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RESUMO

INTRODUCAO. A cultura de secrecéo vaginal e os diferentes métodos moleculares
de identificacdo de micro-organismos sdo considerados de referéncia no diagndstico
das infec¢des. Contudo, muitas infec¢des do trato genital inferior sdo detectadas pela
citologia cervical, por ser um método diagndstico rotineiramente empregado na pre-
vencdo do cancer de colo de utero. OBJETIVOS. Avaliar a frequéncia de microbiota
bacteriana anormal em secrecao cervical através da citologia e cultura, verificar a con-
cordancia entre estes métodos diagnosticos e a associacdo da microbiota bacteriana
anormal com inflamac&o e aspectos clinicos. METODO. Foram analisadas 55 pacien-
tes atendidas no ambulatorio de ginecologia do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB) nos anos de 2015 e 2016, as quais foram submetidas a exame clinico e coleta
de secrecéo cervical para citologia cervical e cultura. A identificacdo das bactérias foi
realizada por método automatizado (Vitek 2 - Biomeriéux). RESULTADOS. Cresci-
mento de bactérias patogénicas foi detectado em 45,45% das amostras cervicais sub-
metidas a cultura/VITEK. Das oito espécies isoladas, as mais frequentes foram Strep-
tococcus agalactiae e Enterococcus faecalis (20% e 12,72% do total das amostras,
respectivamente). Na citologia cervical, microbiota bacteriana anormal (caracterizada
pela presenca de cocos e/ou outros bacilos) foi observada em 52,72 % das amostras
e inflamacéo em 78,18% das amostras. A concordancia entre microbiota bacteriana
anormal (presenca de cocos e/ou outros bacilos) na citologia e crescimento de bacté-
rias patogénicas na cultura/VITEK foi de 60% (Kappa= 0,2). A inflamacdo foi significa-
tivamente mais frequente nas amostras com microbiota bacteriana anormal em com-
paracdo com amostras com microbiota bacteriana normal na citologia cervical (Teste
de Fisher, p=0,03). Apesar dos achados inflamatérios na citologia terem sido mais
frequentes nas amostras de pacientes com crescimento de bactérias patogénicas em
relacdo as amostras sem crescimento de bactérias na cultura cervical, a diferenca néo
foi significativa. Com relacéo aos aspectos demograficos, antecedentes pessoais, ati-
vidades sexuais e habitos de vida, apenas a média da idade das pacientes foi signifi-
cativa entre 0s grupos com e sem crescimento de bactérias patogénicas na cultura de
secrecdo cervical. CONCLUSAO. A microbiota bacteriana anormal foi um achado fre-
quente na citologia cervical e a taxa de concordancia entre a presenca desta microbi-

ota anormal na citologia cervical e crescimento de bactérias patogénicas na cultura foi



pobre. Os achados de inflamagé&o na citologia cervical foram frequentes nas amostras
com microbiota bacteriana anormal e sua presenca nas amostras com microbiota nor-
mal sugere causas de origem nao-infecciosa, embora a causa de origem infecciosa
nao possa ser excluida. Em contrapartida, a presenca de microbiota bacteriana anor-
mal em amostras sem inflamac¢é&o na citologia cervical sugere que estas bactérias nao
sdo, necessariamente, patogénicas. A frequéncia baixa de sinais e sintomas e o nu-
mero limitado de amostras do presente estudo ndo permitiram uma analise confiavel
sobre a associacao entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura de secre-
cdo cervical e suas possiveis repercussoées clinicas.

PALAVRAS-CHAVE: citologia cervical, cultura de secrecéo cervical, método automa-

tizado de identificacdo de bactérias.



ABSTRACT

INTRODUCTION. The culture of vaginal secretions and different methods for molecu-
lar identification of microorganisms are considered as reference in the diagnosis of
infections. However, many infections of the lower genital tract are detected by cervical
cytology, which the routinely diagnostic method is used to prevention of cervical can-
cer. OBJECTIVE. Evaluate the abnormal bacterial microbiota frequency in cervical se-
cretion by cytology and culture; evaluate the agreement between these diagnostic
methods and the association between abnormal bacterial microbiota with inflammation
and clinical aspects. METHOD. This study was done in 55 patients treated at Gyne-
cology Service in the University Hospital of Brasilia (HUB) in the years 2015 and 2016.
They were subjected to clinical examination and collection of cervical secretion for cy-
tology and culture. The identification of bacteria was performed by automated method
(Vitek 2 - Biomeriéux). RESULTS. The pathogenic bacteria grew up in 45.45% of cer-
vical samples submitted to culture / VITEK. Between eight isolated species, the most
common were Streptococcus agalactiae and Enterococcus faecalis (20% and 12.72%
of the total samples, respectively). In cervical cytology, abnormal bacterial microbiota
was observed in 52.72% of the samples and inflammation in 78.18% of the samples.
The agreement between abnormal bacterial microbiota in cytology and growth of path-
ogenic bacteria in culture / VITEK was 60% (kappa = 0.2). The inflammation was sig-
nificantly more frequent in samples with abnormal bacterial microbiota compared with
normal samples bacterial microbiota in cervical cytology (Fisher's exact test, p = 0.03).
Although the inflammation findings in cytology ere more frequent in samples from pa-
tients with growth of pathogenic bacteria compared to samples with no growth of bac-
teria in the cervical secretion culture, the difference was not significant. Regarding de-
mographics aspects, medical history, sexual activity and lifestyle habits, only the age
(mean) of patients it was significant between the groups with and without growth of
pathogenic bacteria in the cervical secretion culture. CONCLUSION. Abnormal bacte-
rial microbiota was a frequent finding in cervical cytology and the agreement rate be-
tween the presence of abnormal bacterial microbiota in cervical cytology and growth
of pathogenic bacteria in cervical secretion culture was poor. The findings of inflam-
mation in cervical cytology was common in the samples with abnormal bacterial micro-

biota and their presence in samples with normal microbiota suggests causes of non-



infectious origin but causes of infectious origin cannot be excluded. In contrast, the
presence of abnormal bacterial flora without inflammation in the cervical cytology sam-
ples suggests that these bacteria are not necessarily pathogenic. The low frequency
of signs and symptoms and the limited number of samples of this study did not allow a
reliable analysis of the association between growth of pathogenic bacteria in the cer-
vical secretion culture and its possible clinical consequences.

KEYWORDS: cervical cytology, cervical secretion culture, automated method of bac-

terial identification.
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1. INTRODUCAO

1.1. Citologia cervical

Atualmente, cerca de 12 milhdes de exames citologicos cervicais sao realiza-
dos anualmente no Ambito do Programa de Controle do Cancer do Colo do Utero do
Sistema Unico de Satde (SUS). O intervalo entre os exames deve ser de trés anos,
apos dois exames negativos consecutivos anuais. O inicio da coleta deve ser aos 25
anos de idade para as mulheres que ja tiveram atividade sexual e os exames devem
seguir até os 64 anos e serem interrompidos quando, apds essa idade, as mulheres
tiverem pelo menos dois exames negativos consecutivos nos ultimos cinco anos. Além
de ser um método de rastreamento do cancer do colo do Utero e de suas lesdes pre-
cursoras, o exame citolégico cervical detecta inflamacéao e agentes infecciosos (Dire-
triz brasileira para o rastreamento do Ministério da Saude e Instituto Nacional de Can-

cer de José Alencar Gomes Silva — INCA, 2012; Salomon e Nayar, 2015).

1.1.1. Microbiota normal

A microbiota vaginal/cervical € um sistema complexo e dinAmico de varios mi-
cro-organismos em quantidade e proporgdes diferentes.

A microbiota bacteriana vaginal/cervical surge logo ap6s o nascimento, com o
aparecimento de lactobacilos que persistem por varias semanas. Uma microbiota
mista de cocos e bacilos prevalece, em seguida, até a puberdade. Na puberdade, os
lactobacilos reaparecem em grande numero e predominam até a menopausa. Apés a
menopausa, 0s lactobacilos diminuem em nimero novamente e reaparece uma mi-
crobiota mista. Tais diferencas devem-se a variacdo nos niveis de estrogénio, o qual
estimula a producéo de glicogénio ao longo da vida da mulher. Além disso, a microbi-
ota vaginal/cervical varia de acordo com muitos fatores, como o ciclo menstrual, 0 uso
de contraceptivos hormonais, o uso de antibiéticos, a terapia de reposi¢cdo hormonal,
a gravidez, presenca de corpos estranhos, etc. (Donder, 2007)

Os lactobacilos (Fig.1) sdo os microrganismos mais prevalentes na microbiota
normal da maioria das mulheres em idade fértil e diminuem o risco de infec¢ao por
outros microorganismos por diferentes mecanismos, tais como producdo de
substancias nocivas (acido lactico, H202 e bacteriocinas) e competicdo pelos
receptores nas celulas epiteliais da mucosa, (Spurbeck e Arvidson, 2011). A

descamacéo continua das células epiteliais e a producdo de imunoglobulinas séo
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fatores associados ao hospedeiro e também sdo importantes mecanismos de controle
para infeccdes. As espécies de lactobacilos mais comumente isoladas sao L.

acidophilus, L. crispatus, L. Jensenii, L. Gasseri e L. Iners (Donder, 2007).
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Figura 1. Lactobacillus ssp. (Bacilos de Dorderlein), citologia cervical (setas pretas).
Figura 2. Estruturas fungicas (pseudohifas) - Candida spp. (setas pretas).
FONTE: (Solomon, Nayar e Wilbur 2015)

1.1.2. Microbiota anormal

Diferentes tipos de microrganismos podem ser identificados na citologia cervi-
cal, sendo os mais frequentes Candida spp. (Fig. 2) Trichomonas vaginalis sp. (Fig.3
A) Actinomyces sp. (Fig.3 B) cocos e outros bacilos (Fig.3 D). Alteragfes citolégicas
(efeito citopético) sugestivo de infeccdes especificas como, por exemplo, a infec¢céo
por virus Herpes simplex (Fig.3 C), por Human Papilloma virus (HPV) (Fig. 3 E) e por
(Chlamydia trachomatis) também podem ser identificadas na citologia cervical (Salo-
mon e Nayar 2015; INCA, 2012 e Arora, 2014 et al).
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E

Figura 3. Alteracdes citoldgicas. (Setas pretas nas legendas). A. Organismos com nucleo excéntrico e granu-
los eosinofilicos citoplasmaticos consistentes com Trichomonas vaginalis sp. B. Bactérias filamentosas morfolo-
gicamente consistentes com Actinomyces sp.C. Alteracdes celulares (efeito citopatico) consistente com infec-
¢do por virus Herpes simplex spp. Células gigantes multinucleadas, niicleos com aspecto de vidro fosco e inclu-
sdes nucleares eosinofilicas. D. Corpos de inclusao cocéide dentro de vacuolos na regido perinuclear; E. Alte-
racdes celulares (efeito citopatico) consistente com infec¢éo por HPV. Células halo perinuclear e binucleacéo.
FONTE: (Solomon, Nayar, Wilbur 2015)
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1.1.3. Vaginose bacteriana

A vaginose bacteriana € uma alteracdo comum da microbiota em mulheres em
idade reprodutiva, caracterizada pela presenca de numerosas e diferentes bactérias,
geralmente anaerobicas, incluindo Gardnerella vaginalis, Prevotella sp. Bacteroides
sp. Mobiluncus, sp. Atopobium vaginalis sp, Megasphaera sp. Estas e outras bactérias
associadas séo correlacionadas com a vaginose bacteriana cujas siglas séo BVAB1,
BVAB2, BVABS. (Shipitsyna, 2013 et al).

Vérias complicacdes obstétricas e ginecoldgicas estdo associadas a vaginose
bacteriana: parto prematuro, doenca inflamatoria pélvica, aumento da susceptibilidade
a infeccdo por varios agentes patogénicos, tais como Neisseria gonorrhoeae sp.,
Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, HSV-2, HIV e associagdo com neo-
plasia intraepitelial (Gillet, 2012 et al; Hillier,1995 et al; Sweet, 1995 et al; Wiesenfeld,
2003 et al; Cherpes, 2003 et al; Myer, 2005 et al; Cherpes, 2003 et al).

A cultura para Gardnerella vaginalis ndo é util para o diagndstico de vaginose
bacteriana porque esta bactéria ocorre com frequéncia em vaginas de pacientes sem
vaginose e também pode ser causada por outras bactérias. (Forsum, 2002 et al; To-
kyol, 2004 et al).

Na pratica clinica a vaginose bacteriana € diagnosticada usando os critérios
Amsel e os critérios de Nugent. Os critérios Amsel incluem a presenca de pelo menos
trés dos seguintes achados: corrimento vaginal homogéneo, ph vaginal superior a 4,5,
odor de peixe ap6s adicionar hidroxido de potassio e presenca de “clue cells” (Fig.4)
na microscopia. Os critérios de Nugent avaliam a proporcao de lactobacilos em rela-
cdo aos morfotipos de bactérias associadas a vaginose bacteriana em preparacdes
coradas pelo gram. Uma alternativa para o diagndéstico da vaginose bacteriana é a
citologia cervical, que tem como principal argumento a favor da sua utilizacdo o fato
de ser usada amplamente e periodicamente na rotina para o rastreamento do cancer

do colo do utero (Discacciati, 2006 et al).
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Figura 4. “Clue cell” e cocos e bacilos. FONTE: (Solomon,
Nayar, Wilbur, 2015).

1.1.4. Vaginite aerdbica

Vaginite aerdbica € definida como uma alteragdo da microbiota constituida pre-
dominantemente por bactérias aerdbicas, associada a sinais de inflamacéo (Fig. 5) O
diagndéstico microscopico de vaginite aerobica (Tabela 1) é baseado nos cinco critérios
microscoépico de Donders que pontuam da seguinte forma (Donder, 2002 et al; Donder
2005 e et al) Fig.5 e Tabela 1:

e Ausente (0 ponto) se a flora do fundo for normal ou mostrar detritos e
nacleos nus de células epiteliais lisadas (citélise)

e De 2 al representa normalidade. Sera 1 se os morfotipos lactobacilar
forem muito espessos ou se assemelharem a pequenos bacilos (exceto
lactobacilos) e 2 se houver cocos proeminentes ou cocos acorrentados
visiveis.

e De 3 a4 corresponde a ligeira vaginite aerdbia.

e De 5 a 6 para vaginite moderada

e Acima de 6 com no maximo 10 para vaginite aerdbia grave.

e Na pratica, uma pontuacdo de 8 a 10 é geralmente chamada de "vagi-
nite descamativa” e deve ser vista como a forma mais extrema de vagi-

nite aeroébia.
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Tabela 1- Critérios de Donders para o diagndstico microscopico de vaginite aerobica

Pontuacdo Grau Lactoba- N°leucé6citos Propor¢do de leu- Flora de Proporcgao
(VA) cilar (LBG) cocitos toxicos fundo de epiteli6-
citos para-
basais PBC)
0 lella < 10/CGA Ausente ou espora- Muito es- Ausente ou
dica cassa ou <1%
citélise
1 Ib >10/CGA e <50% de leucocitos Pequenos <10%
<10/cel epit. bacilos
coliformes
2 I >10/cel epit.| >50% de leucécitos  Cocos ou >10%
cadeias
VA — vaginite aerébica
Epit — epitelial
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Figura 5. Microscopia de contraste de fase (400x) de secrecdo vaginal de pacientes com va-
ginite aerébica. A. Microflora sem lactobacilos (grau Ill) e com bactérias cocoides. B. Cocos em
cadeia, aspecto tipico de vaginite aerébica por estreptococos do grupo B. C. Leucdcitos toxicos
com granulos lisossémicos. D. Células parabasais. FONTE: (Donder, 2002 et al).
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Bactérias entéricas, tais como Escherichia coli, Streptococcus sp. do Grupo B
(GBS) e os enterococos, estdo associados a vaginite aerdbica (Donder, 2002 et al).
As pacientes sdo assintomaticas ou apresentam sinais e sintomas, tais como corri-
mento amarelado (Fig.6B), ardéncia, dispaurenia (Donder, 2002 et al; Aiping 2013;
Fan, Xue,2010). Ao exame clinico secre¢do amarelada, mucosa avermelhada e ulce-
rada podem ser observadas na parede vaginal anterior ao retirar o espéculo (Fig.6A)
Donder, 2002 et al. Além disso, ha maior predisposicao a trabalho de parto prematuro,
doencas sexualmente transmissiveis e infeccéo pelo HIV (Donder, 2002 et al; Carey,
2005; Donder, 2008 et al; Donder, 2009 et al; Donder, 2011 et al). O Estreptococo do
Grupo B de Lancefield, também conhecido com Streptococcus agalactiae, tem sido
associado a infeccfes em gestantes e recém-nascidos e considerado uma das princi-
pais causas da mortalidade neonatal, por isso existe a recomendacao de realizacao
da cultura para Estreptococo do Grupo B de rotina em todas as gestantes entre 35 e
37 semanas. (Lijoi, 2007 et al; Costa, 2013).

Figura 6. Aspectos da mucosa com vaginite aer0bica. A. Mucosa com ulceragéo extensa.

B. Corrimento amarelado com pequenas Ulceras (setas). FONTE: (Donder, 2002 et al).

1.2. Cultura e identificacdo de bactérias
1.2.1. Morfologia das bactérias

A maioria das bactérias estudadas nos laboratérios de microbiologia mede de
0,5 a 1,0 mm de didametro por 2,0 a 5,0 mm de comprimento e podem se apresentar
em trés tipos morfologicos fundamentais (Fig.7): bastonetes ou bacilos, espirilos e co-
cos. Os cocos podem formar diferentes arranjos, de acordo com a sua divisao celular:
diplococos (cocos agrupados 2 a 2), estreptococos (varios cocos dispostos em cadeia,

similar a um cordéo), tétrades (grupos de 4 cocos unidos), sarcinas (grupos de 8 cocos
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unidos, de forma semelhante a um cubo), estafilococos (cocos agrupados de forma
aleatéria, semelhante ao formato de um cacho de uvas). Os bastonetes (ou bacilos)
na sua grande maioria se apresentam de forma isolada nédo se dispondo diferentes

arranjos como os cocos (Nogueira, Miguel 2009).

) S J
Ve | 90

Bacilos ou Bastonetes

Estafilococos Estreptococes

Sarcina Tétrade

Figura 7. Tipos morfoldgicos de bactérias.
FONTE: http://www.epsijv.fiocruz.br/sites/de-
fault/files/cap3.pdf. Data de acesso: 09/07/16

1.2.2. Meios de cultura: preparo e utilizagéo

O cultivo dos microrganismos, em condi¢cdes laboratoriais, € um pré- requisito
para seu estudo adequado. O meio de cultura é qualquer substancia sélida, semisso-
lida ou liquida, que possua um conjunto de fontes de nutrientes e que seja utilizada
para o cultivo de microrganismos. Podem ser classificados segundo o seu estado fi-
sico, em funcdo da concentragdo de agentes solidificantes (agar), pela sua composi-
cao e pelo seu objetivo de utilizagdo. De acordo com o objetivo da utilizagdo, sao
divididos em: basicos sao de uso geral e podem servir de base no preparo de outros

meios (ex.: caldo simples); enriquecidos ou ricos com adigdo de sangue (Fig.8A)
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soro, extratos de tecidos animais ou vegetais ao caldo, ou agar nutritivos passando a
permitir o crescimento de organismos fastidiosos (ex.: agar chocolate) (Fig.8B); sele-
tivos que possuem adicdo de substancias quimicas especificas ao caldo ou ao agar
nutritivo prevenindo o crescimento de um grupo de bactérias especifico, (agar Mac-
Conkey (Figura 7. C), que impede crescimento de Gram-positivos (Nogueira, Miguel
20009).

Figura 8. Meios de cultura. A. Meio &gar sangue com coloniza¢do de organismos
fastidiosos. B. Meio de agar chocolate ndo seletivo, com colbnias de bactérias (orga-
nismos anaerobicos e cocos Gram positivos). C. Meio agar MacConkey com colénias
de bactérias Gram negativas. FONTE: Athiban, 2012

1.2.3. Sistema de identificacdo automatizado VITEK 2

O sistema VITEK 2 (Fig.10) (Biomeriéux, Franca) foi introduzido no mercado
em 1999 e sua capacidade de identificar e determinar a susceptibilidade microbiana
tem sido avaliada em varios estudos (Wallet F, 2005 et al.; Chatzigeorgiou, 2011et al).

O sistema esta disponivel em trés formatos (VITEK 2 Compact, Vitek 2, e Vitek
2 XL) que diferem no aumento dos niveis de capacidade e automacéo. Todos 0s trés
sistemas acomodam os mesmos cartdes reagentes colorimétricos que séo incubados
e interpretados automaticamente. O sistema é projetado e validado para ser usado a
partir de colbnias cultivadas em placas de cultura. Os cartdes de reagentes tém 64
pocos (Fig.9) que contém substratos para medir diversas atividades metabdlicas como
a acidificacdo, alcalinizagdo, hidrolise enzimatica e o crescimento na presenca de
substéancias inibidoras. Existem atualmente quatro cartdes de reagentes disponiveis
para a identificacdo de diferentes classes de micro-organismos como se segue: GN —
bacilos Gram-negativos; GP - bacilos ndo-formadores de esporos e cocos Gram-po-
sitivos; YST - leveduras e BCL - bacilos Gram-positivos formadores de esporos. Uma
variedade de sistemas automatizados para identificacdo de espécies bacterianas e

teste de susceptibilidade antimicrobiana séo disponiveis comercialmente. Dentre eles,
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BD Phoenix system (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD.), VITEK 2
(Biomeriéux, Marcy I'Etoile, France), e MicroScan WalkAway 96 Plus, sdo os mais
usados atualmente (He, 2016 et al, Snyder; Munier, Johnson, 2008; Chatzigeor-
giou,2011 et al).
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Figura 9. Cartdo G.P utilizado Figura 10. Equipamento Vitek 2 utilizado.

1.2.4. Sistemas de identificacdo molecular

Diferentes técnicas tém sido empregadas na identificacdo de bactérias, tais
como reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), 16S rDNA
PCR, hibridizacao in situ por fluorescéncia (fluorescence in situ hybridization - FISH),
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao (terminal restriction fragment
length polymorphism - T-RFLP), electroforese em gel desnaturante (denaturing gradi-
ent gel electrophoresis - DGGE), etc. O gene bacteriano 16S rRNA € o mais comu-
mente utilizado como meio de identificacdo por ser altamente conservado entre espé-
cies e possuir varias regides hiper variaveis que podem permitir a identificacdo do
género e da espécie. Os produtos do 16S rDNA PCR podem ser analisados por T-
RFLP e DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis). Enquanto T-RFLP e DGGE
sdo técnicas Uteis e econdmicas, o sequenciamento direto de produtos do 16S rDNA
PCR produz informag¢ao mais detalhada e com custos de sequenciamento diminuido,
dai porque tornou-se a técnica mais comumente utilizada. (Rampersaud, Randis,
Ratner, 2012).

Estes sistemas automatizados sdo amplamente utilizados em muitos laborato-
rios clinicos permitindo um aumento do nimero de amostras, adequada relagéao custo-
beneficio e uma terapia antimicrobiana especifica rapida. Sistemas automatizados

atuais para identificagdo de bactérias e teste de susceptibilidade permitem a geragéo
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de resultados em 2 a 12 h e, em geral, proporcionam taxa de precisao semelhante a
de ensaios tradicionais (Evangelista, Truant and Bourbeau, 2002; Ferraro, Jorgen-
sen,1999). Sistemas automatizados de identificacdo devem, idealmente, obter uma
taxa de precisdo de ndo menos do que 90% em comparacdo com métodos de refe-

réncia (Carroll, Weinstein, 2007).

1.2.5. Bactérias identificadas na secrec¢éo vaginal

Meios de cultura ndo seletivos como &agar-sangue e agar chocolate sdo os
meios mais usados na cultura de secrecdo vaginal para promover o crescimento de
bactérias (Donders, 2011 e Fan, 2010). Streptococcus do Grupo B (GBS), Staphylo-
coccus sp., Escherichia coli e Enterococos sp. sdo as bactérias mais frequentemente
isoladas (Donders,2002 et al.; Donders, 2011; Donders,2009; Jahic, 2013 et al). Em
estudo prévio em que o sistema VITEK 2 (Biomeriéux, Marcy I'Etoile, France) foi usado
na identificacdo de bactérias da secrecao vaginal, os autores relatam que as bactérias

identificadas foram similares as relatadas por Donders, 2002.
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2. JUSTIFICATIVA

Os critérios diagnosticos recomendados para as principais alteracées da micro-
biota bacteriana vaginal/cervical, a vaginose bacteriana e a vaginite aerdbica, séo res-
pectivamente os critérios de Amsel/Nugent e os critérios de Donders. Estes critérios
tém como vantagens a possibilidade de definir o diagndstico no momento da consulta
meédica das pacientes e 0 custo baixo. Em contrapartida, eles demandam um maior
tempo de atendimento, estrutura e experiéncia em microscopia, motivo pelo qual n&o
séo rotineiramente empregados nos ambulatorios de ginecologia.

As infeccdes cérvico-vaginais estao entre as causas mais comuns de busca por
atendimento médico. No SUS o diagnéstico geralmente é realizado através do exame
clinico e da citologia cervical, que, apesar de ndo ser considerada referéncia labora-
torial € de custo baixo e execucao facil, sendo rotineiramente empregada na preven-
cao do cancer de colo de utero A cultura de secrecao vaginal e os diferentes métodos
moleculares de identificacdo de microrganismos sdo considerados de referéncia no
diagndstico das infec¢des genitais, entre elas as bacterianas, mas sdo empregados
apenas em situacfes especificas. Uma das principais indica¢fes clinicas da cultura
da secrecao vaginal é a identificacdo de Streptococcus agalactiae spp., também co-
nhecido como estreptococo do grupo B, bactéria associada a trabalho de parto pre-
maturo em gestantes.

A concordancia entre citologia cervical e a cultura de secrecao vaginal na de-
teccdo de microbiota bacteriana anormal ainda néo esta bem definida na literatura.
Além disso, h&a poucos trabalhos na literatura sobre associacédo desta microbiota bac-
teriana anormal detectada na citologia com inflamacé&o e sinais e sintomas ginecol6-

gicos apresentados por pacientes.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a frequéncia de microbiota bacteriana anormal em secrec¢ao cervical atra-
vés da citologia e cultura/VITEK, verificando a concordancia entre estes métodos di-
agnosticos e a associa¢do da microbiota bacteriana anormal com achado da inflama-

céo na citologia e aspectos clinicos.

3.2. Objetivos especificos

1. Verificar a frequéncia de crescimento de bactérias patogénicas em cultura de
secrecéo cervical.

2. Verificar as espécies de bactérias e suas frequéncias na cultura de secrecao
cervical através do sistema VITEK.

3. Verificar a frequéncia de microbiota bacteriana anormal na citologia de secrecao
cervical.

4. Analisar a taxa de concordancia entre a citologia e a cultura/VITEK na identificacdo
de microbiota bacteriana anormal de amostra cervical.

5. Avaliar a associagao entre microbiota bacteriana anormal e inflamacao na citologia
cervical.

6. Avaliar a associacdo entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK
2 e inflamacéao atestada na citologia de secrecéo cervical.

7. Avaliar a associacao entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK

2 da secrecéo cervical e aspectos clinicos das pacientes.
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4. METODO

4.1. Amostra
O presente trabalho constitui-se em um estudo observacional, transversal, no

gual foram colhidas 55 amostras citolégicas cervicais de pacientes atendidas no am-
bulatério de ginecologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) nos anos de 2015
e 2016. As pacientes foram submetidas ao exame clinico e colposcoépico realizado por
uma ginecologista e a um questionario estruturado cujos dados observados visavam
uma melhor andlise na formulacéo do diagnostico (APENDICE A). Sé participaram da
pesquisa as pacientes que concordaram em assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Tem que colocar em anexo). O projeto de pesquisa foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP-FS conforme documento em (ANEXO A).
> Critérios de Incluséo

Pacientes maiores do que 18 anos, que ndo sejam de origem indigena, nao
apresentem nenhum déficit mental, ndo estejam em uso prévio de antibiotico ou anti-
fungico ou que ndo se neguem a assinar o TCLE.
> Critérios de Excluséo

Pacientes menores do que 18 anos, indigenas, incapazes, que estavam em

uso preévio de antibidtico e antifingico ou que se neguem a assinar o TCLE.

4.2. Coleta
As amostras obtidas do colo do utero por meio de coleta com “swab” (Fig. 11)

foram armazenadas em tubo de ensaio estéril contendo meio de transporte de Stuart

e encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia do HUB.

Figura 11. Frasco estério Stuart
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4.3. Cultura

As amostras foram cultivadas em diferentes meios para obteng&o do cresci-
mento das bactérias patogénicas mais provaveis e testes laboratoriais de rotina foram
usados na identificacdo dos microrganismos. Usou-se método quantitativo, no qual as
culturas sdo semeadas nos meios de 4gar-sangue e agar-chocolate.
> Técnica:

Swabs cervicais foram semeados em agar sangue, agar chocolate, agar Mac-
Conkey e caldo de enriquecimento tioglicolato. Os meios de cultura foram incubados
durante 24 - 48 horas, a 35°C = 2° C. Quando os meios de cultura apresentavam
crescimento microbiano ap6s o periodo de incubacéo, era realizado o isolamento pri-
mario. Se estas placas nao apresentavam qualquer crescimento de microrganismo, o
caldo tioglicolato era semeado em agar sangue, agar chocolate e agar MacConkey
por igual periodo de incubacgédo. As placas foram avaliadas e caso néo fosse detectado
qualquer tipo de crescimento, o resultado era liberado como cultura negativa.

4.4. Identificac@o das espécies de bactérias

As placas com crescimento seguiam para as etapas subsequentes de identifi-
cacao (painéis GN ou GP) e determinacdo da suscetibilidade (painéis AST-GN ou
AST-GP) por método automatizado (automacéao Vitek 2 - Biomeriéux);

As recomendac0des do fabricante do produto para inoculagao e incubacéo dos
painéis foram rigorosamente seguidas. Apds 18-24 horas de incubacéo a 35°C + 1° C
no aparelho, os painéis foram lidos automaticamente no sistema VITEK 2 (Biome-
réux®).

Cartbes (ID) VITEK®2 GN e GP contendo micro pogos com substratos de iden-
tificacdo foram utilizados na identificacdo de bacilos gram-negativos (GN) e gram-po-
sitivos (GP), respectivamente. Os cartdes de ID VITEK® 2 GN identificam 150 bacté-
rias Gram-negativas Enterobacteriaceae sp., ndo Enterobacteriaceae sp. e organis-
mos de alta patogenicidade. Os Cartdes VITEK® 2 GP ID identificam 120 espécies de
bactérias gram-positivas de importancia clinica. As listas das bactérias que podem ser
identificadas através dos cartbes (Fig 12) de ID VITEK® 2 GN e GP estédo dispostas
em ANEXO B.
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Figura 12 Cartdes (ID) VITEK®2 G.P Gram positivos.

4.5. Citologia cervical
4.5.1. Coleta e preparo das laminas

As amostras foram obtidas do colo do utero por meio de coleta com “swab”,
sendo a coleta feita no ecto e endocervice (Fig. 13). Uma vez coletado o material
foram feitos esfregacos citoldgicos realizando-se a distenséo da secrecao colhida so-
bre as laminas (Fig.14). Posteriormente o material foi fixado em alcool 95%. (Fig.15)
Uma vez fixadas as laminas foram imediatamente coradas pelo método de Papanico-
laou.

Figura 13. Distenc3o citolgica pela FigfuI(a 14. Coletores para citologia
espatula de Ayre. estoliativa
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Figura 15. Frasco com fixador

4.5.2. Analise de laminas

A classificacao dos resultados citolégicos foi realizada utilizando a nomencla-
tura do Sistema Bethesda 2014 e da Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC)
ANEXO 3.

A microbiota foi considerada normal na presenca de bactérias compativeis com
lactobacillus spp. A microbiota foi considerada anormal na presenca de cocos, bacilos
curtos, bacilos supracitoplasmaticos, pseudohifas e esporos de Candida spp, Actino-
myces spp, Trichomonas vaginalis. Efeitos citopaticos sugestivos de infec¢éo por Her-
pes virus e HPV também foram avaliados. A microbiota bacteriana foi considerada
anormal na presenga de cocos e bacilos curtos. A presenga de “clue cells” (células
escamosas revestidas por coco/bacilos ou bacilos supracitoplasméaticos e com limites
celulares mal definidos) foi sugestiva de infec¢ao por Gardnerella/Mobiluncus.

A inflamacdao foi considerada quando observou- se numero = 10 leucécitos por
células epiteliais e alteracbes celulares de origem inflamatéria (binucleacao, vacuoli-
zacao citoplasmatica, policromasia citoplasmatica, atrofia) (Jahic, 2013 et al).
Quando foram observadas atipias celulares associadas a inflamacgéo estas foram clas-
sificadas segundo o sistema de Bethesda em células escamosas atipicas de signifi-
cado indeterminado (ASC-US), células escamosas atipicas em que nado é possivel
excluir uma lesdo de alto grau (ASC-H), leséo intraepitelial escamosa de baixo grau
(LIEBG) e leséao intraepitelial escamosa de alto grau (LIEBG). Salientando que as le-
sBes com os diagnosticos de ASC-US ou ASC-H podem ser causadas somente por
um processo inflamatoério enquanto que as LIEBG e LIEBG sao tumorais “in situ” (So-
lomon, Nayar, 2004).
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5. ANALISE ESTATISTICA

O programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA) foi utili-
zado nas analises estatisticas considerando-se o nivel de significancia de p < 0,05. O
teste de Fisher foi usado nas analises de associacao. O test t com correcédo de Welch
foi utilizado para comparagédo entre as médias de variaveis quantitativas paramétricas
e o teste de Mann Whitney para comparacao entre as medianas de variaveis quanti-
tativas ndo-paramétricas. O coeficiente kappa foi usado para a analise do nivel de
concordancia: 0,01-0,20 concordancia pobre, 0.21- 0,40 concordéancia fraca, 0,41-
0,60 concordancia moderada, 0,61-0,80 concordancia substancial e 0,81-,99 concor-
dancia quase perfeita. (Viera, Garrett, 2005; Fan, Xue, 2010).
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6. RESULTADOS

6.1. Espécies bacterianas identificadas na cultura/VITEK de secrecdo cervical
O Crescimento de bactérias patogénicas foi detectado em 45,45% (25/55) das
amostras cervicais submetidas a cultura/VITEK (Fig.16). Um total de oito espécies
diferentes foram identificadas (Tabela 2). As espécies isoladas mais frequentemente
foram Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecalis (20% e 12,72% do total das
amostras, respectivamente). Apenas uma espécie de bactéria foi isolada por amostra,

com a excecao de uma amostra em que 3 bactérias foram identificadas.

Figura 16 Crescimento de bactérias

Tabela 2 - Bactérias identificadas através de cultura/VITEK 2 de amostra cervical

ESPECIE/BACTERIA AMOSTRAS (N=55) %
Streptococcus agalactiae 11 20,00%
Enterococcus faecalis 7 12,72%
Escherichia Coli 3 5,45%
Staphylococcus haemolyticus 2 3,63%
Staphylococcus epidermidis 1 1,81%
Staphylococcus aureus 1 1,81%
Proteus Mirabilis 1 1,81%
klebisiella pneumoniae 1 1,81%
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6.2. Citologia Cervical
6.2.1. Microbiota

A microbiota identificada na citologia cervical € apresentada na Tabela 3. A
microbiota mais frequente foi o Lactobacillus sp (Fig.17). Cocos e/ou outros bacilos
foram detectados em 52,72 % (29/55) das amostras (Fig. 18). Candida sp. foi identifi-
cada em 12,72% (7/55) das amostras e bacilos supra citoplasmaticos (“clue cells”,
sugestivas de Vaginose bacteriana) em 7,27% (4/55) das amostras (Fig. 19). Tricho-
monas vaginalis, Actinomyces sp., efeitos citopéaticos sugestivos de infeccdo por

Chlamydia sp. e por virus do grupo Herpes nao foram observados.

Tabela 3- Microbiota bacteriana identificada na citologia de amostra cervical.

MICROBIOTA N=55 %
Lactobacillus sp. 22 40%
Lactobacillus sp.+ Candida sp 4 7,27%

Microbiota bacteriana anormal

Cocos e/ou outros bacilos 13 23,63%
Cocos e/ou outros bacilos+Lactobacillus sp. 9 16,36%
Cocos e/ou outros bacilos + Bacilos supracitoplasmaticos 4 7,27%

Cocos e/ou outros bacilos + Lactobacillus sp.+Candida sp. 3 5,45%




Figura 17. Lactobacillus spp. (setas azuis). A. Ectocervical. B. Endo-
cervice. Papanicolaou, 400x.
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Figura 18. Microbioba bacteriana. A. Cocos e/ou outros bacilos (seta
verde). B. Cocos e/ou outros bacilos (seta verde) + Lactobacillus spp.
(seta azul). Papanicolaou, 400x.
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Figura 19. Microbiota. A. Cocos e/ou outros bacilos + Lactobacillus +
Candida (seta vermelha). B. Cocos e/ou outros bacilos + Bacilos su-
pracitoplasmaticos, “clue cell” (seta laranja). Papanicolaou, 400x.
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6.2.2. Alteracdes celulares
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As alteracdes celulares na citologia cervical encontram-se apresentadas na Tabela 4.

A inflamacéo foi a alteracdo celular mais frequente sendo observada em 78,18%

(43/55) das amostras (Fig. 20).

Tabela 4- Alteragdes celulares na citologia cervical

ALTERACOES CELULARES N=55 %
Dentro dos limites da normalidade 10 18,18%
Inflamacéao 35 63,63%
Atrofia com inflamacéo 4 7,27%
Inflamacéo e ASC-US 3 5,45%
Inflamacéo ASC-H 1 1,81%
LIEBG 1 1,81%
LIEAG 1 1,81%

LIEBG - Les&o intraepitelial escamosa de baixo grau; LIEAG - Les&o intraepitelial escamosa de alto grau.



Figura 20. Atrofia e inflamacdo. A. Inflamac¢éo com numerosos neu-
trofilos (seta preta). B. Atrofia com inflamacgé@o com células paraba-
sais (seta azul). Papanicolaou, 400x

42



43

6.3. Concordéancia entre microbiota bacteriana anormal na citologia e na cul-
tura/VITEK

A concordancia entre microbiota bacteriana anormal (presenca de cocos e/ou
outros bacilos) na citologia e o crescimento (Fig. 21) de bactérias patogénicas na cul-
tura/VITEK foi de 60% (Kappa= 0,2) (Tabela 5). Em 23,63% (13/55) das amostras, a
microbiota bacteriana na citologia era anormal, mas ndo houve crescimento bacteri-
ano e em 16,36% (9/55) das amostras houve crescimento bacteriano, mas a microbi-
ota era normal (Fig. 22, 23,24).

Tabela 5 - Frequéncia de resultados concordantes e discordantes entre microbiota
bacteriana anormal na citologia e crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VI-
TEK 2

MICROBIOTA BACTERIANA CRESCIMENTO NA CULTURA/VITEK 2
ANORMAL Presente Ausente TOTAL
Presente 16 13 29
Ausente 9 17 26

Total 25 30 55




Figura 21. Microbiota bacteriana anormal com cocos em corddes
(seta vermelha) em amostra com crescimento de Streptococcus
agalactiae spp. na cultura de secrec¢ao cervical. (A e B). Papanico-

laou, 1000x.
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Figura 22. Microbiota bacteriana anormal (Lactobacillus sp.) em amostra com cres-
cimento de Streptococcus agalactiae na cultura de secregédo cervical. A. Ectocérvice.
B. Endocérvice). Papanicolaou, 400x.
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Figura 23. Microbiota bacteriana anormal (Cocos e/ou outros bacilos) em amostra sem cres-
cimento de bactérias patogénicas na cultura de secrecao cervical. Papanicolaou, 400x.



Figura 24. Microbiota bacteriana anormal. A. Microbiota bacteriana anor-
mal (Cocos e/ou outros bacilos) na ectocérvice. B. Ausente na endocérvice
em amostra sem crescimento de bactérias patogénicas na cultura de se-

crecéo cervical. Papanicolaou, 1000X.
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6.4. Associacao entre microbiota bacteriana e inflamacé&o na citologia cervical

Inflamacéao foi observada em 90,47% (19/21) das amostras com microbiota bac-

teriana anormal (cocos e/ou outros bacilos) e em 60,86% (14/23) das amostras com

microbiota bacteriana normal sendo esta diferenca estatisticamente significativa

(Teste de Fisher, p=0,03) (Tabela 6, Fig 25,26). Nesta analise foram excluidas as

amostras com Candida ssp.e bacilos supra citoplasmaticos.

Tabela 6 - Associacao entre microbiota bacteriana e inflamacao na citologia

_ _ _ Inflamacao
Microbiota bacteriana Total
Presente Ausente
Anormal 19 2 21
Normal 14 9 23
Total 33 11 44




Figura 25. Inflamagao com cocos dispostos em corddes (seta
azul) em amostra com crescimento de Streptococcus agalactiae
na cultura de secrec¢éo cervical. A (400x). B(1000x), Papanicolau.
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Figura 26. Inflamag¢ao com microbiota bacteriana normal (Lactobacillus spp.seta azul)
em amostra sem crescimento de bactérias na cultura de secrecao cervical. Papanicolaou
400x.

6.5. Associacao entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK 2
e inflamac&o na citologia de secrecéo cervical

Inflamacéo foi observada, em 80% (16/20) e 70,83% (17/24) respectivamente,
das amostras com e sem crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK 2,
mas esta diferenca néo foi estatisticamente significativa (Teste de Fisher, p=0,72) (Ta-
bela 7, FIG 27,28). Nesta andlise, foram excluidas as amostras com Candida spp. e
bacilos supracitoplasmaticos.

Tabela 7- Associagao entre crescimento de bactérias patogénicas identificado através
da cultura/VITEK 2 e inflamacé&o detectada na citologia de secrecao cervical

Crescimento de bactérias pato- Inflamagéo Total
génicas Presente Ausente

Presente 16 4 20
Ausente 17 7 24

Total 33 11 44




Figura 27.Inflamagdo com neutrofilos (seta preta), cocos e/ou outros bacilos for-
mando corddes (seta vermelha) em amostra com crescimento de Streptococcus aga-
lactiaessp.na cultura de secrecao cervical. Papanicolaou, 1000x.
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Figura 28. Presenca ou auséncia de inflamacdao. A. Inflamacao em
amostra sem crescimento de bactérias patogénicas na cultura de se-
crecao cervical. B. Auséncia de inflamag¢@o em amostra com cresci-
mento de Streptococcus agalactiae ssp.na cultura de secrec¢éao cervi-
cal. Papanicolaou, 400x.
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6.6. Associacao entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK?2
e aspectos clinicos

A média da idade (34,88) das pacientes com crescimento de bactérias patogé-
nicas foi significativamente menor do que das pacientes (41,64) sem crescimento de
bactérias patogénicas na cultura de amostras cervicais (Unpaired t test with Welch's
correction, p=0,02) (Tabela 8).

N&o se observou diferenca significativa entre as amostras cervicais com e sem
crescimento de bactérias patogénicas. Os seguintes aspectos clinicos das pacientes
foram observados: menarca, nUmero de gestacfes, partos normais e cesarianas,
abortos, gravidezes ectopicas, infeccbes neonatais, presenca de menopausa, se-
xarca, numero de parceiros na vida, nimero de parceiros nos ultimos 12 meses, uso
de preservativo, uso de anticoncepcional oral, uso de terapia de reposicdo hormonal,
uso de ducha vaginal, uso de dispositivo intrauterino, tabagismo, etilismo, corrimento,
prurido, sangramento pds-coito, sangramento intermenstrual, disuria, polaciuria, dor
pélvica, infertilidade, gravidez, ectopia cervical e sinais de endocervicite. (Tabela 8).
A analise dos sinais e sintomas, as amostras com Candida sp. e bacilos supra cito-

plasméticos foram excluidos.
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Tabela 8- Aspectos clinicos das pacientes de acordo com a presencga e auséncia cres-
cimento de bactérias patogénicas na Cultura/VITEK 2 de amostra cervical

Aspectos demograficos Crescimento de bactérias P
Presente (n=16) Ausente (n=22)
Idade (médiaz+ dp) 34,88 +2,31 41,64 + 1,67 0,02
Baixa escolaridade 37,50% 40,91% >0,99
Antecedentes pessoais
Menarca (média + dp) 12,75+ 0,41 13,23+0,5 0,46
Gestacdes (média + dp) 2+0,24 2,40+ 0,38 0,37
Parto normal (mediana, min-max) 1(0-3) 1,5(0-5) 0,31
Parto cesareo (mediana, min-max) 0(0-2) 0(0-2) 0,82
Aborto (mediana, min-max) 0(0-2) 0(0-2) 0,51
Gravidez ectopica 7,69% 0,00% 0,41
Infeccéo neonatal 0,00% 5,56% >0,99
Menopausa 0,00% 0,00% -
Atividade sexual
Sexarca (mediana, max.-min) 17(15-23) 16 (12-25) 0,18
Parceiros na vida (mediana, max-min) 1(1-19) 3(1-10) 0,13
Parceiros nos dltimos 12 meses (média+ dp) 1(1-1) 1(1-2) >0,99
Uso de preservativo 0,00% 18,18% 0,12
Habitos de vida
Uso de anticoncepcional oral 25% 40,91% 0,48
Uso de terapia de reposi¢cdo hormonal 0,00% 0,00% -
Uso de ducha vaginal 18,75% 4,55% 0,29
Uso de dispositivo intrauterino 12,50% 0,00% 0,17
Tabagismo 6,25% 0,00% 0,42
Sinais e sintomas Presente (n=13) Ausente (n=18)
Corrimento 23,08% 11,11% 0,62
Prurido 15,38% 0,00% 0,16
Sangramento pés-coito 7,69% 0,00% 0,41
Sangramento intermenstrual 0,00% 11,11% 0,49
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7. DISCUSSAO

7.1. Crescimento e espécies de bactérias identificadas na cultura/VITEK de se-
crecao cervical

Alguns aspectos, relacionados ao método empregado na coleta e cultura das
amostras, devem ser discutidos anteriormente a discussao dos resultados. Primeira-
mente, as amostras submetidas a cultura, no presente estudo, foram do colo do Gtero,
principalmente da endocérvice e da transicdo entre endo e ectocérvice (juncéo es-
camo-colunar-JEC). Diferentemente do presente estudo, na maioria dos trabalhos as
amostras submetidas a cultura para andlise da microbiota genital feminina séo da va-
gina (Donder,2002 et al; Donders,2011; Donders,2009; Jahic, 2013 et al). A opcéao
pela amostragem da regido cervical se deve a maior precisao na comparagao com 0s
achados da citologia cervical.

Um outro aspecto importante é a variedade de meios de cultura e métodos de
identificacdo para isolamento de bactérias da secrecdo vaginal em estudos prévios.
Os meios de cultura mais utilizados para identificacéo de bactérias aerébicas, que sao
as bactérias associadas a vaginite aerdbica, sdo os meios ndo seletivos agar-sangue
e agar-chocolate (Donders, 2011, Fan, 2010). Estes meios de cultura ndo seletivos,
agar-sangue e agar-chocolate, também foram os meios de cultura empregados no
presente estudo e, portanto, adequados apenas para o diagnéstico das bactérias as-
sociadas a vaginite aerdbica. A cultura para Gardnerella vaginalis, a principal bactéria
associada a vaginose bacteriana, ndo é util para o diagnéstico de vaginose bacteriana
porque esta bactéria ocorre com frequéncia elevada em vaginas de pacientes sem
vaginose e também porque a vaginose pode ser causada por outras bactérias (For-
sum, 2002 et al; Tokyol, 2004 et al).

Com relacao aos resultados, o crescimento de bactérias aerdbicas gram-posi-
tivas e negativas foi detectado em 45,45% (25/55) das amostras cervicais submetidas
a cultura/VITEK. As espécies bacterianas identificadas no presente estudo coincidem
com aquelas isoladas de amostras da secrecao vaginal frequentemente associadas a
vaginite aerébica (Jahic, 2009 et al; Donders,2011; Bumbuliené, 2014) e também com
as espécies de bactérias aerdbicas isoladas de amostras endocervical e intra-abdo-
minal de pacientes com doenca pélvica (Schindlbeck 2014 et al.; Audu, 2004; Ju-
dlin,2010 et al).
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7.2. Citologia cervical
7.2.1. Microbiota e alteracdes celulares

Lactobacillus foi a microbiota mais frequentemente observada e a microbiota
bacteriana anormal (cocos e/ou outros bacilos) foi detectada em 52,72 % das amos-
tras. Candida sp. foi identificada em 12,72% das amostras e Bacilos supracitoplasma-
ticos (“clue cells”, sugestivas de Vaginose bacteriana) em 7,27% das amostras. Tri-
chomonas vaginalis sp, Actinomyces sp. e efeitos citopaticos sugestivos de infeccao
por Chlamydia sp. e por virus do grupo Herpes ndo foram observados por serem acha-
dos menos frequentes e devido ao numero limitado de amostras do presente estudo.
Os critérios utilizados por Discacciati 2006, em que a presenca de 20% ou mais de
“clue cells” na citologia cervical permite o diagndstico de vaginose bacteriana sem
haver necessidade de um teste adicional, foram aplicados no presente estudo.

A inflamacéo foi observada em 78,18% das amostras de citologia da secrecéo
cervical do total de pacientes (sintométicas e assintoméaticas). Em estudo recente, foi
relatada uma frequéncia de inflamacao na citologia cervical de 55,68% em pacientes
assintomaticas (Baka,2013). Assim sendo, a analise do presente estudo, associado
aos observados na literatura, permite sugerir que a presenca de inflamacgéo na citolo-
gia cervical ndo necessariamente resulta em sinais e sintomas.

No presente trabalho, a citologia secre¢ao cervical mostrou que a microbiota
de cocos e/ou outros bacilos esta presente isolada ou associada a lactobacilos e a
outros microrganismos como Candida sp. e Bacilos supracitoplasmaticos. Estes re-
sultados sao semelhantes aos de estudos prévios em que foram usados critérios de
Amsel/Nugent e cultura para o diagnéstico de vaginose bacteriana e vaginite por Can-
dida sp. respectivamente (Fan e Xue, 2010). O diagndstico da vaginite aerdbica é
importante porque o seu tratamento € diferente do tratamento da vaginite por Candida
sp e da Vaginose bacteriana e ndo deve ser baseado apenas nos resultados da cul-
tura. Os melhores resultados no tratamento dependem dos achados microscopicos
(critérios de Donders) do componente predominante: infeccioso (antibiético), inflama-
tério (esteroides) e atréfico (estrogeno) (Donders,2015; Han, 2015 et al). De acordo
com os achados do presente estudo, pode-se dizer que os critérios de Donders, (mi-
crobiota bacteriana, o numero de leucécitos e o numero de células basais) também
podem ser avaliados na citologia cervical, que teria como vantagens possibilitar a

identificacdo de outros micro-organismos e ser um exame realizado periodicamente.
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Pode-se concluir, portanto, que cocos e/ou outros bacilos e inflamacao foram, respec-
tivamente, achados frequentes da microbiota e das alteracdes celulares da citologia
cervical. A microbiota de cocos e/ou outros bacilos esta presente isolada ou associada
a lactobacilos e a outros agentes infeciosos como Candida sp. Assim sendo 0s crité-
rios de Donders e diferentes microrganismos e/ou seus efeitos citopaticos podem ser
avaliados na citologia cervical, que dessa forma, pode contribuir no direcionamento
do tratamento da vaginite aerdbica isolada ou associada a vaginite por outros agentes

infecciosos.

7.2.2. Concordancia entre microbiota bacteriana anormal na citologia e cresci-
mento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK de amostra cervical

A concordancia entre microbiota bacteriana anormal na citologia e crescimento
de bactérias patogénicas na cultura/VITEK foi pobre, com 40% de discordancia entre
as amostras.

Em 23,63% das amostras, os resultados foram discordantes porque a microbi-
ota bacteriana na citologia era anormal mas ndo houve crescimento de bactérias pa-
togénicas na cultura. A diferenca no local da amostragem pode ter contribuido parci-
almente para a discordancia nestes resultados. A coleta da amostra para a citologia
cervical é realizada na endocérvice e na juncédo escamo-colunar (JEC) com uma es-
covinha e na ectocérvice com uma espétula, conforme preconizado pelo Ministério da
Saude. Diferentemente da coleta para citologia, amostra para a cultura da secre¢ao
cervical foi obtida com o auxilio de “swab”, fornecido com o frasco do meio Stuart,
sempre antes da coleta para a citologia, mas apenas das regides da endocérvice e da
juncd@o escamo-colunar (JEC). Esta coleta restrita a area da endocérvice e JEC pode
explicar um possivel menor nimero de bactérias na amostra enviada para cultura ja
gue o numero de bactérias observado nestas regides foi menor do que na ectocérvice
na citologia. Portanto, esta diferenca no local da amostragem pode ter contribuido
para a discordancia nos resultados. Um outro aspecto importante que pode explicar,
pelo menos parcialmente, esta discordancia esta relacionado aos tipos de meio de
cultura empregados. Os meios de cultura agar- sangue e agar-chocolate sdo meios
usados habitualmente para promover o crescimento de bactérias gram-negativas e
positivas nos laboratérios de analises clinicas porém ndo permitem o crescimento de

todos os tipos de bactérias.
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Em 16,36% das amostras, os resultados foram discordantes porque houve
crescimento de bactérias patogénicas na cultura mas a microbiota era normal na cito-
logia. Uma explicacdo para esta discordancia € a dificuldade de analise da microbiota
bacteriana na citologia, principalmente quando o niumero de bactérias é escasso.

Concluindo vemos que os seguintes fatores podem ter contribuido para a dis-
cordancia entre a presenca de microbiota bacteriana anormal na citologia e cresci-
mento de bactérias patogénicas na cultura: a diferenca no local da coleta das amos-
tras para cada método, o numero limitado de meios de cultura empregados e a dificul-

dade de andlise da microbiota bacteriana na citologia.

7.2.3. Associacao entre microbiota bacteriana e inflamacao na citologia de se-
crecao cervical

A frequéncia de inflamacéao foi elevada (90,47%) nas amostras com microbiota
bacteriana anormal e significativamente maior que a frequéncia de inflamacao nas
amostras com microbiota normal. Nesta analise de associa¢éo, as amostras com Can-
dida sp. e bacilos supra citoplasmaticos foram excluidas por serem possiveis cau-
sas de inflamagéo.

A presenca de inflamagdo em 60,86% das amostras com microbiota normal
pode ser possivelmente e parcialmente explicada pela sensibilidade relativamente
baixa da citologia para a deteccéo de agentes infecciosos. A citologia cervical apre-
senta especificidade de 86%, 99% e 97% e sensibilidade de 66%, 21% e 60% no
diagnéstico de candidiase, vaginose bacteriana e tricomoniase, respectivamente,
guando comparada aos critérios de Amsel, cultura para Candida sp e PCR para Tri-
chomonas vaginalis (Forsum, 2002 et al; Lobo, 2003 et al .A inflamagéo pode ainda
ser causada pela acao de agentes fisicos (radioativos, mecanicos ou térmicos), agen-
tes quimicos (medicamentos abrasivos ou causticos, quimioterapicos e acidez vagi-
nal) e uso de DIU. A atrofia com inflamacdo é um achado normal apds a menopausa
(frequentemente associado a presenca de flora de cocos e/ou bacilos e sintomas
como secura vaginal e dispareunia) cujo tratamento consiste na administracéo vaginal
de creme de estrogénios (Diretriz brasileira para o rastreamento do Ministério da Sa-
ude e Instituto Nacional de Cancer de José Alencar — INCA). Em contrapartida, pre-

senca de microbiota bacteriana anormal foi observada em 18,18% das amostras sem
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sinais de inflamacéo e este achado sugere que cocos e bacilos curtos na microbiota

cervical ndo sdo, necessariamente, patogénicos.

Portanto, pode-se dizer que a inflamagéao foi significativamente mais frequente
nas amostras com microbiota bacteriana anormal quando comparada com a microbi-
ota normal. Nas amostras com microbiota normal, outras causas de inflamacéo de
origem nao-infecciosa podem estar envolvidas e a origem infecciosa ndo pode ser
excluida. Em contrapartida podemos observar a presenca de cocos e/ou outros baci-

los (bacilos curtos) em amostras sem inflamagao na citologia cervical.

7.2.4. Associacdo entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK
2 e aspectos clinicos

Inflamacéo foi observada em 80% e 70,83% das amostras com e sem cresci-
mento de bactérias patogénicas na cultura, respectivamente, porém esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa. Nesta andlise, foram excluidas as amostras com
Candida sp. e bacilos supra citoplasmaticos.

A presenca de inflamacédo na citologia em 70,83% das amostras sem cresci-
mento de bactérias patogénicas na cultura pode ser explicada pela possibilidade de
causas de origem nédo-infecciosa ou infecciosa nao-bacteriana. Além disso, deve-se
ressaltar que 0os meios de cultura usados no presente estudo e na rotina dos labora-
térios de analises clinicas ndo promovem o crescimento de todas as espécies de bac-
térias e que algumas espécies ndo crescem em meios de cultura sendo geralmente
detectadas por testes moleculares. Similarmente a estes resultados, em estudo pré-
vio, em 40% das amostras com inflamacéo a cultura para diferentes patdgenos foi
negativa (Baka, 2013 et al.).

A presenca crescimento de bactérias (cocos e bacilos curtos) na cultura em
amostras sem inflamacao na citologia foi observada 36,36% das amostras o que Su-
gere que as bactérias (cocos e bacilos curtos) da secrecao cervical em crescimento
na cultura ndo séo, necessariamente, patogénicas.

Concluindo, a inflamacgé&o na citologia nao foi mais frequente nas amostras com
crescimento quando comparada com as amostras sem crescimento de bactérias pa-
togénicas na cultura. A inflamag&o nas amostras sem crescimento pode ser de origem
nao infecciosa ou infecciosa, inclusive bacteriana, considerando as limita¢gdes do mé-

todo da cultura. Em contrapartida, a presenca crescimento de bactérias na cultura da
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secrecdo cervical sem inflamacdo na citologia sugere que estas bactérias ndo sao
necessariamente patogénicas e que a cultura n&o deve ser analisada de forma iso-
lada.
7.3. Associacao entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura/VITEK 2
e aspectos clinicos

Com relacdo aos aspectos demograficos, antecedentes pessoais, atividades
sexuais e habitos de vida, apenas a média da idade das pacientes foi diferente entre
0S grupos com e sem crescimento de bactérias patogénicas na cultura de secrecao
cervical. Em estudo prévio, envolvendo uma grande populacdo de mulheres entre 13
e 66 anos, uma frequéncia maior de bactérias gram-negativas foi observada na pré-
puberdade e de bactérias gram-positivas ha menopausa. Na menopausa, este resul-
tado foi justificado pelo hipoestrogenismo e na pré-puberdade atribuido a falta de hi-
giene e também pelo hipoestrogenismo (Tibaldi, 2009 et al). Os sinais e sintomas fo-
ram pouco frequentes e a frequéncia dos mesmos néao foi diferente entre 0os grupos
com e sem crescimento de bactérias patogénicas na cultura de secrecao cervical. Em
concordancia com este resultado, a inflamacédo, que seria a possivel causa destes
sinais e sintomas, também ndo esteve associada com crescimento de bactérias pato-
génicas na cultura de secrecéo cervical no presente estudo. Contudo, estudos com
maior nimero de amostras sdo necessarios para
o entendimento da associacao da presenca destas bactérias na secre¢ao cervical com
0s aspectos clinicos.

Concluindo, a frequéncia baixa de sinais e sintomas e o numero limitado de
amostras do presente estudo ndo permitiram uma analise confiavel sobre a associa-
cao entre crescimento de bactérias patogénicas na cultura de secrec¢ao cervical e suas

possiveis repercussoes clinicas.
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8. CONCLUSOES

Crescimento de bactérias aerébicas gram positivas e negativas foi detectado
em 45,45% das amostras cervicais de acordo com o método de Donders. As espécies
na secrecdo cervical foram semelhantes as espécies isoladas da secrecdo vaginal
(associadas a vaginite aerobica) e semelhantes as espécies isoladas na endocérvice
e intra-abdominal de pacientes com doenca inflamatoria pélvica.

A microbiota de cocos e/ou outros bacilos é frequente e esta presente isolada
ou associada lactobacilos e a outros agentes infeciosos como Candida sp. na citologia
cervical. Os critérios de Donders e diferentes microrganismos e/ou seus efeitos cito-
péaticos podem ser avaliados na citologia cervical, que dessa forma, pode contribuir no
direcionamento do tratamento da vaginite aerdbica isolada ou associada a vaginite
por outros agentes infecciosos.

A taxa de concordancia entre a presenca de microbiota bacteriana anormal na
citologia e crescimento de bactérias patogénicas na cultura foi pobre e os seguintes
fatores podem ter contribuido com a discordancia entre os resultados: a diferenca no
local da coleta das amostras, o numero limitado de meios de cultura empregados e
dificuldade de andlise da microbiota bacteriana na citologia.

A inflamacéo foi significativamente mais frequente nas amostras com microbi-
ota bacteriana anormal na citologia cervical quando comparada com a microbiota nor-
mal. Nas amostras com microbiota normal, outras causas de inflamacao de origem
nao-infecciosa podem estar envolvidas porém a causa de origem infecciosa ndo pode
ser excluida. Em contrapartida, a presenca de cocos e/ ou outros bacilos em amostras
sem inflamacéo na citologia cervical sugere que estas bactérias ndo sdo, necessaria-
mente, patogénicas.

A inflamacéao na citologia nédo foi mais frequente nas amostras com crescimento
guando comparada com as amostras sem crescimento de bactérias patogénicas na
cultura da secrecao cervical. A inflamagcdo nas amostras sem crescimento, pode ser
de origem néo-infecciosa ou de origem infecciosa, inclusive bacteriana, considerando
as limitacdes do método da cultura. Em contrapartida, a presenca crescimento de bac-
térias na cultura da secrec¢do cervical sem inflamacéo na citologia sugere que estas
bactérias ndo sdo, necessariamente, patogénicas e que a cultura ndo deve ser anali-

sada de forma isolada.
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A frequéncia baixa de sinais e sintomas e o numero limitado de amostras do
presente estudo ndo permitiram uma andlise confiavel sobre a associa¢éo entre cres-
cimento de bactérias patogénicas na cultura de secrecao cervical e suas possiveis

repercussoes clinicas.
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APENDICE A

Questionario

Prontuério:

Nome:-

Menarca

Sexarca____anos

Relacéo desprotegida:

DST (HPV, Herpes, Trichomonas...) no Passado : néo() sim () qual

Gesta /Parto Aborto /Cesariana

DN:_ [/ |/

Menopausa Nao() sim ()

Terapia de reposi¢ao hormonal?

Uso de medicagéo e quais? Nao () Sim( )

Duracéo Término

Método contraceptivo atual e prévios

Escolaridade

NUmero de parceiros sexuais na vida nos ultimos 12 me-
ses

Tabagismondo () sim() quan-

tos/dia

Etilismondo () sim() quan-

tos/dia

Radioterapiando( ) sim() Ducao Término
Braquiterapiando() sim() Duracéo Término
Quimioterapiando() sim() Duracao Término

Coleta do citopatolégicoem __ /[

Teste rapido de Clamidia: Negativo ( ) Positivo( )



Anamnese e exame médico se houver marque X:

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

(

) Ducha Vaginal

) Prurido

)Dispaurenia

)corrimento vaginal mucopurulento,
) sangramento pos-coito,

) sangramento intermenstrual

) distria

) aumento da frequéncia urinaria

) dor abdominal e pélvica

) infertilidade e gravidez ectopica

) complicacdes da infecgao na gravidez incluem trabalho de parto prematuro, in-

feccao pos-aborto, infeccdo materna pos-parto e infecgdo neonatal (conjuntivite e
pneumonia)

(
(
(
(

)ectopia cervical

) histéria atual de DST ou infec¢éo pelo HIV

) Aspecto clinico de Cervicite: () leve () moderado ( )grave
) Colposcopia:

e laudo
( ) Negativo () LIE-BG () LIE-AG ()Insatisf.



APENDICE B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE A senhora estéd sendo convidada a partici-
par do projeto: “Rastreamento da infeccéo genital por Chlamydia trachomatis: criacédo de fluxogra-
mas para deteccao da doenga em pacientes sintomaticas e assintomaticas visando a implanta-

¢do no sistema Unico de saude”. O objetivo deste estudo sera detectar, através do exame preven-

tivo do cancer de colo do Utero, a infeccao genital causada por uma bactéria chamada Chlamydia tra-
chomatis. A senhora recebera todos os esclarecimentos necessariosantes e no decorrer da pesquisa
e lhe asseguramos que seunome nao aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo atra-

vés da omissao total de quaisquer informacdes que permitam identifica-la.Para a realiza-

¢do do nosso estudo, durante a coleta da amotra para o exame prvtivo do colo do Gtero, uma amos-
tra adicional tera que ser obtida da senhora, 0 que ndo causara maior desconforto.

A senhora tera acesso ao resultado do exame e sera encaminhada para tratamento. Os dados e ma-
teriais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do pesquisador. Além do exame, a se-

nhora sera convidada aresponder um guestionariocom a ajuda do médico e duragdo de cerca de 5 mi-
nutos. Ao responder o questionario, a senhora teré o direito de recusar- se e a responder pergun-
tas que ocasionem constrangimentos de alguma natureza.Em caso de recusa em participar da pes-
quisa ndo havera penalizacdo ou prejuizo de atendimento naquele servico.Se a Senhora tiver qual-
guer davida em relagdo a pesquisa, por favor, telefone para 61-92859877 (falar com Dra Fabiana Pi-
rani Carneiro) ou na instituicdo pelo telefone: 32444282 em horario comercial. Este projeto foi Apro-
vado pelo Comité de Etica  em Pesquisa da SES/DF. As dividas com relac&o a assinatura do TCLE
ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-4955. Este do-
cumento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra com o su-

jeito da pesquisa.

Nome / assinatura:

Pesquisador Responséavel

Nome e assinatura:

Brasilia, __ de de




ANEXO B

Bacteria identified with VITEK®2 GP ID card

Alphabetical order

Abiotrophia defectiva
Aerococcus urinae
Aerococcus viridans
Alloiococcus otitis
Dermacoccus nishinomiyaensis/Kytococcus sedentarius
Enterococcus avium
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus cecorum
Enterococcus columbae
Enterococcus durans
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus gallinarum
Enterococcus hirae
Enterococcus raffinosus
Enterococcus saccharolyticus
Erysipelothrix rhusiopahiae
Facklamia hominis
Gardnerella vaginalis
Gemella bergeri

Gemella haemolysans
Gemella morbillorum
Gemella sanguinis
Globicatella sanguinis
Globicatella sulfidifaciens
Granulicatella adiacens
Granulicatella elegans
Helcococcus kunzii

Kocuria kristinae



Kocuria rhizophila

Kocuria rosea

Kocuria varians

Lactococcus garvieae

Lactococcus lactis ssp. cremoris
Lactococcus lactis ssp. lactis
Lactococcus raffinolactis

Leuconostoc citreum

Leuconostoc lactis

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris
Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
Leuconostoc pseudomesenteroides
Listeria grayi+

Listeria innocua+

Listeria ivanovii+

Listeria monocytogenes+

Listeria seeligeri+

Listeria welshimeri+

Micrococcus luteus/lylae

Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentosaceus

Rothia dentocariosa

Rothia mucilaginosa

Staphylococcus arlettae
Staphylococcus aureus *+
Staphylococcus auricularis
Staphylococcus capitis

Staphylococcus caprae

Staphylococcus carnosus ssp. carnosus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus cohnii ssp. cohnii

Staphylococcus cohnii ssp. urealyticus



Staphylococcus epidermidis+
Staphylococcus equorum

Staphylococcus gallinarum

Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis ssp. hominis
Staphylococcus hominis ssp. novobiosepticus
Staphylococcus hyicus+

Staphylococcus intermedius+
Staphylococcus kloosii

Staphylococcus lentus

Staphylococcus lugdunensis
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus schleiferi

Staphylococcus sciuri

Staphylococcus simulans

Staphylococcus vitulinus

Staphylococcus warneri

Staphylococcus xylosus

Streptococcus agalactiae

Streptococcus alactolyticus

Streptococcus anginosus

Streptococcus canis

Streptococcus constellatus ssp. constellatus
Streptococcus constellatus ssp. pharyngis
Streptococcus cristatus

Streptococcus downei

Streptococcus dysgalactiae ssp. dysgalactiae
Streptococcus dysgalactiae ssp. equisimilis
Streptococcus equi ssp. equi
Streptococcus equi ssp. zooepidemicus
Streptococcus equinus

Streptococcus gallolyticus ssp. gallolyticus



Streptococcus gallolyticus ssp. pasteurianus
Streptococcus gordonii

Streptococcus hyointestinalis

Streptococcus infantarius ssp. coli (Str. lutetiensis)
Streptococcus infantarius ssp. infantarius
Streptococcus intermedius

Streptococcus mitis/Streptococcus oralis
Streptococcus mutans

Streptococcus ovis

Streptococcus parasanguinis

Streptococcus pluranimalium

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus porcinus

Streptococcus pseudoporcinus
Streptococcus pyogenes

Streptococcus salivarius ssp. salivarius
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
Streptococcus sanguinis

Streptococcus sobrinus

Streptococcus suis |

Streptococcus suis I

Streptococcus thoraltensis

Streptococcus uberis

Streptococcus vestibularis

Vagococcus fluvialis

*Staphylococcus aureus claim contains only the subspecies aureus.

+ OMA Official Methods of Analysis validated claim.

Gram-negative bacteria can be responsible for infections including wound/surgical site in-
fections, pneumonia and meningitis. As they are highly and increasingly resistant to mul-
tiple drugs, preventing the spread of these organisms is a key goal in the_healthcare
setting. VITEK® 2 ID cardsare convenient and safe self-contained, disposable cards devel-
oped for use with the VITEK®2 family of instruments. The VITEK®2 GN ID card is an effec-
tive means of rapidly and accurately identifying abroad range of Gram-negative Enter-
obacteriaceae, non-Enterobacteriaceae and highly pathogenic organisms.


http://www.biomerieux-diagnostics.com/vitek-2-identification-cards
http://www.biomerieux-diagnostics.com/vitek-2
http://www.biomerieux-diagnostics.com/vitek-2-gn-id-card

EnterobacteriaceaeTOP

Alphabetical order

Budvicia aquatica

Buttiauxella agrestis

Cedecea davisae*

Cedecea lapagei*

Citrobacter amalonaticus*
Citrobacter braakii*
Citrobacter farmeri*
Citrobacter freundii*
Citrobacter koseri*

Citrobacter sedlakii

Citrobacter youngae*
Cronobacter sakazakii group+
Edwardsiella hoshinae*
Edwardsiella tarda*
Enterobacter aerogenes*
Enterobacter amnigenus 1*
Enterobacter amnigenus?*
Enterobacter asburiae*
Enterobacter cancerogenus*
Enterobacter cloacae complex+
Enterobacter gergoviae*
Escherichia coli*

Escherichia coli 0157*
Klebsiella pneumoniae ssp. rhinoscleromatis
Kluyvera ascorbata*

Kluyvera cryocrescens
Kluyvera intermedia* (formerly known as Enterobacter intermedius)
Leclercia adecarboxylata*
Moellerella wisconsensis*
Morganella morganii ssp. morganii*

Morganella morganii ssp. sibonii


http://www.biomerieux-diagnostics.com/vitek-2-gn-id-card#top

Pantoea agglomerans *
Pantoea spp.

Plesiomonas shigelloides
Proteus hauseri

Proteus mirabilis*

Proteus penneri*

Proteus vulgaris

Providencia alcalifaciens*
Providencia rettgeri
Providencia rustigianii
Providencia stuartii*
Rahnella aquatilis*
Raoultella ornithinolytica
Raoultella planticola
Roseomonas gilardii
Salmonella enterica ssp. arizonae*
Salmonella enterica ssp. diarizonae
Salmonella group*
Salmonella ser. Gallinarum*
Salmonella ser. Paratyphi A*
Salmonella ser. Typhi*
Serratia ficaria*

Serratia fonticola*

Serratia liquefaciens group*
Serratia marcescens *
Serratia odorifera *

Serratia plymuthica *
Serratia rubidaea*

Shigella group*

Shigella sonnei*

Yersinia aldovae

Yersinia enterocolitica/frederiksenii*
Yersinia intermedia*

Yersinia kristensenii*



Yersinia pestis
Yersinia pseudotuberculosis*
Yersinia ruckeri*

Yokenella regensburgei

* OMA Official Methods of Analysis validated claim.

+ Species within this group or complex that are OMA Official Methods of Analysis
validated

claims are Burkholderia cepacia, Cronobacter sakazakii, and Enterobacter cloa-
cae.

Non-EnterobacteriaceaeTOP

Alphabetical order
Achromobacter denitrificans
Achromobacter xylosoxidans
Acinetobacter baumannii complex
Acinetobacter haemolyticus
Acinetobacter junii

Acinetobacter Iwoffii
Acinetobacter radioresistens
Acinetobacter ursingii
Actinobacillus ureae

Aeromonas hydrophila/Aeromonas caviae
Aeromonas salmonicida
Aeromonas sobria

Aeromonas veronii

Alcaligenes faecalis ssp. faecalis
Bordetella bronchiseptica
Bordatella hinzii

Bordetella trematum
Brevundimonas diminuta/vesicularis
Brucella melitensis

Burkholderia cepacia group+
Burkholderia gladioli*

Burkholderia mallei


http://www.biomerieux-diagnostics.com/vitek-2-gn-id-card#top

Burkholderia pseudomallei
Chromobacterium violaceum
Chryseobacterium gleum
Chryseobacterium indologenes
Comamonas testosteroni
Cupriavidus pauculus

Delftia acidovorans
Elizabethkingia meningoseptica
Francisella tularensis
Grimontia hollisae
Mannheimia haemolytica
Methylobacterium spp.
Moraxella group

Myroides spp.

Neisseria animaloris/zoodegmatis
Ochrobactrum anthropi
Oligella ureolytica
Paracoccus yeei

Pasteurella aerogenes
Pasteurella canis

Pasteurella dagmatis
Pasteurella multocida
Pasteurella pneumotropica
Pasteurella testudinis
Photobacterium damselae
Pseudomonas aeruginosa*
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas fluorescens*
Pseudomonas luteola
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas oryzihabitans
Pseudomonas putida

Pseudomonas stutzeri



Ralstonia mannitolilytica
Ralstonia pickettii

Rhizobium radiobacter
Roseomonas gilardii
Shewanella algae

Shewanella putrefaciens
Sphingobacterium multivorum
Sphingobacterium spiritivorum
Sphingobacterium thalpophilum
Sphingomonas paucimobilis
Stenotrophomonas maltophilia
Vibrio alginolyticus*

Vibrio cholerae*

Vibrio fluvialis*

Vibrio metschnikovii*

Vibrio mimicus*

Vibrio parahaemolyticus*

Vibrio vulnificus*

* OMA Official Methods of Analysis validated claim.

+ Species within this group or complex that are OMA Official Methods of Analysis
validated claims are Burkholderia cepacia, Cronobacter sakazakii, and Entero-
bacter cloacae.

Highly pathogenic organismsTOP

Alphabetical order

Brucella melitensis *
Burkholderia mallei *
Burkholderia pseudomallei*
Escherichia coli 0157*
Francisella tularensis*
Yersinia pestis*

* OMA Official Methods of Analysis validated claim.


http://www.biomerieux-diagnostics.com/vitek-2-gn-id-card#top

