ao final, os filtros contendo as células bacterianas hibridizadas foram fixados em
uma segunda lamina de vidro utilizando uma mistura de glicerol e Vectashield
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) na propor¢cao de 4:1 e recobertos

com laminula para posterior analise microscépica.

Tabela 2 — Sequéncia das sondas utilizadas para hibridizacdo ao RNAr 16S alvo.

Sonda Taxon Sequéncia (5 — 3’) Referéncia
Alfo86 a-Proteobacteria GGTAAGGTTCTGCGCGTT MANZ et al.,1996
Bet42a B-Proteobacteria GCCTTCCCACTTCGTTT MANZ et al., 1992
Gam42a y-Proteobacteria GCCTTCCCACATCGTTT MANZ et al., 1992
LGC354b Firmicutes CGGAAGATTCCCTACTGC MEIER et al., 1999
HGC69a Actinobacteria TATAGTTACCACCGCCGT MANZ et al., 1992
. WALLNER; AMANN;
Non Controle Negativo ACTCCTACGGGAGGCAGC BEISKER, 1993

Tabela 3 — Propor¢cédo de formamida em porcentagem na solucdo de hibridizacdo de acordo com a
sonda de interesse.

Proporcéo de formamida (%)

Sonda
(solucéo de hibridizac&o)
o — Proteobacteria 30%
B — Proteobacteria 30%
y — Proteobacteria 30%
Firmicutes 35%
Actinobacteria 30%

A contagem das células bacterianas totais e a contagem de células pertencentes
a cada um dos filos foram realizadas utilizando o microscépio Olympus BX60
equipado com os filtros DAPI 31000 e Cy3 41007a (Chroma, Bellows Falls, VT,
USA), respectivamente. A contagem foi realizada em 10 campos aleatdrios por um

anico pesquisador treinado. O numero final de bactérias foi calculado levando-se em
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consideracdo as diluicbes realizadas durante o tratamento das amostras. Os
resultados foram expressos em células/mL.

Para a documentacdo das imagens foram realizadas microfotografias com o
auxilio da camera Evolution VF Color Cooled (Media Cybernetics Inc., MD, USA),

acoplada ao microscopio.

4.5 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (qPCR)

A determinacdo da carga bacteriana de G. vaginalis, A. vaginae, Mobiluncus
spp., Lactobacillus spp. e M. hominis em pacientes assintomaticas e sintomaticas
para VB foi realizada por PCR quantitativa em tempo real. As analises quantitativas
foram realizadas no termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN), utilizando o Rotor-Gene
Syber Green PCR Master Mix (QIAGEN) para monitorar a sintese de DNA fita dupla.
As reacdes foram montadas em volume final de 25 pL, conforme instrucdes do
fabricante. As amostras foram analisadas em duplicata e padronizadas na
concentracéo de 10 ng/uL.

Para a amplificagdo do gene cpn60 de Gardnerella vaginalis, e DNAr 16S de
Atopobium vaginae, Lactobacillus spp., Mobiluncus spp. e Mycoplasma hominis,
oligoiniciadores especificos foram utilizados (Tabela 4). A qPCR foi realizada sob as
seguintes condi¢cbes (QIAGEN, 2009): desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 5 seg e anelamento a 60°C por 10
seg. A qualidade dos oligoiniciadores foi verificada pelo programa OligoAnalyzer 3.1
(http//www.idtdna.com).

As curvas padrdo das bactérias G. vaginalis e M. hominis foram construidas a
partir de diluicbes seriadas (10’ — 10* cépias/uL) do DNA gendmico de G. vaginalis
ATCC 14019, M. hominis ATCC 15488 e utilizadas para determinacdo da
concentracdo de G. vaginalis e M. hominis em copias/uL das amostras. Para a
montagem da curva padrdo de Lactobacillus spp. foi utilizado DNA genbémico de
Lactobacillus johnsonii gentilmente cedido pelo Laboratério de Ecologia e Fisiologia
Microbiana (LEFM) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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Tabela 4 — Gene alvo, sequéncia dos oligoiniciadores e condi¢Bes da PCR utilizados na quantificagdo
da carga bacteriana de G. vaginalis, A. vaginae, M. hominis, Mobiluncus spp. e Lactobacillus spp.

Tamanho do

Gene Sequéncia dos primers (5°- 3’) . 5 Referéncia
amplicon (pb*)
o F — CGCATCTGCTAAGGATGTTG MENARD et al.,
cnp 60 (G. vaginalis) 91
R — CGCATCTGCTAAGGATGTTG 2008.
DNAr 16S F — CCCTATCCGCTCCTGATACC 86 MENARD et al.,
(A. vaginae) R — CCAAATATCTGCGCATTTCA 2008.
DNAr 16S F — ATGGAAGAACACCAGTGGCG 151 ZARIFFARD et al.,
(Lactobacillus spp.) R — CAGCACTGAGAGGCGGAAAC 2002.
DNAr 16S F — CCACGCTGTAAACGTTGGGAA 19 SRINIVASAN et
(Mobiluncus spp.) R - TGGCCCATCTCTGGAACCA al., 2010.
ZOZAYA-
DNAr 16S F - AGGTTAGCAATAACCTAGCGGCGA
138 HINCHLIFFE et al.,

(Mycoplasma hominis) R — TTACAGCGCCTTTCACAACGGAAC 2010

As curvas padrédo para a quantificacdo de A. vaginae e Mobiluncus spp. foram
montadas a partir de DNA plasmidial contendo o gene DNAr 16S de interesse. O
plasmideo pGEM®-T Easy (Promega) contendo o gene DNAr 16S de A. vaginae e
Mobiluncus spp. foi obtido pela clonagem do produto de amplificacdo da regido de
interesse no DNA gendmico de A. vaginae e Mobiluncus spp. A linhagem de células
competentes JM109 (Promega) foi utilizada para a clonagem. A partir de diluicbes
seriadas (10" — 10" copias/uL) do DNA plasmidial foram construidas curvas padréo
para a quantificacdo do numero de copias de DNAr 16S de cada bactéria presente
nas amostras de secrec¢do vaginal.

O resultado obtido em coépias/uL foi convertido para cépias/mL levando-se em
consideracdo o volume inicial de secrecéo vaginal utilizado para a extracdo de DNA
total e o volume do conteudo extraido.

O DNA gendmico de G. vaginalis ATCC 14019, M. hominis ATCC 15488 e do
isolado vaginal sequenciado L. johnsonii foi extraido utilizando o kit de extragéo
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) e o DNA plasmidial contendo o
gene DNAr 16S de A. vaginae e Mobiluncus spp. foi extraido com o kit AxyPrep

Plasmid Miniprep Kit da Axygen Biosciences

2 pb: pares de bases

47



4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados da PCR gquantitativa em tempo real, as médias dos
grupos foram avaliadas pelo “teste t de Student”. Um valor de probabilidade inferior a
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. A avaliacdo da relacdo entre o
escore de Nugent e a quantificacdo das espécies e géneros bacterianos bem como
a relacdo entre as espécies e géneros bacterianos foi realizada pela analise de
regressao linear e correlacdo de Pearson. Todas as comparacoes foram realizadas
utiizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego
California, USA).

A comparacéao estatistica dos perfis de bandas dos géis de DGGE foi realizada
utilizando o programa Bionumerics 7.1. A estrutura da comunidade microbiana foi
avaliada com base no coeficiente “Dice” de similaridade e no método de UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) para andlise dos agrupamentos.
Andlise de componente principal (PCA) também foi realizada para avaliar o grau de
similaridade entre as amostras. Os dados obtidos com o auxilio do programa
Bionumerics 7.1 foram utilizados para calcular a riqueza com o auxilio do programa
PAST 3.0. A variavel riqueza foi estimada com base em uma matriz binéria, na qual
a presenca da banda correspondente a cada unidade taxonémica operacional (UTO)
foi codificada como “1” e auséncia como “0”. Para a andlise dos resultados de
riqueza as médias dos grupos foram avaliadas pelo “teste t de Student”. Um valor de
probabilidade inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo e as
comparacoes foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego Califérnia, USA).

Para analisar os resultados da quantificacdo bacteriana por FISH as médias dos
grupos saudavel e doente em cada filo pesquisado foram avaliadas também pelo
“teste t de Student”. Um valor de probabilidade inferior a 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Todas as comparagdes foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego Califérnia, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 ELETROFORESE EM GEL COM GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE)

O estudo do perfil da diversidade bacteriana utilizando nested PCR-DGGE
revelou diferengas na estrutura das comunidades bacterianas de todas as amostras
(Figuras 3, 4 e 5). O fingerprint obtido a partir dos géis para o dominio Bacteria e 0s
filos Actinobacteria e Firmicutes foi usado para comparar a diversidade bacteriana
entre as amostras de secrecdo vaginal provenientes de pacientes saudaveis,
intermediarias e com VB, classificadas pelo escore de Nugent. A andlise dos
agrupamentos dos trés dendogramas mostrou que, com algumas excecfes, 0S
perfis de pacientes apresentando o mesmo status de saude (i. e. pacientes
saudaveis ou acometidas pela VB) tenderam a se agrupar, porém em clusters
separados. Nos trés dendogramas analisados, os agrupamentos por PCR-DGGE
parecem ser regidos pelo status de saude das pacientes. Em todos os casos, 0S
agrupamentos foram sustentados pelos altos coeficientes de correlacdo cofenética.
A correlacdo cofenética é a correlacdo entre as similaridades derivadas de um
dendograma e a matriz de similaridade, sendo considerada um parametro que

expressa a consisténcia de um cluster.
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Figura 3 — DGGE fingerprinting e andlise de agrupamento do perfil de bandas de fragmentos do gene
bacteriano DNAr 16S especificos para o dominio Bacteria amplificados a partir do DNA gendmico
extraido de amostras de secrecédo vaginal.
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Figura 4 — DGGE fingerprinting e andlise de agrupamento do perfil de bandas de fragmentos do gene
bacteriano DNAr 16S especificos para o filo Actinobacteria amplificados a partir do DNA gendmico
extraido de amostras de secrecédo vaginal.
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Figura 5 — DGGE fingerprinting e analise de agrupamento do perfil de bandas de fragmentos do gene
bacteriano DNAr 16S especificos para o filo Firmicutes amplificados a partir do DNA gendmico
extraido de amostras de secrecao vaginal.
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O numero de bandas (i. e., Unidades Taxonémicas Operacionais, OTUS) nos
géis, que € um indicativo aproximado de riqueza, revelou perfis complexos (Tabela
5). Entre os grupos saudavel e doente (VB) ndo houve diferenca estatisticamente
significativa para a variavel rigueza com relacdo ao dominio Bacteria. Em relacdo
aos filos Actinobacteria e Firmicutes, os grupos saudavel e doente (VB) mostraram-
se estatisticamente diferentes (p<0,05) (Figura 6). O grupo de pacientes
classificadas como intermediaria pelo escore de Nugent néo foi incluido na analise
estatistica devido ao pequeno numero de observacdes. Para as analises do dominio
Bacteria e dos filos Firmicutes e Actinobacteria foi considerado um ndmero amostral

igual a 76, 68 e 73, respectivamente.

Tabela 5 — Estatistica descritiva para os resultados da variavel rigueza entre as diferentes
comunidades bacterianas.

Estatistica descritiva Dominio Bacteria Filo Firmicutes Filo Actinobacteria
Saudavel Doente Saudavel Doente Saudavel Doente
N° de observacdes 41 35 34 34 39 34
Minimo 5 5 1 1 3 5
Méximo 23 20 20 18 22 25
Média 12,02 10,54 11,21 8,353 11,03 14,94
Desvio Padréo 4,216 4,527 5,180 4,327 5,329 5,297
Bacteria Firmicutes Actinobacteria
204 20 20-

n° de OTUs
n° de OTUs

saudavel doente saudavel doente saudavel doente

Figura 6 — Analise da variavel riqueza entre os grupos saudavel e doente no dominio Bacteria e nos
filos Firmicutes e Actinobacteria. p<0,05.

A Andlise de Componente Principal (PCA) mostrou que amostras provenientes
de pacientes com mesmo status de saude apresentaram comunidades bacterianas
diversas e complexas (Figuras 7, 8 e 9). Nao foi possivel o agrupamento das
amostras de um mesmo status de saude para nenhum dos filos e dominio

analisados, o que reafirma a natureza complexa da microbiota vaginal tanto no
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estado de saude quanto no estado de doenca em que cada individuo apresenta uma
populacdo carteristica de microrganismos.
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Figura 7 — Andlise de Componente Principal (PCA) entre as comunidades bacterianas determinada
pelos genes RNAr 16S para o dominio Bacteria.
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Figura 8 - Analise de Componente Principal (PCA) entre as comunidades bacterianas determinada
pelos genes RNAr 16S para o filo Actinobacteria.
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Figura 9 - Andlise de Componente Principal (PCA) entre as comunidades bacterianas determinada
pelos genes RNAr 16S para o filo Firmicutes.

5.2 HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)

Os resultados da quantificacdo bacteriana pela técnica de FISH estdo
apresentados no Apéndice A. Para as andlises de FISH dos cinco filos estudados
foram utilizadas 72 amostras. Nao houve diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos saudavel e doente (VB) em nenhum dos cinco filos analisados
(Figura 10). Os resultados da estatistica descritiva estdo demonstrados nas tabelas
6 e 7. O grupo de pacientes classificadas como intermediaria pelo escore de Nugent

ndo foi incluido na andlise estatistica devido ao pequeno numero de observacdes.

55



alfa-Proteobacteria beta-Proteobacteria gama-Proteobacteria

1.0 1.04 1.04
&) o )
) 3 0.8 % 0.8
N ‘O \Q
o o o
‘D S % 06
2 o 2
3 3 S 0.4
© T T
© e e
k%) K% k%)
c c c
Q [} )]
© o ©
saudavel doente saudavel doente ' saudavel doente
Firmicutes Actinobacteria
1.04 1.04
o =)
@ % 08
o) \Q
o o
o © 0.6
N e
< g
2 @
S ©
2 2
[J] [J]
o ©

saudavel doente saudéavel doente

Figura 10 — Quantificacdo das células bacterianas entre 0s grupos de pacientes saudaveis e doentes
(VB) nos filos a-Proteobacteria, B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria pela
técnica de FISH.

Tabela 6 - Estatistica descritiva da quantificagdo de células bacterianas nos filos a-Proteobacteria, -
Proteobacteria e y-Proteobacteria entre os grupos saudéavel e doente (VB).

Estatistica descritiva a-Proteobacteria B-Proteobacteria y-Proteobacteria
Saudavel Doente Saudavel Doente Saudavel Doente
N° de observagbes 41 31 41 31 41 31
Minimo (10° cels/mL) 0 0 0 0 0 0
Maximo (106 cels/mL) 5,7 2,41 4,91 2,8 4,6 1,83
Média 0,4841 0,1410 0,3727 0,1719 0,1476 0,1223
Desvio Padréo 1,281 0,4706 0,8604 0,5434 0,7181 0,4501

Tabela 7 - Estatistica descritiva da quantificacdo de células bacterianas nos filos Firmicutes e
Actinobacteria entre os grupos saudavel e doente (VB).

Estatistica descritiva Firmicutes Actinobacteria
Saudavel Doente Saudavel Doente
N° de observacdes 41 31 41 31
Minimo (10° cels/mL) 0 0 0 0
Maximo (10° cels/mL) 3,64 8,78 2,71 3,67
Média 0,1744 0,5032 0,3351 0,2716
Desvio Padrao 0,6059 1,670 0,6285 0,7118
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A figura 11 representa a microfotografia da lamina de uma amostra do grupo
saudavel e outra do grupo doente coradas com DAPI para a contagem celular
bacteriana total e a microfotografia de uma amostra pertencente ao grupo saudavel
e outra amostra pertencente ao grupo doente hibridizadas com a sonda especifica

para o filo B-Proteobactéria.

Figura 11 — Microfotografia de lamina corada com DAPI para a contagem celular bacteriana total de
uma amostra do grupo saudavel (a) e outra amostra pertencente ao grupo doente (c), e
microfotografia de uma amostra do grupo saudavem (b) amostra pertencente ao grupo doente (d)
hibridizadas com a sonda especifica para o filo B-Proteobactéria.

5.3 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (gPCR)

Os dados da quantificacdo de Gardnerella vaginalis realizada por qPCR das
amostras de secrecdo vaginal estdo apresentados no Apéndice B. O grupo de

pacientes classificadas como intermediaria pelo escore de Nugent néo foi incluido na
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andlise estatistica para nenhum grupo bacteriano analisado, devido ao pequeno
namero de observacdes. Foi observada diferenca estatisticamente significativa na
quantificacdo de G. vaginalis entre os grupos saudavel e doente (VB) (p<0,0001)
(Grafico 1). Os valores da estatistica descritiva estdo demonstrados na tabela 8.
Gardnerella vaginalis foi detectada em 33 das 42 (78,6%) amostras de pacientes

pertencentes ao grupo saudavel e em todas as 36 (100%) amostras de pacientes
pertencentes ao grupo doente VB.

G. vaginalis A.vaginae Lactobacillus spp.
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Gréfico 1 — Carga média (log cépias/mL) Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Mobiluncus spp.,

Lactobacillus spp. e de Mycoplasma hominis entre os grupos de pacientes saudaveis e doentes (VB).
p<0,05.

Tabela 8 — Estatistica descritiva dos dados de quantificacdo de Gardnerellavaginalis entre pacientes
saudéaveis e doentes (VB).

Estatistica descritiva Saudavel Doente
Ndmero de observagtes 42 36
Minimo (log cépias/mL) 0 3,130
Maximo (log copias/mL) 6,010 8,710

Média 2,998 6,842
Desvio padréao 1,823 1,246

Os dados da quantificacdo de Atopobium vaginae realizada por gPCR das
amostras de secrecao vaginal estdo apresentados no Apéndice C. Entre os grupos

saudavel e doente (VB) foi observada diferenca estatisticamente significativa na
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quantificacdo de A. vaginae (p<0,0001) (Grafico 1). Os valores da estatistica
descritiva estdo demonstrados na tabela 9.

A frequéncia de A. vaginae entre as amostras do grupo saudavel foi de 97,6%
(41 das 42 amostras) e de 100% entre o grupo doente VB. Em trés amostras (8,3%)
do grupo doente VB cuja carga de A. vaginae apresentou-se baixa foi observada
uma concentracdo elevada de G. vaginalis, o que confirma a classificacdo dessas

amostras pelo escore de Nugent.

Tabela 9 — Estatistica descritiva dos dados de quantificagdo de Atopobium vaginae entre pacientes
saudaveis e doentes (VB).

Estatistica descritiva Saudavel Doente
Numero de observactes 42 36
Minimo (log copias/mL) 0 3,503
Méximo (log cépias/mL) 7,441 9,709

Média 4,123 7,929
Desvio padrao 0,9820 1,623

Os dados da quantificacdo de Mobiluncus spp. realizada por gPCR das amostras
de secrecao vaginal estdo apresentados no Apéndice D. Os grupos saudavel e
doente (VB) foram considerados estatisticamente diferentes (p<0,0001) em relacdo a
guantificacdo de Mobiluncus spp. (Grafico 1). Os valores da estatistica descritiva
estdo demonstrados na tabela 10.

Mobiluncus spp. foi detectado em 36 das 42 (85,7%) amostras pertencentes ao

grupo saudavel e em 34 das 36 (94,4%) amostras do grupo doente VB.

Tabela 10 — Estatistica descritiva dos dados de quantificagdo de Mobiluncus spp. entre pacientes
saudéaveis e doentes (VB).

Estatistica descritiva Saudével Doente
Numero de observactes 42 36
Minimo (log cépias/mL) 0 0
Méaximo (log cépias/mL) 4,340 10,240

Média 1,469 3,875
Desvio padréo 1,829 3,132

Os dados da quantificacdo de Lactobacillus spp. realizada por gPCR das

amostras de secrecdo vaginal estdo apresentados no Apéndice E. Os grupos
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saudavel e doente (VB) sdo estatisticamente diferentes (p<0,05) em relagdo a
guantificacdo de Lactobacillus spp. (Gréafico 1). Os valores da estatistica descritiva
estdo demonstrados na tabela 11.

O género Lactobacillus apresentou uma frequéncia de 97,6% (41 das 42
amostras) no grupo saudavel e de 97,2% (35 das 36 amostras) no grupo doente VB.
Lactobacillus spp., Gardnerella vaginalis e Atopobium vaginae foram detectados
concomitantemente em 4 das 42 (9,5%) amostras de pacientes do grupo saudavel e
em 23 das 36 (63,9%) amostras do grupo doente VB, em niveis elevados (>10°
copias/mL) de concentragéo.

Os dados da quantificacdo de Mycoplasma hominis realizada por gPCR das
amostras de secrecdo vaginal estdo apresentados no Apéndice F. Para a
quantificacdo de M. hominis foram consideradas 68 amostras. Os grupos saudéavel e
doente (VB) mostraram-se estatisticamente diferentes (p<0,05) (Grafico 1) e os
valores da estatistica descritiva estdo demonstrados na tabela 13.

Mycoplasma hominis foi detectado somente em 1 das 35 (2,8%) amostras do grupo

saudavel e em 12 das 33 (36,4%) amostras pertencentes ao grupo doente VB.

Tabela 11 - Estatistica descritiva dos dados de quantificacdo de Lactobacillus spp. entre pacientes
saudéaveis e doentes (VB).

Estatistica descritiva Saudével Doente
Numero de observactes 42 36
Minimo (log cépias/mL) 0 0
Maximo (log copias/mL) 8,540 8,580

Média 6,921 5,942
Desvio padréo 1,909 2,107

Tabela 12 - Estatistica descritiva dos dados de quantificacdo de Micoplasma hominis entre pacientes

saudéaveis e doentes (VB).

Estatistica descritiva Saudével Doente
Numero de observactes 35 33
Minimo (log copias/mL) 0 0
Méaximo (log cépias/mL) 3,232 7,164

Média 0,09234 1,901
Desvio padréo 0,5463 2,734
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A carga bacteriana das mulheres com microbiota vaginal classificada como
intermediaria foi mais similar ao das mulheres com VB do que aquelas com
microbiota vaginal sadia. Todas as trés amostras (100%) de microbiota vaginal
intermediaria possuiam cargas elevadas de Lactobacillus spp. (Apéndice E). Todavia
as mesmas trés amostras intermediérias (100%) possuiam também cargas elevadas
de G. vaginalis, A. vaginae e Mobiluncus spp. (Apéndices B, C e D,
respectivamente). Mycoplasma hominis somente foi detectado em uma das trés
(33,3%) amostras de microbiota vaginal intermediaria (Apéndice F).

A correlacdo da quantificacdo por gqPCR das espécies e géneros bacterianos
contemplados pelo escore de Nugent estd apresentada na figura 12 enquanto que a
correlacdo da quantificagéo por gPCR entre Gardnerella vaginalis, Lactobacillus spp.
e Mobiluncus spp. esta representada na figura 13. De um modo geral, as cargas
bacterianas de G. vaginalis (R=0,7144) e Mobiluncus spp. (R=0,3909) aumentaram
com o aumento do escore de Nugent. Em contrapartida, os resultados da
quantificacdo do género Lactobacillus spp. (R= -0,2714) decresceram com O
aumento do escore de Nugent. A carga bacteriana de G. vaginalis aumentou
concomintantemente com a carga de Mobiluncus spp. (R=0,9129) ao passo que a
carga bacteriana de Lactobacillus spp. decresceu com o aumento das cargas de G.
vaginalis (R= -0,3356) e Mobiluncus spp. (R= -0,2349).

61



- -
[+ (=] (<]
1 1 ]

log cépias/mL G. vaginalis

R=0,7144

Score de Nugent

-
L=
]

=
(=1
1

o
1

-
Lo

=
=]

L

R=0,3909

log copias/mL Mobiluncus spp.

[-%
o
]
=1
=
=
3]
]
£
2
3]
L]
-1
-
E
S
@
&
o
0
o
o]
o

Score de Nugent

]
0-—e—»
0 2
R= -0,2714

4 * L e N
L J L ] LR N 1]
. » LR ] [ J

- L]

[ ]

L ] L ] L J * &

L ] L J - B
4 A

T T 1
0 2 4 6 8

10

Score de Nugent

10

Figura 12 — Correlac&o dos resultados da quantificacéo realizada por gPCR de Gardnerella vaginalis
Mobiluncus spp. e Lactobacillus spp. com o escore de Nugent.

154

10+

R=0,9129

£

-5

log copias/mL Mobiluncus spp.
[4.]

2 4 6 8 10
log copias/mL G. vaginalis

Lactobacillusspp.

12
0 2

log coplas/mL Lactobacliusspp.

4

10

log copias/mL G. vaginalis

R=-0,2349

Mobiluncus spp.

Figura 13 — Correlagdo dos resultados da quantificacdo realizada por gPCR entre Gardnerella
vaginalis, Mobiluncus spp. e Lactobacillus spp.

62



6 DISCUSSAO

Os micro-organismos que habitam a cavidade vaginal contribuem para o
equilibrio do ecossistema, em que as pressdes seletivas operantes (potencial redox,
tensdo de oxigénio, pH, disponibilidade nutricional, umidade, salinidade) modulam a
distribuicdo de micro-organismos que compdem a microbiota residente (VITALI, et
al., 2007). Sendo assim, pode-se dizer que o status de saude do trato genital
feminino é dependente da microbiota vaginal, em funcdo do seu papel bioldgico nos
sitios colonizados dos hospedeiros (LARSEN; MONIF, 2001).

A microbiota vaginal é predominantemente dominada pelo género Lactobacillus,
mas também possui patégenos oportunistas, que em condi¢cdes de equilibrio ndo
causam doenca ao hospedeiro. Entre esses patdogenos podemos citar Gardnerella
vaginalis, Atopobium vaginae, Mobiluncus spp. e Mycoplasma hominis. Os
lactobacilos possuem algumas propriedades que permitem a colonizacdo da mucosa
vaginal e o seu dominio nesse ambiente, como a adeséo especifica a superficie das
células epiteliais e producdo de perdéxido de hidrogénio e bacteriocinas (FILHO;
DINIZ; SILVA, 2010; LIVENGOOD, 2009; MARTIN et al.,, 2008; MARTIN, 2012;
SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008).

Nesse contexto, o0s Lactobacillus destacam-se por exercer um papel
determinante na estrutura das comunidades bacterianas vaginais e na protecao
tanto contra a invasdo por patégenos como também contra o crescimento
exacerbado de espécies potencialmente patogénicas presentes na microbiota
vaginal saudavel (ESCHENBACH et al., 1989; GRAHN-HAKANSSON, 2006;
MCLEAN; ROSENSTEIN, 2000; RONNQVIST; FORSGREN-BRUSK, 2006).

O presente estudo caracterizou a estrutura das comunidades bacterianas
vaginais em mulheres sadias e com vaginose bacteriana, e investiga mudancas
gualitativas e quantitativas em populacdes bacterianas numericamente dominantes
relacionadas tanto a VB quanto a microbiota vaginal saudavel. As técnicas
moleculares PCR-DGGE, PCR quantitativa em tempo real (QPCR) e FISH foram
utilizadas em conjunto a fim de se obter um panorama geral sobre a ecologia do

ambiente vaginal sob as condi¢bes de saude e doenca.
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Os métodos moleculares tém sido cada vez mais utilizados em comparacdo a
microscopia e métodos dependentes de cultivo, por sofrerem menor interferéncia
tanto do observador quanto do meio de cultura, o que possibilita uma visdo mais
direta e detalhada da quantificacdo de determinadas espécies em uma amostra (DE
BACKER et al., 2007).

Estudos recentes utilizando métodos independentes de cultivo tém demonstrado
qgue a diversidade na composicdo bacteriana vaginal entre mulheres saudaveis e
afetadas pela vaginose bacteriana é bastante complexa (DIAO et al., 2011; LING et
al., 2010; VITALI et al., 2007). No presente estudo, a técnica PCR-DGGE foi
utilizada para caracterizar a diversidade bacteriana vaginal de mulheres com
diferentes status de saude, a fim de melhor compreender a etiologia da VB.

A andlise de agrupamento tanto para o dominio Bacteria quanto para os filos
Firmicutes e Actinobacteria mostrou que as amostras provenientes de mulheres com
mesmo status de saude tenderam a se agrupar, porém em clusters separados. A
analise de componente principal (PCA) demonstrou que amostras pertencentes a
um mesmo status de salde apresentaram comunidades bacterianas diversas e
complexas. N&o foi observado nenhum perfil de agrupamento entre as amostras
pertencentes a um mesmo status de saude para nenhum dos filos e dominio
analisados. Esses resultados podem evidenciar o fato de que mesmo entre as
mulheres saudaveis e com VB a composicao filogenética das comunidades
bacterianas vaginais é diversa e complexa em que cada individuo apresenta uma
populacdo carteristica de microrganismos (DIAO et al., 2010; FREDRICKS et al.,
2007; HYMAN et al., 2005; LING et al., 2010).

A andlise da variavel riqueza desse estudo também revelou perfis distintos entre
as pacientes saudaveis e doentes. Apenas no filo Actinobacteria, os grupos
saudavel e doente (VB) divergiram na andlise de ambas as variaveis, e em relacédo
ao filo Firmicutes, somente na andlise da variavel riqueza foi observada discrepancia
entre 0s grupos de pacientes.

De acordo com os resultados obtidos nas andlises por gPCR, o género
Lactobacillus foi identificado em quase todas as pacientes saudaveis e doentes (VB),
enquanto que a espécie M. hominis foi pouco encontrada entre as amostras e
possuiu frequéncia maior no grupo doente (VB). Esses resultados poderiam explicar

o resultado obtido na analise da variavel diversidade para o filo Firmicutes, onde néo
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foi possivel diferenciar os grupos saudavel e doente considerando que o género
Lactobacillus e M. hominis pertencem a esse filo.

Ainda de acordo com os resultados da gPCR, o género Mobiluncus e as espécies
G. vaginalis e A. vaginae foram detectados em alta frequéncia nos grupos saudavel
e doente (VB). Apesar disso, foi possivel a diferenciagdo dos grupos saudavel e
doente (VB) no filo Actinobacteria com relacéo a variavel riqueza. Estudos recentes
utilizandos técnicas de sequenciamento tém demonstrado a presenca de uma ampla
variedade de espécies néo cultivaveis e fastididosas que até entdo ndo haviam sido
identificadas em comunidades bacterianas vaginais de pacientes com VB (FERRIS
et al., 2004; HYMAN et al., 2005; LING et al., 2010; VERHELST et al., 2004; VITALI
et al., 2007). No presente trabalho a técnica PCR-DGGE nao foi utilizada em
conjunto com nenhuma técnica de sequenciamento e apenas algumas espécies e
géneros foram pesquisados pela qPCR. Dessa forma, nem todas as espécies
envolvidas na patogénese da VB foram analisadas.

A técnica de FISH é amplamente utilizada na ecologia microbiana e no
diagnéstico clinico de patogenias. Na ecologia, a FISH pode ser utilizada na
identificag@o microscopica e no rastreamento de organismos, diretamente a partir do
meio ambiente, e também é um método para a avaliacdo direta, por microscopia, da
composigdo de comunidades microbianas (MADIGAN et al., 2010).

A FISH permite o estudo da estrutura de comunidades bacterianas de uma
maneira tanto qualitativa quanto quantitativa, € uma técnica de facil execu¢édo e uma
vez que sondas especificas ja validadas estejam disponineis permite a detec¢édo do
micro-organismo alvo em amostras clinicas ou ambientais em poucas horas
(WAGNER; HAIDER, 2012).

No presente trabalho, a caracterizacdo filogenética pela técnica de FISH né&o
permitiu diferenciar os grupos saudavel e doente (VB) entre os diferentes filos
avaliados. Tal fato pode ser devido a grande complexidade da microbiota vaginal em
gue cada filo esta representado por uma ampla gama de espécies (DIAO ET al.,
2010; FILHO; DINIZ; SILVA, 2010; FREDRICKS et al., 2007; HYMAN ET al., 2005;
LING ET al., 2010). Varios estudos tém demonstrado que além das espécies e
géneros pesquisados nesse trabalho existem muitas outras espécies que podem
estar envolvidas na patogénese da VB (FERRIS et al., 2004; HYMAN et al., 2005;
LING et al., 2010; VERHELST et al., 2004; VITALI et al., 2007). Nesse estudo, a
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técnica de FISH foi utilizada para a pesquisa de cinco grandes grupos dentro do
dominio Bacteria. E possivel que determinadas espécies bacterianas envolvidas na
patogénese da VB facam parte do mesmo filo de bactérias predominantes na
microbiota vaginal saudavel, o que poderia comprometer a diferenciacao dos grupos
saudavel e doente (VB) em relagéo aos filos pesquisados.

Deve-se ressaltar também a limitagdo das sondas utilizadas nesse estudo,
especialmente as sondas para os filos B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Firmicutes
e Actinobacteria, as quais possuem especificidade para uma ampla parcela de
géneros e espécies, porém ndo sdo capazes de detectar a totalidade dos taxons
contemplados por esses filos (MANZ, et al., 1992; MEIER, et al., 1999). Dessa
forma, nem todas as espécies e géneros pertencentes aos filos analisados puderam
ser detectadas nas amostras provenientes de pacientes saudaveis e doentes (VB), o
que também pode ter comprometido a diferenciacao entre os grupos.

A técnica de FISH tem sido utilizada em estudos recentes para a identificacdo e
quantificacdo de patdégenos relacionados com a VB e Lactobacillus spp. a fim de
avaliar a relacdo desses micro-organismos entre as pacientes saudaveis e doentes e
também para a avaliacdo da eficacia de tratamentos com antimicrobianos na
erradicacdo do biofilme bacteriano formado durante a VB (MACHADO et al., 2013;
SRINIVASAN et al., 2013; SWIDSINSKI et al., 2007; SWIDSINSKI et al., 2011).
Swidsinski e colaboradores (2010) descreveram recentemente um método
alternativo de diagnéstico para a VB baseado na técnica de FISH, que consiste na
visualizacdo da formacgdo de biofilme caracteristico da VB em células epiteliais
vaginais descamativas presentes no sedimento urinario.

PCR quantitativa em tempo real foi utilizada com o intuito de estimar alteracdes
quantitativas nas populacées de Lactobacillus spp. e dos principais patdgenos
associados a VB em comunidades bacterianas vaginais provenientes de mulheres
saudaveis e doentes (VB). Os resultados das quantificacfes realizadas por qPCR
mostraram que G. vaginalis, A. vaginae, M. hominis e Mobiluncus spp. séo
encontrados em maiores concentragdes na microbiota vaginal de mulheres com VB
em relacdo as pacientes saudaveis, enquanto que Lactobacillus spp. foram
detectado em maiores concentracdes na microbiota vaginal de mulheres sadias em
relacdo as pacientes acometidas pela VB. Todavia, elevadas concentragfes desse

género também foram detectadas nas pacientes doentes. Estudos recentes
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realizados por Jespers et al. (2012), Menard e colaboradores (2008) e Zozaya-
Hinchliffe et al. (2010) corroboram esses resultados. Sha et al. (2005) obtiveram
resultado semelhante ao avaliar a presenca de potenciais patdgenos envolvidos com
a VB e Lactobacillus spp. em mulheres com VB e infectadas com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV).

Fethers e colaboradores (2012) avaliaram a associacdo de oito potenciais
patégenos descritos na literatura e vaginose bacteriana. Gardnerella vaginalis e A.
vaginae foram detectados em altas concentragées no grupo de pacientes doentes
VB e em baixas concentrages no grupo saudavel, corroborando os resultados
encontrados nesse estudo.

Gardnerella vaginalis ha longo tempo tem sido implicada no desenvolvimento da
VB e publicagbes recentes tém demonstrado que os biofilmes produzidos por G.
vaginalis podem ser criticos para a patogénese e sintomatologia dessa doenca
(JOSEY; SCHWEBKE, 2008; SWIDSINSKI et al. 2005). Estudos utilizando ensaios
enzimaticos para a identificacdo de biotipos de G. vaginalis e comparacdes
gendmicas entre isolados de G. vaginalis sugerem que linhagens de G. vaginalis
podem ter diferentes graus de viruléncia, sendo que a formacgao de biofilme destaca-
se como um importante fator de viruléncia nessa espécie (EREN et al., 2011). Os
resultados apresentados nesse trabalho, em que G. vaginalis foi detectada em alta
freqiéncia no grupo saudavel e em 100% das pacientes pertencentes ao grupo
doente, corroboram os resultados de outros estudos (MENARD et al., 2008;
SRINIVASAN; FREDRICKS, 2008).

De Backer et al. (2007) desenvolveram um estudo comparativo em que as
espécies G. vaginalis e A. vaginae foram quantificadas por qPCR a partir de
amostras de secrecgdo vaginal. Gardnerella vaginalis foi encontrada em todas as
amostras, porém em concentracbes muito mais elevadas naquelas em que a
microbiota vaginal encontrava-se alterada. Atopobium vaginae foi encontrado com
menor frequéncia em comparacao a G. vaginalis, mas em altas concentracdes nas
amostras de pacientes doentes, sugerindo, com base também em outros estudos,
gue sua presenca possa ser um marcador diagnostico para VB (FERRIS; MASZTAL;
MARTIN, 2004; THIES; KONIG; KONIG, 2007; BURTON et al., 2005; VERHELST et
al., 2004;). Em estudo realizado por Bradshaw et al. (2006) avaliando-se mulheres

com VB recorrente apods terapia com metronidazol, G. vaginalis foi detectada em alta
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frequéncia em mulheres com microbiota vaginal saudavel, enquanto que A. vaginae
apresentou-se escasso hesse mesmo grupo.

No presente estudo, A. vaginae, assim como G. vaginalis e Mobiluncus spp., foi
encontrada tanto em pacientes saudaveis quanto em pacientes com VB com
frequéncia semelhante, diferenciando-se entre os dois grupos apenas com relacéo a
sua concentracdo, e dessa forma néo foi possivel relacionar a presenca de A.
vaginae como marcador diagnostico para VB. Estudos realizados por Fethers e
colaboradores (2012), Menard e colaboradores (2008) e Zozaya-Hinchliffe e
colaboradores (2010) corroboram esses resultados.

De acordo com Menard et al. (2008), a quantificacdo de A. vaginae pode ser
considerada um bom preditor para a VB ao invés de sua simples presenca.
Caracteristicas epidemiolégicas e diferencas entre os ensaios de PCR podem
explicar essa discrepancia (MENARD et al., 2008). Sabe-se que uma redugcédo em
tamanho de uma sequéncia alvo de DNA pode aumentar a sensibilidade de um
ensaio de PCR em torno de 24% a 39% (CHAKRAVORTY et al., 2006; HONMA et
al., 1993). Ao utilizar uma sequéncia do alvo DNAr 16S de tamanho reduzido, como
no presente estudo em que o alvo DNAr 16S A. vaginae possuia 86 pares de bases
(MENARD et al., 2008), podemos inferir que a qPCR sera mais sensivel. Ainda de
acordo com Menard e colaboradores (2008), a quantificacdo de varios micro-
organismos, especialmente A. vaginae e G. vaginalis, permite o diagndstico
molecular da VB.

Atopobium vaginae foi detectado nas amostras do grupo doente VB sempre na
presenca de G. vaginalis. Tal fato corrobora a sugestdo de um sinergismo entre
ambas as espécies, e que esse fenbmeno pode fazer parte da patogénese da VB,
tal como ja apresentado na literatura (BRADSHAW et al., 2006). A coexisténcia de
G. vaginalis e A. vaginae tem sido demonstrada em estudos recentes em uma alta
frequéncia entre amostras dentro do grupo VB e em menor frequéncia dentro o
grupo saudavel (BRADSHAW et al., 2006; VERHELST et al., 2004; VERHELST et
al., 2005).

Apesar da frequéncia da espécie Mycoplasma hominis ter sido menor entre 0s
grupos saudavel e doente VB em comparacao as outras espécies avaliadas nesse
trabalho, sua presenca é preocupante, devido aos riscos a saude que ela pode

representar. Além de ser uma das bactérias envolvidas na patogénese da VB, pode
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estar relacionada a doenca inflamatéria pélvica e infec¢cdes durante a gravidez
(WAITES; TALKINGTON, 2005).

Lactobacillus spp. foi detectado em elevadas concentragbes na grande maioria
das pacientes dentro do grupo saudavel e também em pacientes pertencentes ao
grupo doente VB. De acordo com Verhelst et al. (2005) e Zozaya-Hinchliffe et al.
(2010), Lactobacillus iners é a espécie do género Lactobacillus mais prevalente na
microbiota vaginal e, ao contrério das espécies Lactobacillus jensenii e Lactobacillus
crispatus, € comum e abundante em pacientes cuja comunidade microbiana vaginal
possui patdgenos relacionados a VB em altas concentracdes, o que poderia explicar
os resultados obtidos nesse trabalho, embora essa espécie ndo tenha sido avaliada
isoladamente.

Em algumas amostras originadas de pacientes saudaveis e também do grupo
doente VB foi detectada a presenca de G. vaginalis, A. vaginae e Lactobacillus spp.
concomitantemente. Esse resultado mostra que a presenca de Lactobacillus pode
nao excluir patdbgenos potenciais da microbiota vaginal, da mesma forma que a
simples presenca de G. vaginalis e A. vaginae ndo esta estritamente relacionada as
manifestacbes clinicas da VB (VITALI et al., 2007). Segundo Coolen e
colaboradores (2005), na microbiota vaginal saudavel, G. vaginalis poderia
representar o que se chama de “espécie sentinela”, um termo utilizado para se
referir a espécies presentes na microbiota residente que séo sensiveis as mudancas
nas caracteristics fisicas, quimicas ou biolégicas do ambiente em que se encontram,
e que respondem através de um aumento da sua populacdo. A identificacdo de
potenciais “espécies sentinela” pode ser util para predizer se existe risco aumentado
de um individuo contrair uma determinada infeccdo devido a alteracdes na
composicdo das comunidades microbianas ou mudancas na abundancia de
populacbes especificas e também ser utilizada para a prevencdo e diagndstico
precoce da VB (BURTON; REID, 2002; DEVILLARD; BURTON; REID, 2005;
FREDRICKS; FIEDLER; MARRAZZO, 2005; ZARIFFARD et al., 2002).

A microbiota intermediaria pode ser considerada tanto como um estagio de
transicéo entre a microbiota de pacientes saudaveis e a microbiota de pacientes com
VB, como também uma microbiota heterogénea, que possui caracteristicas tanto da
microbiota saudavel quanto da microbiota de pacientes com VB (ISON; HAY, 2002;
LARSSON et al., 2004; LIBMAN; KRAMER; PLATT, 2006; VERHELST et al., 2005).
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Bradshaw et al. (2006) sugere que a microbiota intermediaria possui um perfil mais
semelhante ao da microbiota de pacientes com VB. No presente estudo, as
amostras classificadas como intermediarias pelo escore de Nugent apresentaram
quantificacdes de A. vaginae, G. vaginalis e Mobiluncus spp. mais semelhantes aos
resultados das amostras do grupo doente VB, o que poderia confirmar o carater
heterogéneo da microbiota vaginal intermediaria. Esses dados também podem
sugerir menor sensibilidade do escore de Nugent enquanto método diagndstico para
a VB em comparacdo com a técnica de gPCR, devido ao fato de que A. vaginae e
M. hominis ndo séo detectados pela coloracdo de Gram no escore de Nugent
(MENARD et al., 2008). Embora o diagndstico da VB pelo escore de Nugent seja
considerado padrdo ouro, sabe-se que é passivel de vieses (JESPERS et al., 2012).

Os resultados para a quantificagdo de G. vaginalis, Mobiluncus spp. e
Lactobacillus spp. por gPCR nesse estudo estdo de acordo com a classificacdo das
amostras pelo escore de Nugent para o diagnéstico da VB. Bradshaw et al. (2006) e
Sha et al. (2005) demonstraram resultados semelhantes ao comparar a
quantificacdo de G. vaginalis e Lactobacillus spp. por gPCR com a classificagéo pelo
escore de Nugent no diagnéstico da VB.

A avaliagdo da correlagdo entre a concentracdo das espécies e géneros
estudados nesse trabalho e os valores para o escore de Nugent mostrou que ha
uma diminuicdo na concentragédo de Lactobacillus spp. com o aumento do escore de
Nugent e que em contrapartida ocorre um aumento da concentracdo de G. vaginalis,
e Mobiluncus spp. a medida em que ha aumento do escore de Nugent. Entre os
géneros e espécie, foi observado que a carga de Mobiluncus spp. aumenta a medida
gue a concentracdo de G. vaginalis eleva-se e que a concentracao de Lactobacillus
spp. diminui com o aumento das cargas de Mobiluncus spp. e G. vaginalis. Tais
resultados podem ser considerados representativos da patogénese da VB e em
estudo realizado por Jespers et al. (2012) foram encontrados resultados
semelhantes.

Menard e colaboradores (2008) realizaram um estudo em que a técnica de gPCR
foi usada para definir um limiar quantitativo para a determinacdo da carga de G.
vaginalis e A. vaginae para posterior utilizagdo como ferramenta diagnostica mais
especifica para a VB do que a mera presencga e auséncia desses micro-organismos.

Os dados apresentados nesse estudo sédo consistentes com os do estudo anterior,
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ao mostrar que G. vaginalis e A. vaginae estdo presentes em altas concentracdes
em pacientes com VB e em uma alta frequéncia dentro do grupo de pacientes
saudaveis.

No presente estudo, métodos moleculares foram utilizados para a caracterizacéo
de comunidades bacterianas vaginais a partir da quantificagdo de quatro patégenos
de interesse na patogénse da VB e Lactobacillus spp., e através da avaliacdo da
ocorréncia dos filos Firmicutes, Actinobacteria, a-Proteobactéria, 3-Proteobactéria e
y-Proteobactéria. Cada vez mais um namero crescente de patdégenos envolvidos na
etiologia e patogénese da VB vem sendo citados na literatura, o que evidencia a
importancia do estudo da vaginose bacteriana para que a etiologia e patogénese
dessa doenca sejam melhor compreendidas, e para que novas ferramentas
diagnosticas sejam implantadas, bem como regimes terapéuticos mais eficazes
sejam adotados (HUMMELEN et al., 2010; SCHELLENBERG et al., 2009).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O uso combinado das técnicas PCR-DGGE, FISH e PCR quantitativa em tempo
real representa uma estratégia bem sucedida para o monitoramento qualitativo e
quantitativo de alteragbes na microbiota vaginal relacionadas a doencas infecciosas,
como a vaginose bacteriana. O presente estudo foi capaz de mostrar que a qPCR
pode ser utilizada para a deteccdo e quantificacdo de micro-organismos
relacionados a VB, e que a PCR-DGGE e a FISH podem ser Uteis para o estudo da
diversidade de comunidades microbianas.

A utilizagdo das técnicas de PCR-DGGE e FISH forneceram uma abordagem
geral para a caracterizacdo das comunidades microbianas vaginais. Os resultados
obtidos nesse estudo mostraram que as comunidades microbianas vaginais tanto de
pacientes saudaveis quanto pacientes doentes sdo bastante diversas, tanto na
comparacao dentro do mesmo grupo quanto entre os dois grupos de pacientes, e
que sua composicdo tende a modificar-se de acordo com o status de saude das
pacientes.

De acordo com os resultados da qPCR, os Lactobacillus spp. destacaram-se
como sendo o grupo predominante ndo s na microbiota vaginal saudavel mas
também na microbiota doente (VB). Contudo, embora nenhuma bactéria tenha sido
associada unicamente a VB, os dados apresentados nesse estudo indicam que as
comunidades vaginais incluindo G. vaginalis, A. vaginae, Mobiluncus spp. e M.
hominis estiveram claramente associadas a VB. Essas espécies e género podem ser
utilizados como marcadores para essa doenca e poderiam atuar como alvos para as
abordagens de diagndstico molecular da VB.

Técnicas moleculares representam uma excelente ferramenta para identificacao
de micro-organismos envolvidos na patogénese da VB. Os dados obtidos nesse
estudo contribuem para uma melhor compreenséo sobre quais micro-organismos
estdo relacionados a VB e qual o seu papel na patogénese da doenca.

A utilizacdo de métodos moleculares permite o0 acompanhamento de alteracfes
na composicdo das comunidades microbianas vaginais de uma maneira continua.
Tal fato pode contribuir tanto para o desevolvimento de ferramentas que auxiliem no

diagnéstico de mulheres acometidas pela VB como também contribuir com a
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melhoria e otimizacdo dos regimes terapéuticos adotados na prética clinica para o
tratamento da VB.
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8 CONCLUSOES

e O estudo da estrutura da comunidade bacteriana vaginal pela técnica de
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) demonstrou que a
microbiota vaginal é bastante diversa e complexa, e que as amostras
provenientes de pacientes doentes sdo mais similares entre si do que as
amostras pertencentes ao grupo saudavel entre os filos Firmicutes e

Actinobacteria.

e A caracterizacdo filogenética das comunidades bacterianas vaginais pela
técnica de FISH evidenciou a grande complexidade e diversidade da
microbiota vaginal. Cada um dos filos pesquisados esteve representado por
uma ampla gama de espécies e todos os filos estiveram presentes em alta
frequéncia, tanto entre as amostras provenitentes de pacientes doentes

quanto em amostras pertencentes ao grupo saudavel.

e Os resultados da andlise de gPCR para as espécies Gardnerella vaginalis e
Atopobium vaginae, sugerem que a elevada concentracdo dessas espécies
na microbiota vaginal de pacientes doentes, e ndo a simples presenca desses

patdgenos, pode estar relacionada as manifestacdes clinicas da VB.

e Gardnerella vaginalis e Atopobium vaginae foram identificadas em todas as
amostras pertencentes ao grupo doente, sugerindo que um sinergismo entre

G. vaginalis e A. vaginae possa contribuir com a patogénese da VB.

e Mobiluncus spp. e Mycoplasma hominis foram detectados em maior
frequéncia e elevadas concentracdes entre as amostras provenientes de
pacientes do grupo doente em relacdo ao grupo saudavel. Tais resultados
sugerem que Mobiluncus spp. e M. hominis podem estar envolvidos na

patogénese da VB.
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Lactobacillus spp. esteve amplamente frequente entre as amostras
provenientes de pacientes doentes e presente em todas as amostras do
grupo saudavel em concentracdes mais elevadas, sugerindo que as espécies

desse género séo parte integrante da microbiota vaginal.

Nas pacientes doentes, Lactobacillus spp. foram detectados
concomitantemente com elevadas concentracfes de bactérias patogénicas
relacionadas a VB, sugerindo que a presenca de Lactobacillus ndo exclui

patdgenos potenciais da microbiota vaginal.

A avaliacdo da correlacdo entre Lactobacillus spp., Gardnerella vaginalis e
Mobiluncus spp. e o escore de Nugent mostrou que o0s resultados
encontrados pela técnica de qPCR estdo de acordo com o diagnéstico das

pacientes obtido pelo escore de Nugent.
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ANEXO A — ESCORE DE NUGENT (DIAGNOSTICO LABORATORIAL).

Escore de Nugent

Numero de
Tipo Morfolégico micro-organismos/Campo de Pontuacéao
iImerséo
>30 0
Lactobacillus spp. ou 5-30 1
Bacilos de Doderlein 1-4 2
(bacilos Gram-positivos) 1 3
0 4
Mobiluncus spp. 0 0
(bacilos Gram-negativos 1-4 1
curvos) 5 2
Gardnerella >30 4
vaginalis/Bacteroides sp. 5-30 3
(bacilos Gram-variaveis e 1-4 2
Gram-negativos 1 1
pequenos) 0 0

Some os pontos obtidos e verifique a interpretagéo

Pontuacgéo Interpretacéo
0-3 Normal
4-6 Intermediario
7-10 Vaginose Bacteriana

Fonte: Adaptado de Nugent, Krohn e Hillier (1991).



APENDICE A — QUANTIFICACAO BACTERIANA DAS AMOSTRAS DA SECREGCAO
VAGINAL DAS PACIENTES PELA TECNICA DE FISH DOS FILOS A-
PROTEOBACTERIA, B-PROTEOBACTERIA, I-PROTEOBACTERIA, FIRMICUTES E
ACTINOBACTERIA E CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COMO ESCORE
DE NUGENT.

a-Proteo B-Proteo y-Proteo  Firmicutes . . DAPI
Amostra (10° (10° (10° (10° ?ig?gggi:ﬁ[')a (10° Escore de Nugent
céls/mL) céls/mL) céls/mL) céls/mL) céls/mL)

219 0,00 0,00 0,27 2,92 0,00 14,44 INTERMEDIARIA
229 0,00 0,71 3,92 0,00 0,80 11,50 INTERMEDIARIA
101 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,86 SAUDAVEL
102 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,79 SAUDAVEL
111 4,13 0,21 0,00 0,03 0,72 11,59 SAUDAVEL
112 2,97 0,00 0,17 0,14 0,00 39,11 SAUDAVEL
114 0,00 0,00 0,28 0,14 0,00 14,85 SAUDAVEL
120 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,70 SAUDAVEL
121 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,82 SAUDAVEL
122 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,69 SAUDAVEL
123 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 12,29 SAUDAVEL
124 0,00 0,67 0,00 0,00 0,13 5,69 SAUDAVEL
125 5,70 0,00 0,00 0,00 0,00 17,30 SAUDAVEL
133 0,00 0,42 0,00 0,13 0,36 22,00 SAUDAVEL
130 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,30 SAUDAVEL
131 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,16 SAUDAVEL
132 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,79 SAUDAVEL
135 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,72 SAUDAVEL
136 0,00 0,00 0,00 0,00 0,89 15,67 SAUDAVEL
137 0,00 0,06 4,60 0,00 0,00 25,00 SAUDAVEL
150 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,37 SAUDAVEL
202 0,00 0,00 0,29 0,00 1,95 14,72 SAUDAVEL
203 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 7,37 SAUDAVEL
204 0,00 0,00 0,00 0,00 0,79 8,70 SAUDAVEL
207 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,84 SAUDAVEL
214 0,00 0,00 0,00 0,00 0,63 6,32 SAUDAVEL
215 0,00 0,54 0,00 1,13 0,44 18,29 SAUDAVEL
216 0,08 0,94 0,23 0,78 2,71 27,80 SAUDAVEL
218 0,27 0,00 0,00 0,00 0,00 10,66 SAUDAVEL
220 0,00 0,36 0,00 0,00 0,00 3,60 SAUDAVEL
224 0,00 1,33 0,00 0,00 0,00 27,68 SAUDAVEL
225 0,65 4,91 0,00 0,00 2,10 8,77 SAUDAVEL
228 0,00 1,85 0,00 0,00 0,00 12,17 SAUDAVEL
234 0,00 0,65 0,00 0,00 0,00 10,73 SAUDAVEL
236 3,63 1,62 0,00 3,64 0,40 15,77 SAUDAVEL
239 0,00 0,00 0,00 0,00 1,07 16,47 SAUDAVEL
240 0,05 0,00 0,00 0,00 0,06 12,76 SAUDAVEL
241 0,00 0,29 0,00 0,40 0,59 22,42 SAUDAVEL

Continua.
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a-Proteo B-Proteo y-Proteo Firmicutes . . DAPI
Amostra (10° (10° (10° (10° ?ig?ggli%ﬁ[')a (10° Escore de Nugent
céls/mL) céls/mL) céls/mL) céls/mL) céls/mL)

242 0,00 0,13 0,00 0,76 0,00 8,70 SAUDAVEL

244 0,75 0,00 0,00 0,00 0,69 12,06 SAUDAVEL

245 0,00 0,52 0,24 0,00 0,00 35,38 SAUDAVEL

246 1,62 0,78 0,24 0,00 0,21 8,07 SAUDAVEL

248 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,81 SAUDAVEL
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 19,17 VB
0,00 0,00 0,00 0,00 1,05 5,29 VB
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 18,35 VB

103 0,00 0,00 0,00 1,87 0,00 64,64 VB

104 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 12,27 VB

105 2,41 0,00 0,00 0,00 0,00 16,60 VB

106 0,00 0,00 0,00 0,38 0,03 18,47 VB

107 0,00 1,22 0,03 0,00 0,00 6,69 VB

211 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 14,86 VB

113 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,97 VB

115 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 15,20 VB

119 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,60 VB

126 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,73 VB

127 0,00 2,80 0,00 0,00 0,00 19,99 VB

128 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 8,84 VB

129 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00 25,82 VB

134 0,00 0,00 0,00 3,16 0,08 25,07 VB

138 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 34,79 VB

139 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 12,41 VB

206 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,77 VB

208 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 3,39 VB

209 0,19 0,00 0,00 0,10 0,00 12,83 VB

217 1,13 0,44 0,00 0,15 0,21 28,78 VB

222 0,00 0,00 0,00 0,34 0,00 16,68 VB

226 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,47 VB

230 0,23 0,23 0,00 0,78 0,00 19,20 VB

231 0,17 0,19 0,00 0,00 0,44 10,17 VB

232 0,00 0,00 0,00 0,00 1,15 15,28 VB

237 0,00 0,40 1,83 0,00 1,03 14,30 VB

243 0,00 0,00 1,78 8,78 3,67 48,67 VB

247 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 26,05 VB

Concluséo.
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APENDICE B - QUANTIFICACAO DE GARDNERELLA VAGINALIS E
CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM O ESCORE DE NUGENT.

Amostra Cépias/uL Cépias/mL log copias/mL  Escore de Nugent
219 2,78E+04 6,95E+06 6,84 INTERMEDIARIA
221 2,14E+04 1,07E+07 7,03 INTERMEDIARIA
229 2,47E+05 1,24E+08 8,09 INTERMEDIARIA
101 5,115 1,28E+03 3,11 SAUDAVEL
102 9,68 4,84E+03 3,68 SAUDAVEL
108 7,16E+01 3,58E+04 4,55 SAUDAVEL
111 6,63E+01 1,66E+04 4,22 SAUDAVEL
112 2,29 1,15E+03 3,06 SAUDAVEL
114 1,16E+02 5,78E+04 4,76 SAUDAVEL
120 1,85E+01 9,23E+03 3,96 SAUDAVEL
121 0,509 2,54E+02 2,40 SAUDAVEL
122 5,42E+01 2,71E+04 4,43 SAUDAVEL
123 6,23 3,12E+03 3,49 SAUDAVEL
124 2,18 1,09E+03 3,04 SAUDAVEL
125 6,27E+01 3,13E+04 4,50 SAUDAVEL
130 0 0 0 SAUDAVEL
131 4,38 2,19E+03 3,34 SAUDAVEL
132 0 0 0 SAUDAVEL
133 0 0 0 SAUDAVEL
135 2,03E+03 1,02E+06 6,01 SAUDAVEL
136 0 0 0,00 SAUDAVEL
137 1,34 6,70E+02 2,83 SAUDAVEL
150 0 0 0 SAUDAVEL
202 1,91E+01 4,76E+03 3,68 SAUDAVEL
203 0 0 0 SAUDAVEL
204 2,08 5,20E+02 2,72 SAUDAVEL
207 1,07E+01 5,35E+03 3,73 SAUDAVEL
214 0 0 0 SAUDAVEL
215 2,08E+01 5,19E+03 3,71 SAUDAVEL
216 9,27E+02 2,32E+05 5,37 SAUDAVEL
218 2,39 5,98E+02 2,78 SAUDAVEL
220 5,93E+01 1,48E+04 417 SAUDAVEL
224 2,37E+01 1,18E+04 4,07 SAUDAVEL
225 1,26 6,30E+02 2,80 SAUDAVEL
228 0,274 6,85E+01 1,84 SAUDAVEL
234 0 0 0 SAUDAVEL
236 3,35 8,38E+02 2,92 SAUDAVEL
239 2,69E+03 6,73E+05 5,83 SAUDAVEL
240 4,315 1,08E+03 3,03 SAUDAVEL
241 3,86 1,93E+03 3,29 SAUDAVEL
242 1,22E+01 6,10E+03 3,79 SAUDAVEL

Continua.
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Amostra Copias/uL Cépias/mL log cOpias/mL Escore de Nugent
244 0 0 0,00 SAUDAVEL
245 3,34E+03 8,35E+05 5,92 SAUDAVEL
246 4,95E+01 1,24E+04 4,09 SAUDAVEL
248 2,45E+02 6,13E+04 4,79 SAUDAVEL

1 1,70E+04 8,50E+06 6,93 VB

2 1,13E+03 5,65E+05 5,75 VB

3 1,51E+05 7,55E+07 7,88 VB
103 4,15E+04 2,07E+07 7,32 VB
104 1,98E+04 9,90E+06 7,00 VB
105 1,89E+04 9,45E+06 6,98 VB
106 1,07E+03 5,35E+05 5,73 VB
107 8,06E+02 4,03E+05 5,61 VB
109 2,53E+04 1,26E+07 7,10 VB
110 8,29E+04 2,07E+07 7,32 VB
113 2,29E+04 1,14E+07 7,06 VB
115 1,44E+05 7,18E+07 7,86 VB
116 4,46E+04 2,23E+07 7,35 VB
117 1,28E+04 6,40E+06 6,81 VB
119 1,24E+04 6,18E+06 6,79 VB
126 1,28E+05 6,40E+07 7,81 VB
127 3,50E+05 1,75E+08 8,24 VB
128 1,03E+06 5,13E+08 8,71 VB
129 7,03E+03 3,52E+06 6,55 VB
134 1,94E+05 9,70E+07 7,99 VB
138 1,96E+03 9,80E+05 5,99 VB
139 2,02E+05 1,01E+08 8,00 VB
206 7,81 1,95E+03 3,29 VB
208 5,02E+05 2,51E+08 8,40 VB
209 2,53E+04 6,33E+06 6,80 VB
211 1,24E+05 6,20E+07 7,79 VB
217 4,05E+03 1,01E+06 6,01 VB
222 5,76E+03 1,44E+06 6,16 VB
226 3,15E+04 7,88E+06 6,90 VB
230 1,37E+06 3,41E+08 8,53 VB
231 4,40E+02 2,20E+05 5,34 VB
232 1,43E+05 7,13E+07 7,85 VB
237 8,61E+03 2,15E+06 6,33 VB
238 5,36 1,34E+03 3,13 VB
243 4,66E+03 2,33E+06 6,37 VB
247 1,77E+04 4,41E+06 6,64 VB

Concluséo.

99



APENDICE C - QUANTIFICACAO DE ATOPOBIUM VAGINAE E CLASSIFICACAO
DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM O ESCORE DE NUGENT.

Amostras  Coépias/uL Cépias/mL log copias/mL Escore de Nugent
221 3,98E+01 1,99E+04 4,299 INTERMEDIARIA
229 2,16E+02 1,08E+05 5,032 INTERMEDIARIA
219 1,32E+05 3,29E+07 7,517 INTERMEDIARIA
121 0 0 0 SAUDAVEL
207 2,94 1,47E+03 3,167 SAUDAVEL
150 5,95 1,49E+03 3,172 SAUDAVEL
241 3,99 1,99E+03 3,299 SAUDAVEL
244 8,54 2,13E+03 3,329 SAUDAVEL
101 9,70 2,43E+03 3,385 SAUDAVEL
234 5,20 2,60E+03 3,415 SAUDAVEL
218 1,14E+01 2,84E+03 3,453 SAUDAVEL
240 1,93E+01 4,81E+03 3,682 SAUDAVEL
124 1,02E+01 5,09E+03 3,707 SAUDAVEL
135 1,56E+01 7,82E+03 3,893 SAUDAVEL
203 3,56E+01 8,89E+03 3,949 SAUDAVEL
122 1,81E+01 9,05E+03 3,957 SAUDAVEL
137 2,02E+01 1,01E+04 4,004 SAUDAVEL
108 2,04E+01 1,02E+04 4,008 SAUDAVEL
242 2,06E+01 1,03E+04 4,012 SAUDAVEL
202 4,42E+01 1,11E+04 4,043 SAUDAVEL
246 4,71E+01 1,18E+04 4,071 SAUDAVEL
102 2,47E+01 1,24E+04 4,092 SAUDAVEL
228 5,11E+01 1,28E+04 4,106 SAUDAVEL
214 5,38E+01 1,35E+04 4,129 SAUDAVEL
136 2,86E+01 1,43E+04 4,155 SAUDAVEL
125 2,91E+01 1,45E+04 4,162 SAUDAVEL
114 3,10E+01 1,55E+04 4,190 SAUDAVEL
120 3,28E+01 1,64E+04 4,215 SAUDAVEL
132 3,32E+01 1,66E+04 4,219 SAUDAVEL
131 3,47E+01 1,73E+04 4,239 SAUDAVEL
204 8,52E+01 2,13E+04 4,328 SAUDAVEL
112 4,74E+01 2,37E+04 4,375 SAUDAVEL
224 5,04E+01 2,52E+04 4,401 SAUDAVEL
123 6,44E+01 3,22E+04 4,508 SAUDAVEL
220 1,32E+02 3,29E+04 4,517 SAUDAVEL
130 1,33E+02 3,31E+04 4,520 SAUDAVEL
111 1,34E+02 3,34E+04 4,523 SAUDAVEL
215 1,57E+02 3,91E+04 4,592 SAUDAVEL
133 7,98E+01 3,99E+04 4,601 SAUDAVEL
248 2,03E+02 5,06E+04 4,704 SAUDAVEL
236 2,38E+02 5,94E+04 4,774 SAUDAVEL

Continua.
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Amostras  Coépias/uL Cépias/mL log copias/mL  Escore de Nugent
225 1,49E+02 7,47TE+04 4,873 SAUDAVEL
216 8,75E+02 2,19E+05 5,340 SAUDAVEL
239 1,73E+03 4,31E+05 5,635 SAUDAVEL
245 1,10E+05 2,76E+07 7,441 SAUDAVEL
238 1,28E+01 3,19E+03 3,503 VB

1 2,49E+01 1,24E+04 4,094 VB
103 3,16E+01 1,58E+04 4,198 VB
107 5,04E+01 2,52E+04 4,401 VB
206 1,28E+03 3,19E+05 5,503 VB
243 7,84E+03 3,92E+06 6,593 VB
209 5,54E+04 1,39E+07 7,141 VB
104 6,70E+04 3,35E+07 7,525 VB
231 8,84E+04 4,42E+07 7,645 VB
222 2,83E+05 7,08E+07 7,850 VB
129 1,55E+05 7,75E+07 7,889 VB
217 3,23E+05 8,08E+07 7,907 VB
119 1,92E+05 9,60E+07 7,982 VB
226 4,30E+05 1,07E+08 8,031 VB

2 2,69E+05 1,35E+08 8,129 VB
139 3,64E+05 1,82E+08 8,259 VB

3 5,58E+05 2,79E+08 8,446 VB
230 6,23E+05 3,11E+08 8,493 VB
110 1,29E+06 3,21E+08 8,507 VB
134 6,72E+05 3,36E+08 8,526 VB
128 7,21E+05 3,61E+08 8,557 VB
237 1,90E+06 4,75E+08 8,677 VB
113 1,11E+06 5,56E+08 8,745 VB
105 1,25E+06 6,25E+08 8,796 VB
117 1,52E+06 7,58E+08 8,879 VB
116 1,54E+06 7,68E+08 8,885 VB
106 1,59E+06 7,95E+08 8,900 VB
211 2,20E+06 1,10E+09 9,041 VB
247 4,71E+06 1,18E+09 9,070 VB
138 2,61E+06 1,30E+09 9,115 VB
109 2,94E+06 1,47E+09 9,167 VB
208 3,30E+06 1,65E+09 9,217 VB
126 4,40E+06 2,20E+09 9,342 VB
115 4,43E+06 2,21E+09 9,345 VB
127 4,80E+06 2,40E+09 9,380 VB
232 1,02E+07 5,11E+09 9,709 VB

Concluséo.
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APENDICE D - QUANTIFICACAO DE MOBILUNCUS SPP. E CLASSIFICACAO
DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM O ESCORE DE NUGENT.

Amostras Cépias/pL Cépias/mL log copias/mL Escore de Nugent
229 2,77 1,38E+03 3,14 INTERMEDIARIA
221 2,93E+01 1,47E+04 4,17 INTERMEDIARIA
219 2,04E+03 5,09E+05 571 INTERMEDIARIA
102 0 0 0 SAUDAVEL
108 0 0 0 SAUDAVEL
214 0 0 0 SAUDAVEL
215 0 0 0 SAUDAVEL
216 0 0 0 SAUDAVEL
218 0 0 0 SAUDAVEL
130 6,97E-02 1,74E+01 1,24 SAUDAVEL
204 7,45E-02 1,86E+01 1,27 SAUDAVEL
228 8,90E-02 2,23E+01 1,35 SAUDAVEL
203 1,39E-01 3,48E+01 1,54 SAUDAVEL
135 8,08E-02 4,04E+01 1,61 SAUDAVEL
125 8,52E-02 4,26E+01 1,63 SAUDAVEL
150 1,87E-01 4,66E+01 1,67 SAUDAVEL
133 9,99E-02 4,99E+01 1,70 SAUDAVEL
136 1,32E-01 6,60E+01 1,82 SAUDAVEL
202 2,86E-01 7,14E+01 1,85 SAUDAVEL
137 1,47E-01 7,35E+01 1,87 SAUDAVEL
132 2,08E-01 1,04E+02 2,02 SAUDAVEL
207 3,41E-01 1,71E+02 2,23 SAUDAVEL
239 7,28E-01 1,82E+02 2,26 SAUDAVEL
245 9,14E-01 2,28E+02 2,36 SAUDAVEL
240 9,85E-01 2,46E+02 2,39 SAUDAVEL
234 5,66E-01 2,83E+02 2,45 SAUDAVEL
248 1,16 2,90E+02 2,46 SAUDAVEL
131 7,45E-01 3,72E+02 2,57 SAUDAVEL
101 5,25 1,31E+03 3,12 SAUDAVEL
242 2,78 1,39E+03 3,14 SAUDAVEL
241 2,87 1,44E+03 3,16 SAUDAVEL
111 6,49 1,62E+03 3,21 SAUDAVEL
220 7,30 1,83E+03 3,26 SAUDAVEL
246 7,76 1,94E+03 3,29 SAUDAVEL
244 9,46 2,36E+03 3,37 SAUDAVEL
225 8,80 4,40E+03 3,64 SAUDAVEL
112 1,46E+01 7,30E+03 3,86 SAUDAVEL
224 1,55E+01 7,73E+03 3,89 SAUDAVEL
121 1,65E+01 8,23E+03 3,92 SAUDAVEL
122 1,67E+01 8,35E+03 3,92 SAUDAVEL

Continua.
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Amostras copias/pL cépi_as/mL . I_og Escore de
(ajust) cOpias/mL Nugent

114 2,12E+01 1,06E+04 4,02 SAUDAVEL

124 2,34E+01 1,17E+04 4,07 SAUDAVEL

120 2,51E+01 1,26E+04 4,10 SAUDAVEL

236 5,69E+01 1,42E+04 4,15 SAUDAVEL

123 4,42E+01 2,21E+04 4,34 SAUDAVEL
110 0 0 0 VB
237 0 0 0 VB
206 3,85E-02 9,61E+00 0,98 VB
134 4,31E-02 2,16E+01 1,33 VB
129 6,98E-02 3,49E+01 1,54 VB
209 3,36E-01 8,39E+01 1,92 VB
126 2,16E-01 1,08E+02 2,03 VB
127 2,66E-01 1,33E+02 2,12 VB
238 8,74E-01 2,19E+02 2,34 VB
138 5,55E-01 2,78E+02 2,44 VB
139 6,83E-01 3,42E+02 2,53 VB
247 1,61 4,02E+02 2,60 VB
226 1,33E+01 3,32E+03 3,52 VB
109 7,85 3,93E+03 3,59 VB
107 7,90 3,95E+03 3,60 VB
106 8,88 4,44E+03 3,65 VB
117 1,21E+01 6,03E+03 3,78 VB
3 1,46E+01 7,30E+03 3,86 VB
1 1,70E+01 8,50E+03 3,93 VB
231 2,16E+01 1,08E+04 4,03 VB
113 3,72E+01 1,86E+04 4,27 VB
115 9,64E+01 4,82E+04 4,68 VB
222 1,93E+02 4,83E+04 4,68 VB
211 1,45E+02 7,23E+04 4,86 VB
2 2,43E+02 1,22E+05 5,08 VB
103 1,63E+03 8,15E+05 5,91 VB
119 2,63E+03 1,32E+06 6,12 VB
128 4,20E+03 2,10E+06 6,32 VB
208 5,34E+03 2,67E+06 6,43 VB
243 7,88E+03 3,94E+06 6,60 VB
105 8,04E+04 4,02E+07 7,60 VB
232 8,08E+04 4,04E+07 7,61 VB
217 8,31E+05 2,08E+08 8,32 VB
230 2,06E+06 5,14E+08 8,71 VB
116 6,36E+06 3,18E+09 9,50 VB
104 3,51E+07 1,76E+10 10,24 VB

Concluséo.
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APENDICE E - QUANTIFICACAO DE LACTOBACILLUS SPP. E
CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM O ESCORE DE NUGENT.

Amostra Cépias/uL Cépias/mL log copias/mL  Escore de Nugent
219 5,27E+02 1,32E+05 5,12 INTERMEDIARIA
221 1,14E+04 5,70E+06 6,76 INTERMEDIARIA
229 2,17E+05 1,08E+08 8,03 INTERMEDIARIA
228 2,22E-01 5,55E+01 1,74 SAUDAVEL
245 1,07E+01 2,66E+03 3,43 SAUDAVEL
214 1,84E+01 4,60E+03 3,66 SAUDAVEL
242 1,11E+02 5,55E+04 4,74 SAUDAVEL
102 6,96E+02 3,48E+05 5,54 SAUDAVEL
112 5,40E+03 2,70E+06 6,43 SAUDAVEL
123 8,99E+03 4,50E+06 6,65 SAUDAVEL
224 9,83E+03 4,92E+06 6,69 SAUDAVEL
220 3,05E+04 7,63E+06 6,88 SAUDAVEL
203 3,71E+04 9,28E+06 6,97 SAUDAVEL
132 2,48E+04 1,24E+07 7,09 SAUDAVEL
239 5,80E+04 1,45E+07 7,16 SAUDAVEL
204 5,99E+04 1,50E+07 7,18 SAUDAVEL
101 6,55E+04 1,64E+07 7,21 SAUDAVEL
218 6,75E+04 1,69E+07 7,23 SAUDAVEL
248 1,04E+05 2,60E+07 7,41 SAUDAVEL
121 5,97E+04 2,99E+07 7,47 SAUDAVEL
236 1,21E+05 3,03E+07 7,48 SAUDAVEL
246 1,46E+05 3,64E+07 7,56 SAUDAVEL
130 1,56E+05 3,90E+07 7,59 SAUDAVEL
136 8,84E+04 4,42E+07 7,65 SAUDAVEL
240 1,99E+05 4,98E+07 7,70 SAUDAVEL
137 1,10E+05 5,49E+07 7,74 SAUDAVEL
207 1,14E+05 5,70E+07 7,76 SAUDAVEL
202 2,32E+05 5,79E+07 7,76 SAUDAVEL
133 1,28E+05 6,38E+07 7,80 SAUDAVEL
111 2,57E+05 6,41E+07 7,81 SAUDAVEL
215 2,72E+05 6,80E+07 7,83 SAUDAVEL
125 1,41E+05 7,03E+07 7,85 SAUDAVEL
135 1,44E+05 7,19E+07 7,86 SAUDAVEL
131 1,47E+05 7,35E+07 7,87 SAUDAVEL
234 1,53E+05 7,65E+07 7,88 SAUDAVEL
241 1,67E+05 8,35E+07 7,92 SAUDAVEL
124 1,76E+05 8,78E+07 7,94 SAUDAVEL
244 3,58E+05 8,94E+07 7,95 SAUDAVEL
120 2,09E+05 1,04E+08 8,02 SAUDAVEL
225 2,36E+05 1,18E+08 8,07 SAUDAVEL
108 2,52E+05 1,26E+08 8,10 SAUDAVEL

Continua.
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Amostra Cépias/uL Cépias/mL log copias/mL  Escore de Nugent
216 5,23E+05 1,31E+08 8,12 SAUDAVEL
122 2,72E+05 1,36E+08 8,13 SAUDAVEL
114 6,90E+05 3,45E+08 8,54 SAUDAVEL
150 0 0 0 SAUDAVEL

238 8,35E-01 2,09E+02 2,32 VB
230 1,63 4,07E+02 2,61 VB
217 2,07E+01 5,18E+03 3,71 VB
106 1,04E+01 5,20E+03 3,72 VB
209 2,31E+01 5,78E+03 3,76 VB
109 2,54E+01 1,27E+04 4,10 VB
138 3,12E+01 1,56E+04 4,19 VB
119 6,68E+01 3,34E+04 4,52 VB
247 1,84E+02 4,59E+04 4,66 VB
134 6,00E+02 3,00E+05 5,48 VB
105 9,42E+02 4,71E+05 5,67 VB
117 1,70E+03 8,50E+05 5,93 VB
129 1,73E+03 8,67E+05 5,94 VB
116 2,10E+03 1,05E+06 6,02 VB
211 4,13E+03 2,06E+06 6,31 VB
104 5,42E+03 2,71E+06 6,43 VB
128 5,71E+03 2,86E+06 6,46 VB
237 1,16E+04 2,90E+06 6,46 VB
115 8,37E+03 4,18E+06 6,62 VB
113 1,19E+04 5,95E+06 6,77 VB
127 2,06E+04 1,03E+07 7,01 VB
206 4,67E+04 1,17E+07 7,07 VB
208 2,81E+04 1,41E+07 7,15 VB
1 3,21E+04 1,61E+07 7,21 VB
222 7,22E+04 1,81E+07 7,26 VB
3 4 57E+04 2,28E+07 7,36 VB
103 6,28E+04 3,14E+07 7,50 VB
226 1,38E+05 3,45E+07 7,54 VB
232 7,84E+04 3,92E+07 7,59 VB
243 1,07E+05 5,35E+07 7,73 VB
139 1,58E+05 7,88E+07 7,90 VB
2 2,27E+05 1,13E+08 8,05 VB
126 2,81E+05 1,41E+08 8,15 VB
231 5,47E+05 2,74E+08 8,44 VB
107 7,68E+05 3,84E+08 8,58 VB
110 0 0 0 VB

Concluséo.
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APENDICE Foo- QUANTIFICACAO DE MYCOPLASMA HOMINIS E
CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS DE ACORDO COM O ESCORE DE NUGENT.

Amostras  Copias/uL Cépias/mL log copias/mL Escore de Nugent
229 0 0 0 INTERMEDIARIA
221 1,51 7,55E+02 2,878 INTERMEDIARIA
101 0 0 0 SAUDAVEL
102 0 0 0 SAUDAVEL
108 0 0 0 SAUDAVEL
114 0 0 0 SAUDAVEL
120 0 0 0 SAUDAVEL
121 0 0 0 SAUDAVEL
122 0 0 0 SAUDAVEL
123 0 0 0 SAUDAVEL
124 0 0 0 SAUDAVEL
125 0 0 0 SAUDAVEL
130 0 0 0 SAUDAVEL
131 0 0 0 SAUDAVEL
132 0 0 0 SAUDAVEL
133 0 0 0 SAUDAVEL
135 0 0 0 SAUDAVEL
136 0 0 0 SAUDAVEL
203 0 0 0 SAUDAVEL
204 0 0 0 SAUDAVEL
207 0 0 0 SAUDAVEL
214 0 0 0 SAUDAVEL
218 0 0 0 SAUDAVEL
224 0 0 0 SAUDAVEL
225 0 0 0 SAUDAVEL
228 0 0 0 SAUDAVEL
234 0 0 0 SAUDAVEL
236 0 0 0 SAUDAVEL
239 0 0 0 SAUDAVEL
240 0 0 0 SAUDAVEL
241 0 0 0 SAUDAVEL
242 0 0 0 SAUDAVEL
244 0 0 0 SAUDAVEL
245 0 0 0 SAUDAVEL
246 0 0 0 SAUDAVEL
248 0 0 0 SAUDAVEL
112 3,41 1,71E+03 3,232 SAUDAVEL

1 0 0 0 VB

103 0 0 0 VB

105 0 0 0 VB
Continua.
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Amostras Copias/uL Cépias/mL log copias/mL Escore de Nugent

106 0 0 0 VB
107 0 0 0 VB
109 0 0 0 VB
110 0 0 0 VB
113 0 0 0 VB
117 0 0 0 VB
126 0 0 0 VB
127 0 0 0 VB
129 0 0 0 VB
138 0 0 0 VB
139 0 0 0 VB
206 0 0 0 VB
208 0 0 0 VB
217 0 0 0 VB
222 0 0 0 VB
230 0 0 0 VB
237 0 0 0 VB
238 0 0 0 VB
128 1,15 5,75E+02 2,760 VB
116 2,39 1,20E+03 3,077 VB
231 3,05 1,52E+03 3,183 VB
243 4,42 2,21E+03 3,344 VB
226 4,83E+02 1,21E+05 5,081 VB

2 1,24E+03 6,20E+05 5,792 VB

3 3,54E+03 1,77E+06 6,248 VB
134 4,12E+03 2,06E+06 6,313 VB
115 5,83E+03 2,92E+06 6,465 VB
232 6,63E+03 3,32E+06 6,520 VB
104 1,25E+04 6,25E+06 6,796 VB
247 5,84E+04 1,46E+07 7,164 VB

Conclusao.
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