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RESUMO

ARAUJO, Ana Paula carvalho de Aratjo. COMPOSICAO DA MICROBIOTA VAGINAL
FEMININA: UM ESTUDO LABORATORIAL SOBRE OS PRINCIPAIS
PATOGENOS CAUSADORES DE VAGINITE BACTERIANA. Brasilia, 2022.
Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Ciéncias da Saude,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2022.

A vaginite bacteriana € considerada a infeccdo vaginal mais prevalente que acomete mulheres
em idade fértil, estando associada a fatores de risco como, VArios parceiros sexuais ou
mudanga de parceiro, duchas vaginais, uso de antimicrobianos, entre outros. O diagndstico é
comumente realizado através da presenca de sinais e sintomas clinicos e por critérios baseados
em testes como afericdo de pH vaginal, teste das aminas, microscopia a fresco e bacterioscopia
pela coloracdo de gram. No entanto, em muitos casos o diagnostico se tornava impreciso ou
até mesmo incorreto. O emprego de métodos moleculares laboratérios no diagndstico de tais
infeccdes se torna de grande valia, ja que por meio deste € possivel identificar e quantificar os
micro-organismos que compde a microbiota vaginal, bem como classificar esta microbiota. O
objetivo deste estudo foi analisar o perfil de vaginite bacteriana e microbiota vaginal de
mulheres com indicacéo clinica através de resultados de exames retrospectivos realizados em
laboratdrio privado. Foram incluidas 225 pacientes e foram classificadas a microbiota vaginal
de 217 mulheres, sendo 8 ndo classificadas por néo terem nenhum tipo de micro-organismo
identificado na amostra. As microbiotas vaginais foram ainda identificadas como eubioticas e
disbioticas por reducéo ou excesso. As duas Community State Types (CST) encontradas foram
CST I e IV-B, entretanto esta ultima foi subdividida em quatro subgrupos CST IV-B: cléssica,
com L. crispatus, com L. iners e com L. jensenii. Os micro-organismos mais prevalentes foram
Gardenerella vaginalis e Atopobium vaginae, e foi possivel observar a presenca de
Lactobacillus spp. nas amostras de vaginite bacteriana, juntamente com as bactérias
anaerdbias, corroborando com a hipétese de que a vaginite bacteriana € uma infeccdo
polimicrobiana, e que os Lactobacillus embora desempenhem importante papel para
prevencdo de infeccdes vaginais e contribua para a sadde vaginal, na presenca destas bactérias
anaerobias que causam vaginite os Lactobacillus spp. podem perder essa capacidade protetiva
e permitir que a infeccdo ocorra. Este trabalho demonstrou a importancia da utilizacdo de
técnicas moleculares no auxilio do diagnostico correto das infecgdes vaginais, principalmente
quando a vaginite bacteriana ocorreu na presenca de Lactobacillus spp., uma das principais
espécies que compBe a microbiota vaginal, 0 que demonstrou a necessidade de estudos
adicionais para elucidar estas e outras questdes evidenciadas pelo estudo.

Palavras-Chaves: vaginite bacteriana, vaginose citolitica, Lactobacillus spp., Comunity State
Types, Microbiota Vaginal



ABSTRACT

ARAUJO, Ana Paula Carvalho de Aratjo. COMPOSITION OF THE FEMALE
VAGINAL MICROBIOTA: A LABORATORY STUDY ON THE MAIN
PATHOGENS CAUSING BACTERIAL VAGINITIS. Brasilia, 2022. Dissertacao de
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2022.

Bacterial vaginitis is considered the most prevalent vaginal infection that affects women
of childbearing age, being associated with risk factors such as multiple sexual partners
or change of partner, vaginal douching, use of antimicrobials, among others. Diagnosis
is commonly made by the presence of clinical signs and symptoms and by criteria based
on tests such as vaginal pH measurement, amine test, wet microscopy and gram staining
bacterioscopy. However, in many cases the diagnosis became imprecise or even
incorrect. The use of molecular laboratory methods in the diagnosis of such infections
becomes of great value, since through this it is possible to identify and quantify the
microorganisms that make up the vaginal microbiota, as well as classify this microbiota.
The aim of this study was to analyze the profile of bacterial vaginitis and vaginal
microbiota of women with clinical indication through the results of retrospective exams
carried out in a private laboratory. 225 patients were included and the vaginal
microbiota of 217 women were classified, 8 of which were not classified because they
did not have any type of microorganism identified in the sample. Vaginal microbiota
was further identified as eubiotic and dysbiotic by reduction or excess. The two
Community State Types (CST) found were CST | and IV-B, however the latter was
subdivided into four subgroups CST IV-B: classical, with L. crispatus, with L. iners and
with L. jensenii. The most prevalent microorganisms were Gardenerella vaginalis and
Atopobium vaginae, and it was possible to observe the presence of Lactobacillus spp.
in bacterial vaginitis samples, along with anaerobic bacteria, corroborating the
hypothesis that bacterial vaginitis is a polymicrobial infection, and that Lactobacillus,
although playing an important role in preventing vaginal infections and contributing to
vaginal health, in the presence of these bacteria anaerobes that cause vaginitis
Lactobacillus spp. may lose this protective ability and allow infection to occur. This
work demonstrated the importance of using molecular techniques to aid in the correct
diagnosis of vaginal infections, especially when bacterial vaginitis occurred in the
presence of Lactobacillus spp., one of the main species that make up the vaginal
microbiota, which demonstrated the need for additional studies. to elucidate these and
other questions highlighted by the study.

Keywords: bacterial vaginitis, cytolytic vaginosis, Lactobacillus spp., Community State
Types, Vaginal Microbiota
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1. INTRODUCAO

1.1. Composicao e classificagdo da microbiota vaginal

A microbiota vaginal (MBV) saudavel tem um papel importante na manutencéo da
salude reprodutiva da mulher (MARTIN et al., 2012) e na prevencéo da colonizagao por micro-
organismos patogénicos, considerando tanto agentes causadores de Infeccdes Sexualmente
Transmissiveis (ISTs) como do trato urinario, através da relacdo entre imunidade, nutricao e
resposta fisiologica (HUANG et al., 2014; SMITH; RAVEL, 2017).

A MBV é composta majoritariamente por Lactobacillus spp., sendo as espécies mais
comumente observadas os Lactobacillus crispatus, Lactobacillus iners, Lactobacillus gasseri
e Lactobacillus jensenii (WITKIN; LINHARES, 2017). Contudo, esta composi¢do pode
variar ao longo da vida da mulher (DIOP et al., 2019), a vagina comeca a ser colonizada a
partir do momento que a crianga passa pelo canal vaginal da mée durante o parto, sendo os
Lactobacillus spp constituintes predominantes, perdurando do nascimento até meados da
quarta semana de vida (DASARI, 2019). Apos esse periodo até a puberdade o pH vaginal se
torna neutro e os Lactobacillus spp. ndo sdo mais protagonistas dessa microbiota, podendo
haver colonizacdo por diversas bactérias, inclusive algumas potencialmente patogénicas
(DASARI et al., 2016). Na puberdade devido ao pH mais baixo em decorréncia da producéo
de estrogénio Lactobacillus spp. voltam a ser maioria e é apenas na menopausa que eles
novamente desaparecem devido ao pH neutro, deixando as mulheres mais suscetiveis a
infeccOes (DASARI, 2019).

Em 2011, Ravel a partir do estudo da composicdo da MBV de mulheres de diferentes
etnias por métodos moleculares, propds a classificacdo em cinco tipos diferentes,
denominadas Community State Types (CSTs): CST I com presenca abundante de L. crispatus,
CST Il dominada por L. gaseri, CST Il com maior abundéncia de L. iners, CST V dominada
por L. jensenii e CST IV caracterizada pela escassez de Lactobacillus spp. e presenga de
bactérias anaerdbias, como Gardnerella spp. e Atopobium spp. (Figura 1) (BORGOGNA et
al., 2021; RAVEL et al., 2011b)

A CST IV pode ser subdividida em CST IV-A e CST IV-B, sendo CST IV-A
caracterizada por uma reduzida quantidade de Lactobacillus e presenca de bactérias como
Peptoniphilus, Anaerococcus (Clostidiales), Corynebacterium, Finegoldia e Streptococcus
(GAJER et al., 2012; RAVEL et al., 2011a). Ja a microbiota vaginal CST IV-B é composta
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por baixas quantidades de Lactobacillus também e bactérias como Atopobium, Prevotella,
Parvimonas, Sneathia, Gardnerella, Mobiluncus, Megaspaera (Clostidiales) (GAJER et al.,
2012; RAVEL et al., 2011b; ROMERO et al., 2014).

Figura 1 — Classificacdo da microbiota vaginal

| Community State Types (CSTs)
CSTI J—\ Lactobacillus crispatus
CST I Lactobacillus gaseri Peptoniphilus,
| | Anaerococcus,
CST Il | Lactobacillus iners Corynebacterium
‘ ] _’ e Finegoldia
CSTV Lactobacillus jensenii
] \ Atopobium,
CSTIV-A Reducdo de Lactobacillus + bactérias |- | Prevotella
i l anaerébias Parvimonas,
| CSTIV-B = _ Sneathia,
| Reducdo de Lactobacillus + bactérias | | Gardnerellae
\ anaerdbias Mobiluncus

Fonte: Adaptado de RAVEL et al., 2011; BORGOGNA et al., 2021; ROMERO et al., 2014

Ainda segundo Ravel, a composicdo da MBV pode variar de acordo com a etnia da
mulher (Figura 2). As CST |, 11, 1l e V foram encontradas em sua grande maioria em mulheres
asiaticas e brancas, e com menor incidéncia em negras e hispanicas. Ja a microbiota CST IV,
caracterizada pela diversidade de micro-organismos, foi mais presente em negras e hispanicas

em menor quantidade em brancas e asiaticas (RAVEL et al., 2011b).

Tabela 1 — Presenca de Lactobacillus em diferentes etnias

Classificagdo CST Brancas Asiaticas Negras Hispanicas
CST I 41,9% 22,9% 21,9% 13,3%
CST 11 32% 20% 20% 28%

CST I 19,3% 30,4% 24,4% 25,9%
CST IV 9,3% 17,6% 38,9% 34,3%
CSTV 42,9% 33,3% 4,8% 19%

Fonte: Adaptado de RAVEL et al., 2011

15



1.2.Papel biologico dos Lactobacillus spp.

Os Lactobacillus spp. tém mdaltiplas funcdes bioldgicas, entre elas, sdo responsaveis
pela producdo de acido lactico e peroxido de hidrogénio, substancias nocivas ao crescimento
de alguns micro-organismos patogénicos (VIEIRA-BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019).

Fatores enddgenos e exdgenos podem interferir na presenca e quantidade dessas
bactérias, o estrogénio € um exemplo, ja que apresenta papel fundamental na manutencéo do
epitélio vaginal por meio da producéo de glicogénio, fator importante para o desenvolvimento
de Lactobacillus spp. (BROTMAN et al., 2014; DANIELSSON; TEIGEN; MOI, 2011,
GODHA et al., 2018).

A producdo de acido latico a partir do glicogénio presente na vagina, € uma das
principais caracteristicas dos Lactobacillus spp., tal funcdo proporciona um pH vaginal mais
acido, dificultando o crescimento de outros micro-organismos potencialmente patogénicos.
Existem dois isbmeros do acido latico, &cido latico — D e acido latico — L, as espécies L.
crispatus, L. gasseri e L. jensenii sdo produtoras do isdmero D, responsavel pela protecéo e
manutencdo da saude vaginal, e apenas o L. iners produz &cido latico — L (WITKIN;
LINHARES, 2017).

Os Lactobacillus também sdo capazes de produzir outras substancias com atividade
bactericida, como por exemplo, as bacteriocinas, peptideos que quando ligados a receptores
especificos das bactérias resultam em morte celular (DASARI, 2019), e o perdxido de
hidrogénio (H202) capaz de inibir o crescimento de bactérias como Gardnerella, Chlamydia,
Trichomonas e Neisseria (DASARI et al., 2014).

1.3 Infec¢bes vaginais

Considerando o papel importante dos Lactobacillus spp. no controle da colonizacéo
por bactérias patogénicas, € fato conhecido que a escassez destes favorece o desenvolvimento
de infeccOes. Essa situacdo de desequilibrio caracteriza um quadro de disbiose, condigéo pela
qual micro-organismos que podem naturalmente fazer parte da MBV tais como Gardnerella
spp., Atopobium spp., Prevotella spp., Candida spp., Megasphaera spp. e BVABs em
quantidades reduzidas, passam a predominar, muitas vezes formando biofilmes e impedindo

que os Lactobacillus spp. tenham acesso aos estoques de glicogénio, reduzindo as chances da
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MBYV retornar ao seu estado de eubiose podendo resultar em vaginites (DIOP et al., 2019;
PRAMANICK et al., 2019; SARAF et al., 2021; VIEIRA-BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019).

1.3.1 Vaginite Bacteriana

A Vaginite Bacteriana (VB) genericamente pode ser caracterizada pela auséncia de
Lactobacillus spp. e crescimento aumentado de bactérias anaerdbias e aerdbias facultativas
(DE SETA et al., 2022; VIEIRA-BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019), estando associada a
microbiota CST IV (SMITH; RAVEL, 2017).

Sua etiologia ndo € muito bem elucidada e atualmente existem hipoteses diferentes
para a origem da infeccdo publicadas na literatura. Alguns autores defendem que a infecgéo
se instala em consequéncia de um Unico patdgeno enquanto outros defendem tratar-se de uma
infeccdo polimicrobiana (JOSEY; SCHWEBKE, 2008), onde ha presenca de mais de uma
bactéria anaerobia (MACHADO; CERCA, 2015). E conhecido que a VB esta associada a
fatores de risco, tais como: varios parceiros sexuais ou um novo, duchas vaginais e 0 uso de
antimicrobianos (DE SETA et al., 2022).

Além da VB, a disbiose vaginal torna a mulher suscetivel a outras ISTs (NEAL et al.,
2020; VIEIRA-BAPTISTA; BORNSTEIN, 2019), bem como a partos prematuros,
inflamacdes do endométrio e neoplasias (DE SETA et al., 2022).

1.4 Vaginite citolitica

Assim como a reducgdo de Lactobacillus spp. caracteriza uma dishiose, 0 aumento
exacerbado desses micro-organismos também pode estar associado a mesma condi¢do quando
em excesso, 0s Lactobacillus spp. produzem grandes quantidades de acido latico, alterando
assim o pH da vagina e consequentemente resultando em cit6lise (YANG et al., 2020). A lise
das células epiteliais da vagina é uma caracteristica da Vaginite Citolitica (VC), cujos
principais sintomas sdo: prurido, dispaurenia ardéncia, disUria e descarga vaginal, presentes
principalmente na faze latea (BHAT et al., 2009).

A VC diferentemente da VB, ndo esta associada a presenca de patdgenos, mas seus
sintomas muitas vezes podem ser confundidos com os sintomas de infeccbes vaginais

dificultando um diagndstico correto e consequente o tratamento (YANG et al., 2020).

17



1.5 Diagnostico

Até inicio da década de 2000 nao havia analise molecular e o diagndstico das VB e
VC podia ser realizado com base em sintomas, sinais clinicos e por critérios baseados em
testes como afericdo de pH vaginal, teste das aminas (aplicagédo de KOH em lamina contendo
secrecdo vaginal, produzindo odor devido a liberagdo de aminas), microscopia a fresco e
bacterioscopia pela coloracdo de gram para avaliagdo morfologica e semi quantitativa das
bactérias (MARRAZZO, 2011).

A partir da bacterioscopia, Nugent em 1991, prop6s um score para o diagnostico de
VB. O indice de Nugent foi e ainda € muito utilizado, consiste na avaliacdo morfoldgica e
semi quantitativa das bactérias, criando uma escala que varia de 0 a 10, sendo MBV normal
(0 — 3), intermediaria (4 — 6) e sugestivo de VB (7 — 10) (Tabela 2 e 3) (MARRAZZO, 2011).

Através deste método é possivel identificar a presenca de Lactobacillus spp.,
Gardnerella vaginalis aderida a superficie de clue cells e Mobiluncus spp. que s&o semi
quantificados para obtencdo do Indice de Nugent. Apesar de ser muito Gtil no diagndstico de
VB, o indice de Nugent pode se tornar falho quando relacionado as bactérias de dificil cultivo

ou até mesmo nao cultivaveis.

Tabela 2 — Pontuacdo indice de Nugent

Quantidade de micro- Lactobacillus ~ Gardnerella ~ Mobiluncus
organismos contados spp. vaginalis spp.
0 4 0 0
1 3 1 1
2ab 2 2 1
6a30 1 3 2
>30 0 4 2

Fonte: Adaptado de NUGENT et al., 1991

Tabela 3 — Interpretacio do indice de Nugent

Pontuacéao Interpretacéo
0a3 Microbiota normal
4a6 Microbiota intermediaria
7al0 Microbiota sugestiva de vaginite bacteriana

Fonte: Adaptado de NUGENT et al., 1991

Em 2002 foi publicado um dos primeiros estudos de caracteriza¢do da MBV por meio
de testes moleculares (BURTON; REID, 2002), com 0 maior acesso a essas técnicas, a

identificacdo de bactérias associadas a VB se tornou mais facil e culminando em um
10



diagnostico mais claro (VAN DE WIJGERT et al., 2014).

Os testes moleculares, como os que empregam a metodologia de Reacdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), apresentam vantagens quando comparados a outras
formas de identificacdo dos micro-organismos presentes na MBV. E possivel a identificacio
de bactérias ndo cultivaveis, bem como quantificacdo de bactérias como Gardnerella spp. e
Atopobium spp. que naturalmente podem estar presentes em quantidades reduzidas na vagina
sem causar infec¢des (DE BACKER et al., 2007; FREDRICKS; FIEDLER; MARRAZZO,
2005), mas em quantidades maiores sdo patobiontes e agentes etiologicos principais das
vaginites bacterianas (DENG et al., 2022). O teste molecular realizado pela metodologia de
RT-PCR pode ainda auxiliar em casos onde a paciente ndo apresenta sintomas e na
classificacdo da MBV, proporcionando um diagndstico mais assertivo e seguro (COLEMAN;
GAYDOS, 2018).

O diagndstico de VC se baseado apenas em sinais e sintomas pode ser tornar falho,
devido a semelhanca com outras infeccGes, portanto faz-se necessario o diagnostico
laboratorial, que é realizado por meio do esfregaco com coloragdo de Gram, pelo qual é
possivel observar a presenca exacerbada de Lactobacillus spp., auséncia de bactérias
anaerdbias, reducao de leucaocitos e sinais de lise celular (BHAT et al., 2009; YANG et al.,
2020). Em contrapartida tal método ndo consegue identificar qual a espécie de Lactobacillus
spp. esta colonizando a MBV, podendo ser de grande valia a utilizacdo de técnicas
moleculares que auxiliem na identificacdo e quantificacdo dos componentes da microbiota,
proporcionando um diagnostico mais preciso (XU et al., 2019; YANG et al., 2020).

O emprego de metodologias laboratoriais moleculares no diagnéstico das vaginites,
em destaque a vaginite bacteriana aqui abordada, permitiu a caracterizacdo da microbiota
vaginal de mulheres brasileiras, a partir da classificacdo descrita por Ravel et al (2011) e do
emprego de exame laboratorial ja disponivel para diagndstico em laboratérios de rotina. O
estudo permitiu ainda, a compreensao precisa dos agentes etioldgicos principais envolvidos
na VB, o que permite tratamento personalizado e efetivo sobre os patdgenos, e a reabilitacdo
de salde na microbiota vaginal, o que interfere diretamente na qualidade de vida destas

mulheres afetadas, bem como na recorréncia da VVB.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Analisar o perfil de vaginite bacteriana e microbiota vaginal de mulheres com
indicacdo clinica, através de resultados de exames retrospectivos realizados em laboratorio
privado.

2.2. Objetivos especificos

Categorizar e analisar as espécies identificadas e quantificadas no exame diagndstico

que emprega a técnica de RT-PCR para avaliacdo de vaginite bacteriana e microbiota vaginal.
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3. METODOLOGIA

3.1.0rigem das amostras, coleta e classificacdo estatistica do estudo

As amostras foram provenientes de pacientes com suspeita de vaginite bacteriana e
vaginite citolitica atendidas em um Laboratorio de diagnostico especializado no Distrito
Federal, Euroexame Diagnostico Laboratorial, no periodo de dezembro de 2018 a janeiro de
2022. O laboratdrio envia as amostras para processamento em laboratério Europeu certificado,
e mantem contrato de sigilo com o laboratoério responsavel pelo processamento das amostras.

Para este estudo ndo tivemos acesso aos dados clinicos da paciente, como sinais e
sintomas, apenas as amostras.

A coleta foi realizada por um ginecologista, em fundo de saco e endocérvice com
auxilio de um espéculo descartavel e estéril, utilizando swab em tubo sem meio de cultura, e
o laboratério recebeu as amostras ja coletadas. Apos compilados os resultados desta amostra
de conveniéncia, foram analisados 225 resultados de exames de pacientes realizados no
laboratério. A média de idade das mulheres catalogas no estudo foi de 38,6 £ 10 anos,
compreendendo mulheres de 21-70 anos. Para proporcionar melhor anélise, as mulheres foram
estratificadas em quatro grupos: 21-40, 41-50, 51-65 e > 66 anos.

Seguindo os critérios estatisticos, o estudo pode ser classificado como Estudo

Transversal retrospectivo com amostragem ndo probabilistica por conveniéncia.
3.2.Critérios de Incluséo e Excluséo

Foram incluidos no estudo todos os resultados de exames solicitados ao laboratorio
com prescrigdo médica e dentro da faixa de tempo delimitada para o estudo. Foram excluidos
resultados anteriores e posteriores a data selecionada.
3.3.Aprovacao Etica

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de

Ciéncias da Saude (FS), onde foi aprovado em 11/06/2021 por parecer consubstanciado
emitido pelo CEP-FS sob o nimero 4.767.583 (Apéndice 1).
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3.4. Envio das amostras ao Laboratério Parceiro

Apos coletada a amostra de swab vaginal sem meio de transporte, as amostras foram
remetidas ao laboratorio parceiro Europeu para processamento. Para 0 envio, 0
laboratdrio emprega caixa apropriadas para transporte de material bioldgico categoria B
conforme definicdo de risco da OMS e normas preconizadas pela ANVISA, além de

transportadora de material bioldgico certificada.

3.5.Extracdo do DNA

No laboratério parceiro, o swab vaginal foi utilizado para extracdo do material
genético de forma automatizada empregando o MPLC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha) e o equipamento Magna Pure LC 2.0 (Roche

Diagnostics, Mannheim, Alemanha).

3.6.1dentificagdo molecular

Para analise foi utilizado a metodologia molecular Reacdo em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real (RT-PCR). Essa metodologia se baseia na amplificacdo de uma regido
determinada do DNA, produzindo diversas cépias da molécula de interesse, e é dividida em
trés etapas: desnaturacdo, hibridizacao e polimerizacao.

Para identificacdo de micro-organismos causadores de vaginite bacteriana e
Lactobacillus spp. foi utilizado o kit Allplex bacterial vaginosis assay (Seegene Inc., Korea),
que identifica: Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners,
Lactobacillus jensenii, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Bactérias Associadas a
Vaginite Bacteriana tipo 2 (BVAB2) (Clostidiales), Bacteroides fragilis e Mobiluncus spp.

O kit detecta quantitativamente Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus iners, Lactobacillus jensenii, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, mas
apenas qualitativamente Bactérias Associadas a Vaginite Bacteriana tipo 2 (BVAB2)
(Clostidiales), Megasphaera tipo 1, Bacteroides fragilis e Mobiluncus spp.

Para a determinagdo quantitativa destes ultimos patdgenos descritos, o laboratorio
parceiro emprega um controlo positivo, realiza uma curva de calibragdo externa e calcula

empregando um algoritmo padronizado por eles e ndo revelado ao laboratério brasileiro. O
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laudo do laboratorio internacional apresenta valores de referéncia, empregados no trabalho

para a classificacdo de Eubiose e Disbhiose (redugédo e/ou excesso) vaginal (Tabela 4).

3.7.Classificacdo do estado de Eubiose e Disbiose

A classificagdo em Eubiose e Disbiose vaginal empregou o valor de referéncia
descritos no laudo do exame para L. crispatus, que € 10.000 a 500.000 cépias/mL. Valores
compreendidos dentro da faixa descrita do Valor de Referéncia (VR) foram considerados como em
Eubiose para a microbiota vaginal. Valores inferiores ao VR descritos foram considerados com
Disbiose por reducdo do Lactobacillus crispatus, enquanto valores superiores ao limite maximo do

VR considerados com Dishiose por excesso do micro-organismo.

Tabela 4 — Valores de Referéncia para cada parametro avaliado no exame laboratorial denominado
Painel de Vaginite e Microbiota Vaginal

Patogeno avaliado Valor de Referéncia (copias/mL)
Lactobacillus crispatus 10.000 a 500.000

Lactobacillus gasseri 5.000 a 75.000

Lactobacillus iners 2.500 a 50.000

Lactobacillus jensenii 2.500 a 50.000

Atopobium vaginae Inferior a 100

Gardnerella vaginalis Inferior a 100

BVAB2, Bactérias associadas a vaginose Inferiora 100
bacteriana 2 (Clostridiales)

Megasphaera tipo 1 Inferior a 100
Mobiluncus spp. Inferior a 250
Caracterizagdo do tipo de microbiota Community State Types (CST)

Valor de Referéncia (VR)
Fonte: Laboratorio Europeu Certificado, laudo do exame Painel de Vaginite e Microbiota Vaginal

3.8. Analise de dados

Os dados coletados foram introduzidos em planilhas de Microsoft Office Excel
(Microsoft) e foram calculados o0s quantitativos e percentuais dos exames. Apds tratados, 0s
dados foram avaliados estatisticamente, quando adequado empregando o software GraphPad
Prism version 7.00 para Windows (La Jolla, California, Estados Unidos), empregando o teste

de ANOVA de uma via e pos-teste de Dunnett’s para compara¢6es multiplas entre os grupos.
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4. RESULTADOS

A microbiota vaginal das mulheres saudaveis é predominantemente dominada por
Lactobacillus spp., sendo a espécie mais frequentemente encontrada L. crispatus. Partindo

desse conhecimento, os resultados obtidos sdo descritos a seguir:

4.1.Avaliacéo de Eubiose e Disbiose Vaginal

Analisando a tabela 5, observa-se que a faixa etaria que apresentou maior niumero de
mulheres que realizaram 0 exame, e consequentemente maior prevaléncia foi a 20-40 anos
(68,8 %), seguida pela de 41-50 anos (18,7 %), ou seja, mulheres jovens (Tabela 5). Observa-
se uma distribuicdo equitativa nestas faixas etarias entre mulheres que apresentam eubiose,
dishiose por reducédo e disbiose por excesso de L. crispatus.

Outro fato relevante é que em mulheres pertencentes as outras duas faixas etarias 51-
65 e > 66 anos, 13 mulheres apresentam MBV em eubiose e 3 com dishiose por excesso de
Lactobacillus spp. (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo por faixa etaria das mulheres estudadas e classifica¢do do estado de eubiose
e dishiose vaginal baseado na quantificagdo de L. crispatus no perfil de vaginite e microbiota vaginal
avaliado pelo laboratorio

Faixa Etaria n L. crispatus
(anos)
Eubiose Dishiose redugdo Disbiose Excesso Nao Classificada

20-40 155 (68,8%) 55 44 50 6
41-50 42 (18,7%) 15 13 14 0
51-65 22 (9,8%) 11 7 3 1
> 66 6 (2,7%) 2 3 0 1
Total 225 (100%) 83 67 67 8

Também na tabela 5, dos 225 resultados analisados, 8 mulheres apresentaram
resultados negativos para todos os parametros avaliados, e foram chamadas de “Sem
Classificacdo”, pois a auséncia de Lactobacillus spp. e dos demais micro-organismos
avaliados no exame impossibilitam a classificacdo da microbiota vaginal, e excluem a
existéncia de vaginite bacteriana por anaerébios, embora a rigor, na auséncia de L. crispatus,
pode-se afirmar que h& a existéncia de Dishiose por redugdo, mas ndo se pode excluir a
existéncia de outras vaginites ndo diagnosticas no exame avaliado, e nem a constatacdo que

se esta diante de casos de microbiota vaginal ausente de Lactobacillus spp., mas com outras
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bactérias lacteas presentes, que ndo € alvo do estudo e nao foi investigado.

4.2. Classificacdo da Microbiota Vaginal em Community State Types (CST) e Grau de
eubiose e disbiose

Considerando os critérios de classificacdo descritos por Ravel et al. (2011) e Gajer et
al. (2012) para a microbiota vaginal (GAJER et al., 2012; RAVEL et al., 2011b), e os critérios
de eubiose/dishiose definidos a partir dos valores de referéncia do exame laboratorial, a tabela
5 apresenta os resultados encontrados.

Foi factivel classificar em CST I, todas as mulheres que apresentam positividade e
quantificacdo apenas de L. crispatus para o exame avaliado, com todos 0s demais parametros
negativos, o que representa 355% (80) das mulheres estudadas. Destas, 22,2% (50)
apresentaram disbiose por excesso de L. crispatus, entdo laboratorialmente podem ser
classificadas como portadoras de Vaginite Citolicita, embora ndo existam dados clinicos para

confirmar esse diagnostico (Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliacdo da classificacdo da microbiota vaginal CST por faixa etéria

CST/Grau de Dishiose n Faixa Etéaria (anos)
20-40 41-50 51-65 >66

CSTI 80

(35,5%)
Eubiose 28 (12,4%) 18 7 2 1
Disbiose Reducéo 2 (0,9%) 1 0 1 0
Disbiose Excesso 50 (22,2%) 35 12 3 0
CST IV-B 137

(60,9%)
Eubiose 56 (24,9%) 38 8 9 1
Disbiose Redugéo 65 (28,9%) 41 12 6 6
Disbiose Excesso 16 (7,1%) 14 2 0 0
Total 217 147 (67,7%) 41 (18,9%) 21(9,7%) 8 (3,7%)

Community State Types (CST)

Por outro lado, em 0,9% (2) e em 12,4% (28) mulheres foi possivel inferir a presenca
de disbiose por reducgdo e excesso, respectivamente de L. crispatus, indicando que ndo ha
positividade para nenhum dos patdgenos anaerdbios pesquisados. Entretanto o médico
ginecologista pode avaliar apds anamnese, exame fisico e relato de sintomas que, ou ndo ha
uma vaginite bacteriana presente, ou pode haver outra vaginite presente, como candidiase ou
Vaginite Aerdbia (VA), efetivamente fazendo diagnostico diferencial através do exame

realizado, obviamente junto com as demais informagdes aqui apenas elucubradas, pois 0
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laboratdrio ndo tem acesso a estes dados (Tabela 6).

Em relagdo a CST IV-B 28,9% (65) das mulheres apresentam dishiose com reducéo
de L. crispatus e presenca de anaerdbios para ser classificada com CST IV-B classicamente
descrita na literatura. Entretanto, 24,9% (56) e 7,1% (16) mulheres apresentaram valores de
referéncia dentro da normalidade, ou seja, em eubiose para a quantificacdo de L. crispatus, ou
em dishiose por excesso desse micro-organismo, respectivamente. Estas duas situacdes
descritas, estdo em desacordo com as publicagdes cientificas sobre vaginite bacteriana, pois
ndo é esperado quantidade normais ou elevadas de L. crispatus associada a presenca de
vaginite bacteriana, uma vez que a presenca de L. crispatus tem efeito protetivo para evitar

infeccdes vaginais (Tabela 6).

4.3. Avaliacdo da Microbiota Vaginal CST IV-B

Diante do resultado anteriormente descrito, a presenca de mulheres com CST IV-B
com L. crispatus em eubiose e disbiose por excesso desse micro-organismo, essas 137
mulheres (60,9%) foram estratificadas, para avaliar a presenca e distribuicdo deste e de outras
espécies de Lactobacillus.

Estas 137 mulheres foram agrupadas em quatro subgrupos distintos: CST IV-B
classica (com presenca de anaerobios e reducdo de L. crispatus), CST IV-B com L. crispatus
(com presenca de anaerobios e de L. crispatus em eubiose ou em excesso), CST IV-B com L.
iners (com presenca de anaerobios e de L. crispatus associado a presenca de L. iners) e CST
IV-B com L. jensenii (com presenca de anaerobios e de L. crispatus associado a presenca de
L. jensenii) demonstrados na figura 2.

Os resultados apo6s a estratificacdo em subgrupos de CST IV-B mostram que 32,9%
foram classificadas como CST IV-B classica, 49,7% como CST IV-B com L. crispatus, 15,4%

como CST IV-B com L. iners e 2,0% como CST IV-B com L. jensenii (Figura 2).
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Figura 2 — Estratificagdo do percentual de CST e classifica¢do de subtipos de CST IV-B
sugeridos
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4.4. Avaliacdo do grau de eubiose e disbiose de L. crispatus nos subgrupos de CST 1V-B

Apds efetuar-se a divisdo em subgrupos de CST IV-B observa-se que a distribuicdo de
L. crispatus em cada um dos subgrupos, esta classificada como demonstrado na figura 3. No
subgrupo CST IV-B cléssica (L. crispatus apresenta-se em disbiose por reducdo), no CST IV-
B com L. crispatus (L. crispatus aparece em eubiose ou em disbiose por excesso), CST IV-B
com L. iners (L. crispatus aparece em eubiose ou em disbiose por reducdo) e finalmente no

CST IV-B com L. jensenii (L. crispatus em disbiose por reducéo).
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Figura 3 — Distribuicdo dos graus de eubiose e dishiose nos subgrupos de CST IV-B
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4.5. Avaliacao do grau de eubiose e disbiose de L. crispatus nos subgrupos de CST 1V-B

por faixa etaria

Quanto a distribuicdo do grau de eubiose e disbiose dos subgrupos CST IV-B por faixa
etaria, verifica-se que no grupo CST IV-B classica a disbiose por reducéo de L. crispatus é
mais frequentemente observada em mulheres jovens de 20-40 anos, e a medida que a idade se
eleva € menor o nimero de mulheres.

As mulheres jovens da primeira faixa etaria de 20-40 anos também sdo mais
representativas para os demais grupos, inferindo que a infeccdo de fato parece ser mais

prevalente em mulheres mais jovens.
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Tabela 7 — Subgrupos CST I1V-B por faixa etaria
Grau de Disbiose em

CSTIV-Be n Faixa Etérias (anos)
subgrupos

20-40 41-50 51-65 >66
Cléassica 45
Eubiose 0 - - - -
Disbiose Reducéo 45 28 9 5 3
Dishiose Excesso 0 - -
Com L. crispatus 68
Eubiose 52 35 7 9 1
Disbiose Reducéo 0 - - - -
Dishiose Excesso 16 14 2 0 0
Com L. iners 21
Eubiose 4 3 1 - -
Disbiose Redugéo 17 13 3 1 -
Disbiose Excesso 0 - - - -
Com L. jensenii 3
Eubiose 0 - - - -
Disbiose Redugéo 3 2 1 0 0

Disbiose Excesso - - - -
Total 137 95 23 15 4 (2,9%)
(69,3%) (16,8%)  (11,0%)

4.6. Representacdo dos valores médios de L. crispatus quantificados na microbiota

vaginal CST-I

Os valores médios de L. crispatus foram representados por média e desvio-padrao,
acrescidos pela classificacdo dos valores de referéncia para eubiose e dishiose. Para eubiose a
média de L. crispatus quantificada foi de 352.980 cépias/mL (VR 10.000 a 500.000
copias/mL), para o estado de disbiose por reducdo deste mesmo Lactobacillus a média
quantificada foi de 1139 cépias/mL (VR < 10.000 copias/mL) e para o estado de disbiose por
excesso de L. crispatus a média quantificada foi de 816.594 cépias/mL (VR >500.000) (figura
4), que representa 35,5% (80) mulheres do estudo.

29



Figura 4 - Valores médios de L. crispatus quantificados na microbiota vaginal CST |
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4.7. Representacdo dos valores médios de L. crispatus quantificados na microbiota
vaginal CST IV-B

Foram representados por média e desvio-padrdo para a microbiota vaginal CST IV-B
classica, os valores de: L. crispatus (1255 + 589 — VR 10.000 a 500.000 coépias/mL), G.
vaginalis (545.384 + 179.344 — VR Inferior a 100 copias/mL), A. vaginae (738.808 + 323.897
—VR Inferior a 100 cépias/mL), BVAB2 (131.009 £ 147.922 — VR Inferior a 100 copias/mL),
Megasphaera (167.500 + 62.923 — VR Inferior a 100 cdpias/mL), Bacteroides fragilis (1755
+ 100 — VR Inferior a 100 copias/mL) e Mobiluncus spp. (13.100 £+ 1000 — VR Inferior a 100
copias/mL) acrescidos dos valores de referéncia para cada micro-organismo, conforme mostra
a figura 5.

A reducdo de L. crispatus e o aparecimento da VB propiciou 0 aparecimento de uma

diversidade polimicrobiana de anaer6bios com predominio de G. vaginalis e A. vaginae.
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Figura 5 — Valores médios de L. crispatus quantificados na microbiota vaginal CST 1V-B
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Os valores representam média e desvio padrdo dos micro-organismos quantificados. Analise de
variancia (ANOVA) de uma via p= 0,0001, po6s-teste multiplo de Dunnett comparando com L.
crispatus todas as variaveis, * p=0,0001 e ** p= 0,0001.

4.8. Representacdo dos valores médios de micro-organismos quantificados na microbiota

vaginal CST IV-B com Lactobacillus crispatus em eubiose

Foram representados por média e desvio-padrdo para a microbiota vaginal CST IV-B
classica com Lactobacillus crispatus em eubiose, os valores de: L. crispatus (301.748 +
136.825 — VR 10.000 a 500.000 copias/mL), L. iners (24.577 £ 29.8115 — VR 2.500 a 50.000
copias/mL), L. jensenii (1.134 + 100 — VR 2.500 a 50.000 cépias/mL), G. vaginalis (497.639
+ 224.947 — VR Inferior a 100 cépias/mL), A. vaginae (534.247 + 299.769 — VR Inferior a
100 copias/mL), BVAB2 (73.771 £ 117.341 — VR Inferior a 100 cépias/mL), acrescidos dos
valores de referéncia para cada micro-organismo, conforme mostra a figura 6.

A presenca de L. crispatus em eubiose sugere interferéncia direta na diversidade
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polimicrobiana, com predominio de G. vaginalis e A. vaginae, e em propor¢des menores
BVAB2. Isso difere da descrigdo da literatura, onde a presenca de L. crispatus é considerada
protetiva para o0 aparecimento de vaginites bacteriana, entretanto chama atencéo a presenca
marcante de L. iners, descrito na literatura como marcador de disbiose e mudanca da

microbiota vaginal associado a presenca deste Lactobacillus em eubiose.

Figura 6 - Valores médios de micro-organismos quantificados na microbiota vaginal CST V-
B com Lactobacillus crispatus em eubiose
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Os valores representam média e desvio padrdo dos micro-organismos quantificados. Analise de
variancia (ANOVA) de uma via p= 0,0001, pos-teste multiplo de Dunnett comparando com L.
crispatus todas as variaveis, * p= 0,0024 e ** p= 0,0001.
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4.9. Representacao dos valores médios de micro-organismos quantificados na microbiota

vaginal CST IV-B com Lactobacillus crispatus em disbiose por excesso

Foram representados por média e desvio-padrdo para a microbiota vaginal CST IV-B
com Lactobacillus crispatus em disbiose por excesso, 0s valores de: L. crispatus (750.168 +
239.139 — VR 10.000 a 500.000 cépias/mL), L. gasseri (12.000 + 100 — VR 2.500 a 50.000
copias/mL), L. iners (1.900 £ 100 — VR 2.500 a 50.000 cépias/mL), G. vaginalis (396.973
217.545 — VR Inferior a 100 copias/mL), A. vaginae (452.722 + 260.901 — VR Inferior a 100
copias/mL), BVAB2 (80.250 + 108.540 — VR Inferior a 100 copias/mL), acrescidos dos valores
de referéncia para cada micro-organismo, conforme mostra a figura 7.

Em estado de disbiose por excesso de L. crispatus, o L. iners aparece em baixas
concentracgdes, sugerindo uma inibicdo do primeiro Lactobacillus sobre o segundo, embora
essa hipotese nao possa ser testada com estes resultados. Também se destaca o aparecimento
concomitante de L. gasseri.

E embora o L. crispatus aqui esteja em excesso, ndo parece haver protecdo ao
desenvolvimento de VB, que continua polimicrobiana, com predominancia de G. vaginalis e
A. vaginae, e em propor¢cdes menores BVAB2, todas com uma relacdo estatisticamente

significante em comparacdo com L. crispatus.
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Figura 7 - Valores médios de micro-organismos quantificados na microbiota vaginal CST
IV-B com Lactobacillus crispatus em disbiose por excesso
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Os valores representam média e desvio padrdo dos micro-organismos quantificados. Analise de
variancia (ANOVA) de uma via p= 0,0001, po6s-teste multiplo de Dunnett comparando com L.
crispatus todas as variaveis, * p= 0,0001, ** p= 0,0001, *** p= 0,0001, # p= 0,0013, ## p= 0,0028,
### p= 0,0007, ® p= 0,0001, ** p=0,0001, ** p= 0,0001.

4.10. Representacdo dos valores médios de micro-organismos quantificados na
microbiota vaginal CST IV-B com eubiose de L. crispatus e predominancia de

Lactobacillus iners

Para a microbiota vaginal CST IV-B com Lactobacillus crispatus em eubiose e
predominio de L. iners, foram representados média e desvio-padrdo dos valores de: L.
crispatus (141.250 + 109.509 — VR 10.000 a 500.000 copias/mL), L. iners (452.250 + 143.725
— VR 2.500 a 50.000 cépias/mL), G. vaginalis (235.750 + 272.553 — VR Inferior a 100
copias/mL), A. vaginae (240.750 = 150.878 — VR Inferior a 100 copias/mL), acrescidos dos
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valores de referéncia para cada micro-organismo, conforme mostra a figura 8.

O aumento de L. iners, mesmo com a presenca de L. crispatus em eubiose ndo impede

o0 desenvolvimento da VB, e novamente com predominio de G. vaginalis e A. vaginae. A

proporcéo entre L. crispatus e L. gasseri € estatisticamente significante, bem como a relagéo

com A. vaginae.

Figura 8 - Valores médios de micro-organismos quantificados na microbiota vaginal CST
IV-B com Lactobacillus crispatus em eubiose e com predominio de Lactobacillus iners
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Os valores representam média e desvio padrdo dos micro-organismos quantificados. Analise de variancia
(ANOVA) de uma via p=0,0001, pds-teste multiplo de Dunnett comparando com L. crispatus todas as variaveis,

* p= 0,0004, ** p= 0,0018.
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4.11. Representacdo dos valores medios de micro-organismos quantificados na
microbiota vaginal CST 1V-B com disbiose por reducéo de L. crispatus e predominéancia

de Lactobacillus iners

Para a microbiota vaginal CST IV-B com Lactobacillus crispatus em disbiose por
reducdo e predominio de L. iners, foram representados média e desvio-padréo dos valores de:
L. crispatus (1057 £ 821 — VR 10.000 a 500.000 cépias/mL), L. iners (319.152 + 220.525 —
VR 2.500 a 50.000 copias/mL), L. jensenii (882 + 100 — VR 2.500 a 50.000 cépias/mL), G.
vaginalis (501.615 + 223.075 — VR Inferior a 100 copias/mL), A. vaginae (651.231 + 409.314
— VR Inferior a 100 cépias/mL), BVAB2 (75.000 + 70.710 — VR Inferior a 100 copias/mL)
acrescidos dos valores de referéncia para cada micro-organismo, conforme mostra a figura 9.

O aumento de L. iners, mesmo com a reducdo de L. crispatus ndo impede o
desenvolvimento da VB, e novamente com predominio de G. vaginalis e A. vaginae. A
reducdo de L. crispatus e o aumento de L. iners parece potencializa o predominio destes dois
patdgenos, embora estd seja apenas uma hipétese ndo sustentada pelos resultados
apresentados. A proporc¢do entre L. crispatus e L. gasseri é estatisticamente significante, bem

como a relagdo com A. vaginae e G. vaginalis.
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Figura 9 - Valores médios de micro-organismos quantificados na microbiota vaginal CST IV-
B com Lactobacillus crispatus em reducdo e com predominio de Lactobacillus iners
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Os valores representam media e desvio padrdo dos micro-organismos quantificados. Anélise de variancia
(ANOVA) de uma via p=0,0001, pds-teste multiplo de Dunnett comparando com L. crispatus todas as variaveis,
* p=0,0113, ** p=0,0001 e *** p=0,0001.

4.12. Representacdo dos valores médios de micro-organismos quantificados na
microbiota vaginal CST 1V-B com disbiose por reducéo de L. crispatus e predominancia

de Lactobacillus jensenii

Para a microbiota vaginal CST IV-B com Lactobacillus crispatus em disbiose por
reducdo e predominio de L. jensenii, foram representados média e desvio-padrdo dos valores
de: L. crispatus (1785 + 666 — VR 10.000 a 500.000 copias/mL), L. jensenii (358.431 +
340.471 — VR 2.500 a 50.000 cépias/mL), G. vaginalis (593.000 + 209.957 — VR Inferior a
100 copias/mL), A. vaginae (636.666 + 209.957 — VR Inferior a 100 cépias/mL), BVAB2

(84.333 + 1000 - VR Inferior a 100 cépias/mL) acrescidos dos valores de referéncia para cada
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micro-organismo, conforme mostra a figura 10.

A reducdo de L. crispatus associada ao aumento de L. jensenii ndo sugere protecéo
para o desenvolvimento de VB, dada a relacdo estatisticamente significante existente entre L.
crispatus com A. vaginae e G. vaginalis.

Outrossim, uma microbiota vaginal dominada por L. jensenii também nédo protege do

aparecimento de VB, favorecendo uma VB dominada por A. vaginae, G. vaginalis e BVAB2.

Figura 10 - Valores médios de micro-organismos quantificados na microbiota vaginal CST
IV-B com Lactobacillus crispatus em disbiose por reducdo e com predominio de
Lactobacillus jensenii
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Os valores representam média e desvio padrdo dos micro-organismos quantificados. Analise de variancia
(ANOVA) de uma via p=0,0001, pds-teste multiplo de Dunnett comparando com L. crispatus todas as variaveis,
* p=0,0024 e ** p=0,0012.
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5. DISCUSSAO

Considerando a importancia da microbiota vaginal para a saude e bem-estar da mulher
(MARTIN et al., 2012) e ainda a necessidade de um diagnostico de vaginites bacterianas
assertivo, ndo firmado apenas considerando sintomas e sinais observados ao exame
ginecoldgico, € de grande valia a identificacdo dos micro-organismos que compde a MBV
(CHEN et al., 2021). Destaca-se a existéncia de poucas publicacGes cientificas a respeito do
diagnostico molecular das vaginites no Brasil (DE ALMEIDA et al., 2021; MARCONI et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2018), frente a ampla utilizacdo de métodos clinicos e microscopia,
como aferigéo de pH, bacterioscopia com coloragéo de gram e teste das aminas empregados
em muitas publicacdes (MARRAZZO et al., 2019; PALADINE; DESAI, 2018).

No presente estudo, considerando o modelo proposto por Ravel et al. (2011), foram
identificados apenas dois tipos de microbiota. Das 225 mulheres incluidas no estudo, 80
mulheres foram classificadas com microbiota CST 1 (35,5 %) e 137 (60,9 %) com CST IV-
B. Haviam amostras com presenca de outros Lactobacillus, como L. iners, L. jensenii e L.
gasseri, mas concomitantemente nestas amostras foram identificadas bactérias anaerobias,
caracteristicas de uma microbiota CST IV-B, ndo havendo amostras com a presenca exclusiva
desses Lactobacillus que seriam classificadas como CST I, Il e V (RAVEL et al., 2011).

Levando em consideracdo os critérios para classificacdo como CST IV-B, essas
amostras ndo se enquadravam em nenhuma CST, portanto para fins de melhor descricdo e
discussdo dos resultados obtidos pelo presente estudo, além da definicdo de amostras como
CST IV-B classica, que se refere a microbiota reduzida de Lactobacilos e com presenca de
anaerdbios, a criacdo de subgrupos onde notou-se a presenca dos Lactobacillus spp. em
concomitancia com anaerébios, sendo eles: CST IV-B com L. crispatus, CST IV-B com L.
iners e CST IV-B com L. jensenii.

Em relagdo a idade, foram identificadas 93 pacientes entre 20 e 40 anos, com
microbiota vaginal classificada como CST IV-B, sugestiva de vaginite bacteriana,
confirmando o que vem sendo relatado na literatura de que as vaginites sdo mais prevalentes
em mulheres em idade reprodutiva (BORGOGNA et al.,, 2021; DE SETA et al., 2022;
VAZQUEZ; FERNANDEZ-BLAZQUEZ; GARCIA, 2019).

Todas as pacientes classificadas como CST IV-B cléssica, apresentaram disbiose por
reducdo de L. crispatus, de forma semelhante como ocorreu com aquelas classificadas como
CST IV-B com L. jensenii e L. iners, ao passo que, as classificadas como CST IV- B com L.

crispatus estavam eubioticas, ou seja, com quantidade de L. crispatus dentro dos valores de
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referéncia. Esse achado chamou a atencdo para o fato de que pode haver infecgdo por
anaerobios mesmo na presenca de quantidades normais ou em excesso de L. crispatus. Achado
semelhantes foram encontrados em outro estudo, onde a presenga de Lactobacillus spp. e VB
foi encontrada empregando RT-PCR, embora as espécies de Lactobacillus spp. ndo tenham
sido identificadas (NUMANOVIC et al., 2021), como em nosso estudo.

Esta espécie de Lactobacillus é a que mais produz quantidade expressiva de acido
latico, é considerado um marcador da microbiota vaginal saudavel, além de produzir
bacteriocinas, anti-toxinas, peroxido de hidrogénio, peptideos antimicrobianos, entre outros
mecanismos que reduzem as vaginites e mantem a microbiota vaginal saudavel (PETROVA
et al., 2015). Além disso, a producao de &cido lactico por essa espécie, mantem o ambiente
vaginal &cido, que dificulta o crescimento de bactérias anaerdbias (WITKIN; LINHARES,
2016).

A vaginite bacteriana (VB) cujo sintoma clinico mais proeminente é o mau odor, esta
ligado a producéo microbiana de aminas biogénicas (AB) principalmente por espécies como
a G. vaginalis. Essas AB estdo associadas a reducdo da producéo de &cido D- e L-l&ctico por
Lactobacillus spp. vaginal (BORGOGNA et al., 2021), desestabilizando a principal atividade
secretoria protetiva destas bactérias.

Entre as amostras CST IV-B classica, Gardnerella vaginalis foi a bactéria anaerobia
mais prevalente, seguida por Atopobium vaginae, Megasphaera e BVAB2, dados que
corroboram com a literatura, que apontam esse micro-organismo como o principal agente
etioldgico nas vaginites bacterianas (DE SETA et al., 2022; SARAF et al., 2021).

Vale ressaltar que de acordo com Hardy et al. (2016), Castro et al. (2020) e Numanovic
etal., (2021), Gardnerella e Atopobium podem ser encontradas simultaneamente em pacientes
com VB, achados semelhantes foram observados no presente estudo. Os autores descrevem
que essa simbiose pode ser benéfica para infeccdo, devido a formacdo de biofilme e
consequente dificuldade de se retomar uma MBYV saudével (CASTRO et al., 2020; HARDY
et al., 2016). Essa associacdo corrobora mais ainda com a hipdtese de que a VB se trata de
uma infeccdo polimicrobiana (CASTRO et al., 2020).

Ja as 52 amostras classificadas como CST IV-B com L. crispatus em quantidades
dentro dos valores de referéncia (situacdo definida no presente estudo como eubiose)
apresentaram além do L. crispatus, elevadas quantidades de L. iners e L. jensenii. Situacao
semelhante ocorreu em 16 amostras CST IV-B com L. crispatus em dishiose por excesso, em

que havia grandes quantidades de outras espécies de Lactobacillus, nesse caso L. gasseri. Tais
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achados podem ser explicados pelo fato de que bactérias anaerdbias sdo produtoras de aminas
biogénicas, como cadaverina, putrescina e tiramina, capazes de inibir a produgdo de acido
latico realizada pelo Lactobacillus, facilitando o crescimento de bactérias patogénicas, mesmo
na presenca destes micro-organismos (BORGOGNA et al., 2021).

Segundo Borgogna et al. (2011), quanto maior a concentracdo de aminas biogénicas,
maiores sdo as chances de haver transi¢édo de uma microbiota CST 111 para CST IV e em menor
propor¢do, mas igualmente importante 0 mesmo fato é observado em microbiotas CST 1, que
podem evoluir para CST IV. O autor ainda cita o porqué desses micro-organismos estarem
presentes em microbiotas de VB, o tempo para responder as mudancas ambientais como
alteracdo de pH (BORGOGNA et al., 2021). Tais dados sustentam os achados deste estudo,
em que foi observado a presenca de L. iners e L. crispatus em amostras que de forma
simultanea apresentavam bactérias anaerébias (BORGOGNA et al., 2021).

As aminas biogénicas (AB) sdo pequenas moléculas catibnicas produzidas
principalmente por reacfes de descarboxilacdo de aminoacidos (AAD), embora as espermina
e espermidina sejam produzidas através de modificacdes da putrescina (BORGOGNA et al.,
2021), produzida em grandes quantidades por bactérias causadores de VB.

Além de reduzir as barreiras a colonizacdo microbiana do microambiente vaginal, as
aminas biogénicas podem influenciar diretamente o crescimento bacteriano e a
competitividade. Apenas um estudo, realizado em 1964 por Guirard e Snell, examinou o efeito
das AB nas propriedades de crescimento de Lactobacillus spp. Os pesquisadores relataram
que, a espermidina e a espermina estimulam significativamente a taxa de crescimento de
varios Lactobacillus spp., enquanto a putrescina e a cadaverina induzem reducdo de
crescimento dos Lactobacillus spp. (GUIRARD; SNELL, 1964). Com base neste estudo,
Borgogna et al. (2021) confirmaram que espermina e espermidina, principalmente a primeira,
foram mais efetivas em manter uma pontuacdo de Nugent estavel de 0 a 3, reduzindo as
chances de transi¢do para uma pontuacdo Nugent de 7 a 10 (BORGOGNA et al., 2021),
confirmando indiretamente a hipotese levantada por Guirard e Snell (1964).

Com base nestes achados, podemos elucubrar que o aumento de Lactobacillus spp.
associados a presenca de VB/anaerdbios, pode estar diretamente relacionado ao aumento da
producdo de aminas biogénicas, principalmente a putrescina, produzidas por bactérias
anaerdbias. A putrecina por sua vez pode ser degradada em espermidina e a espermina, que
possuem a capacidade de estimular o crescimento de Lactobacillus spp. (BORGOGNA et al.,
2021; GUIRARD; SNELL, 1964). Embora, como anteriormente citado, o excesso de
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putrescina e cadaverina também induzem a reducdo na producdo de acido lactico por
Lactobacillus spp. (BORGOGNA et al., 2021), mostrando a capacidade dessas bactérias
anaerobias causadoras de VB produzirem mecanismos de evasdo e sobrevivéncia a acdo
protetiva dos Lactobacillus spp., mostrando sua adaptabilidade como patégeno em
desenvolver infeccdo no hospedeiro.

Embora outros estudos precisem ser realizados para responder a esta hipétese, a
demonstracdo laboratorial de que este evento bioldgico ocorre em mulheres com VB, fica aqui
registrada neste estudo e merece reflexao e novas pesquisas.

Em relacéo as pacientes classificadas como CST IV — B com L. crispatus em eubiose,
foi observada a alta incidencia de L. iners também, este é capaz de produzir apenas o isomero
L do acido latico, o qual ndo é capaz de manter o pH acido da vagina, além disso ndo é capaz
de produzir peroxido de hidrogénio, portanto L. iners ndo é muito eficaz na prevencdo da
colonizacdo por bacterias patogénicas (ZHENG et al., 2021) sendo assim considerado um
marcador de VB, estando presente em microbiotas disbioticas (GOODFELLOW et al., 2021).

Lactobacillus iners além de ndo serem muito eficaz na producdo de substancias
bacteriocidas, sdo capazes de produzirem moléculas de adesdo que facilitam a fixacdo de
bacterias causadoras de VB ao epitelio vaginal, diferentemente de outras espécies que
produzem moléculas semelhantes que dificultam a instalacdo de patdgenos (CASTRO et al.,
2013).

Considerando as pacientes classificadas como CST |, grande parte apresentava
dishiose por excesso de L. crispatus, desequilibrio que estad presente em quadros de vaginite
citolitica (VC). Tais dados sdo concordantes com os dados encontrados por Xu et al (2018),
em que L. crispatus foi a espécie de de Lactobacillus spp. mais prevalentes nas amostras de
mulheres com VC, sugerindo que o excesso de Lactobacillus spp. também pode ser prejudicial

para saude vaginal (XU et al., 2019).
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6. CONCLUSAO

Este estudo por meio da técnica molecular, RT PCR, identificou como principais
agentes responsaveis por VB, Gardenerella vaginalis e Atopobium vaginae. Além de
classificar a microbiota de acordo com as Comunity State Types e definir como eubiotica ou
disbiotica. Foram identificados apenas dois tipos de CST, CST | e CST 1V-B, como algumas
amostras ndo se encaixavam em nenhuma classificacdo, portanto foi necessario utilizar uma
definicdo alternativa, CST IV-B cléssica, CST IV-B com L. crispatus, CST IV-B com L. iners
e CST IV-B com L. jensenii. Observou-se que ha a presenca de Lactobacillus spp. em
concomitancia com bactérias anaerdbias, o que nos faz inferir que nem sempre Lactobacillus
spp. vao estar ausentes por completo em VB, e que algumas espécies como L. iners nao sdo
tdo eficazes na prevencdo de proliferacdo de anaerébios na microbiota vaginal. E possivel
ressaltar também que em alguns casos, como em microbiotas disbidticas por excesso, 0s
Lactobacillus ndo sdo benéficos para satde vaginal, sendo responsaveis por quadros de VC
ou pela perda de funcionalidade em secrecdo acido latico. Por fim, foi possivel concluir que
as VB sdo resultado de uma colonizacao polimicrobiana, seja por mais de um anaerébio ou
pela presenca de Lactobacillus spp. e bactérias anaerobias concomitantemente. Diante disto,
este trabalho demonstra a importancia da utilizacdo de técnica moleculares no auxilio do

diagndstico correto das infec¢des vaginais.
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gus smpregsyT iScricas & méodos erospeciivos d= pesquisa = squeskss & que nfo 5= reslzs nenhuma
intervergic ou modificacio interclonal nas vardvels fisloldgicas ou psioolégicas & sockals dos indihviduos
que participam o eshudo, =nine oS quals = consideram: questonanos, entnevisias, revislo de pronbusrios
clinicos = outres, nos guals no se Menifique nem seja ipvasivo & Inmidade do Rdvideo” s85o monsiderados
como risco minimo.” Segundo a Rescluglo CNS 4562012 nSo ké gradaples estabeleddas de fisoo em
pesquisa. Fortanbo, solcEsse & excusSo do termo "minimao”

REEZFOSTA: O Ikem do Frojeio de Fesguisa & gue == refers o frecho acks & o de ndmero 7. Riscos e
Bereefichcs (pdgina B linha 22), conforme sollcEasdo & palavra "“milnk=o™ fol suprimida do fexio.
AMALIZE: As adequagles encontram-se &m ProjetoDePesquisaCERTS_04202 1.pdl. PENDENCIA
ATENDIDA

1.2 Urmaa das justificativas da Import3mcia do eshudo & que esie estudo permiticd avalar se sxisiem
subroiMcaghes da coevisiéncly de candidiase & vagirose bacierana quands nio s= ubiliza oz métodos
proposios mo projein. Mo snianio, nio sstd carn na metcdolsgly como Isso serd felin.

REAPCAETA: Fol adidonado no projeio o t=m abalm na pagina 7 linhas 17-30 gue resame mE mendoioga a
Imporfncia dos exames & a relagio enire ses.

35 interpretagio de dados a partr dos exames

Os dados colstados a partir de resuBados de exames de GRAM trarfio IdertFicaclio microscipica da
presenca de pro0essa Infecooso causado por candidiase & pelas vaginoses bactedamnss, sniretanio =552
metodologla & considerada um exame de tragem por ndo conseguir reallzar a ldentficagio predsa dos
apanies shicliglcns, o gus pode ser realade com precislo airaves dos sxmames realzsdcs pely melodolioga
de RTFCHR (Reacio em Cadela da Folimerase sm Tempo Real), que confimarks o disgrdsHos afravis da
identficacio molecular precisa da presenia destas infecplies, que podem sshar preseniss de foma misa ou
Isnladas, com caracierzagho da presenga do apente ebologioo dendicado & a quaniificagio et da
Microbiol Vaginal ra pacieni=. Desla forma, as In'I'-:-rrnup!-l:i- presenbes nos exames seecionados para o
eshido 30 compiementanss, = o5 ExyTes de Torma combinada permitram avallar se exsie subnobficapes
da coevistncia de candidiyss &= vaginose bacierana, = identificar a prevalncla destas infecgles na
p-ctpulul,:in estudada de forma Eoiada = combinada (presena das dus Inrecl,'.lles].

AMALIZE: As adequagles encontram-se &m ProjetoDePesquisaCERTS_04202 1.pdl. PENDENCIA
ATENDIDA

Erdarepz:  |'scdcsds ds CHircm 2 Seucs | -werscsds des Sreslle - Cempas Oaey HEsiez
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2. QUANTD AT CROMOHEREAMA

0 oronograa Tol apreseniado ma forma de semesires sem especiflicar o ano. Solcke-s= gue O CFronogama
seja apresentsdo mes & mis & especHcands O ano.

FEBPIATA: O cronograma fol refein & idenificads como Cronograma_snual

AMALIZE: As adequaples enmnt-se am Cronograma_anualdocy . FENDENCIA ATEMDIDA,

3 QUANTO A COLUETA DE DADGE, a pesguisadora informa que "Neste projeto serdo apenas willzsdos

resuitaidos dos exames & dados raferentes aos pacienbss (como sexo, idade, LOCAL OO EXAME, ENTRE
OUTREE].." [DESTAGUE NO33C.

31 Solicka-s= =xplciar iodos o dados que serdo coletzdos.

REZPCETA: Para afender a esta solidiaphs o hem 34 do projeto fol modficado (pégina 7 linhas 5-18)

34 Analse & anonimizacho de dados

Todos o5 resultados de sxames laboraiorials relsckonades acima serfio complados pelo Iaboraidrio
Eurpexame, empregande o Sofwars de gesilo de laudcs laboraionals ubizado mo laborabiris, programa
Uniwane. Fara este ashudo ser8o considerados apenas os paclenies que apresentem bodos. of resubados
qu= complem o ol de ayames sel=conados par & pEsquisa. Eversmiments packeni=s com dadoes faliani=s
serfo retirsdos da pesquisa.

05 dados s=r¥o complados pelo laboraiéris = rarsformados &m excel com uma sequénda rerdrics s=m
dxdcs dos padentes & sem nomen de identficagio do labomioio para garantr a anonimizaclo dos dados
gu= sarem analisados peios pesquisadores smpregando programas esiabisticos necessinos & sdegusdos
Az andlses. O Laboratdno dsponiblizacd as seguinde=s vardve s pors andiss: sevo, dats de rescimerio,
waridvels aboraiorial presentes no esulisdo d= cxda sxame

AMALIEE: As adequagles encontram-se em ProjetoDePesqusaCEFRFS_DL2021.pdf. FENDENGIA
ATEMDIDA

32Z BolcEs-se Imformar como se dard a anu-nr'l:u;-h de dedos fomecidos pelc Bboratorio. Por ssemplo,
como serfio codMcados o Rome dos dienbes.

RE3PCETA- A anonimiracho dos dados =558 desorita no Bem 3.4 do projeio conforme recho ckado mo =m
ankerior. Essa informacio tambéss Tol ratificada no ke £.1 do projeio pdgira 8 (IRfas 2-10] onde e 18
frecho ababio oEdos

Erclaregs:  |'scuicmds de CHircias 2e Seuds | vermceds de Smeie - Campas Oeoy HEsirz
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4.1. Cridric de Inciuslo

05 crittrios de seleclo, na escolha das amostas, serdo; incsdo de iodos os recuilados dos sxames de
peacismies que reallraram os s=mes ahvo da pesquiss duranbks o periodo scima diado, ressaiando gues os
dados dos paciepfies ssrlo manbdos s sigllo pels [aboraidrio Eurosxame, = quando =nviados aos
pesquisadonss. mstarko sob regisio pumdrion sequencisl organizads peio laborabino, ndo serdo poss sl fer
&CEsso & Mentidads dos padentes snvohvidos na pesquisa, apenas & sus daka de nascomendo, sedo &
recuiados dos srames aboratodals. O presents mabako serd submebido ao Comib® de Ebcs da Eaouidade
de Cnclys da Balde (CEP-F2).

AMALIZE: As adequagles encoriram-se =m ProjetoDePesquisaCEFFS_DA2021.pdf. PENDENGCIA
ATEMDIDA

33 Considerando gue a colets de dados imdul o "iocal do syame”, soldta-s= informar que Hpo de relacio
ser realzada com 0 local do syame. Deve-s= comsiderar 3 posshbilidade de estigmatizar a populacio de
gareminada ragifo.

REZFOSTA- Mo ficow mulo clara a pergunta formulsda acima, mas os pesquissdones sxplanarfo aqgul
para enbar sckdar o quesionaments. 3= o e "ol do s¥xame” e5td se referindo ao material coletsdo,
iodos oF EXAMES (ONSUST 0 Mesmo materisl ooletado, gue & secreclo vaginal, o gus nio eshbeiece
FesnivT Qrau de nexo. Entreann & estd fazendo mencio ao laboratdrio, & populsclo atendida por sie & 3
popuiaplo do Distriio Federal = Cidades Adacentes, & ndo teremos acesso & dados 00 pacients coma:
endereqn, balmo, cidade, portanic, nSo conssguiremos deniflicar ou estraificar a populagiio eshudads por
localzagdo, nSo havendo possbildads de estipratizapio da populapio estudada por regifio.

AMALISE: FENDENCIA ATENDIDA,

Todas as pendénclias forem abemdidas.
il Pl Sbioes Eticos para a realizpho do presenbe profooolo de pesquisa.

Conslderaghac Finale a ortbério do CEF:
Conforme Resolucho GNS L568/2012, Bens X1.- 3.b & X1.2.d, & Resoluclo CHE 510VZ01E, Art. 28, InC. ', o5

pesqulsadores responstvels daverdo apresentar refyitnos parcial semestral = fral do projeto de pesquisa,
conados A partr da dam de aprovaciio do protoooio de pesguisa.

Exts parscsr fol slaborado beceado not documanios abaloo relaclonado:

Erclarrpz:  'sodcsds ds CHircm 28 Seuds -rwermcsds de Sresle - Cempa Oesy HEsics
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Tipo Dooumenio A&mulvo Fostage Aphor Shuacio
Informagies Basicas| PE_INFORMAGLOES_BAZICAS DO F Lot ey | Apefn
i Projein ROJETD 1700897 0updl D37
InI'n-l—-:.;Ezs Basicas FE_IHFDM;E&_E&EIM&_M} Lot ey | Apefn
i Projein ROJETD 170087 0updl [0 el
Cronograma Cronograma_anualdocy 10001 | Yanna Xana de Ao
D22 1-10 | Misdeinos Miobnegs

Dutros CARTA_DE_RESPOSTAS _FEMDENCI| | 10052121 |Yanna Hara de Apefn

AS CEP.doC Do 3030 | Medeinos Niobrega

outms ProjeinDePesquisxCEPF3_042021 pdf IOETOET | Yanma Kana de Areio
OFS123 | Medeinos Niobreaos

Projein Detalmods ! | ProjeinDePesquisyfEPFE 0420 docy  30O04T0E1 | 'vanna Kara de Ao

Brochura OF=1id | Miedeinos Niobrsgs

InyEsSasdor

outms Latb=s_AraFaula po OEOEI0E | Yanm Hara de Areio
1543531 Medeinos Nidbreos

outms Lathes_Farmo pdf OEOETOET | Wamms Haria de Areiio
1&435-11 ki=deinoes Mok

outros TermoConoord ProponsmeAss paf SN0 |Yanma Kana de Ao
2420 IEdErns Nobreas

owrtros TermoConoord Proponemis 0o IR |Yanra Hara de Arefto
ZX1540 | Medeinos Nobreos

TCLE ! Termos d= | DispeersaTCLE pdf ZENETOE |Wanr Hara de Areiio

Assentmenio / Zx14-14 | Miedeinoes. Miobrsgs

Jussficatva de

ALSArC |

TCLE ! Temos o= | DispensaTCLE.doC IR |Yanra Hara de Arefto

Assentmenio / ZX13ET | Medeinos Nobregs

Jussficatva de

Asincly

Outms TermoConfidencialidadeSigiodnaPagla. | Z200E0E1 |Yanro Kara de o Ta e

pait FE1134 | Misdeinos Mobrega

owrtros TermoConfidencialldade3igioYanna.doo| ZZ0ETOE1 |Yanrs FKara de Arefto
231107 |Miedeinog Nobneos

outms TermoConfidencialldadeBigioYanna pdf | Z20EE021 | Yanrs Kara de Areio
Zx10d44 | Medeinos Niobreos

I::eclra;-!n-:le TermoR espTomprom Pes g, pdf ZENETOE |Wanr Hara de Areiio

P el sadorss FEAODT | Msdeinos Mobreoa

Declaracio de TermoR esetompromPesg.doc NN | Yanea Fara de #Aoeito

Pesgul sadores Z3905°50 | Misdeinos Midbnega

I::eclera;-!n-:le TermoConoord Coparticipamisss s jpdf ZENEIOET |Yarrs Hara de Areio

poncorddncla Z3e0 | Medeinos Nobreos

outms TermoConcord Coparicipamis doc ZENETOE |Wanr Hara de Areiio
s im kiedeinos Nobreos

Declaracho de carta_encaminhamemio_pmjeio_so CE | ZE0RTIET | Yanna Kara de P Tu_jic

P EsulSa0ores PF2.000E ZEOEDT | MsdEnos Nobrega

I::eclera;-!n-:le cara_esncaminhamenio_pmojeio_so_ o ZENEIOET |Yarrs Hara de Areio

Erdereps:  'sodcmds de CHrncim e Seuds, U-mreeceds de Srslie - Campas Oeoy Hibsicz

Eslrra: Aam Foris CEP: ToHcasm
e Hunicipio: BIGRSLE
Talmfona  (H1 Q19001047 Email: cechurefgnel on
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Pesquisadore=s EPF3 . pd? Z30Es14 | Medeinos Mobregs A et
Circamenio Ccamenio ZENEEOET | Yanra Kana de A et
Z3O0TEd | Medeinos Mobreos
Foiha de Rosio folhaDeR osiodss padf ZENEEOET | Yanra Kana de A et
Z30E4T | Medeinos Mobreogs
Crunograma Croncgrama pdi 120201 | Yanna Kana de A et
DS | Medeinos Mobreos
EHuagdo do Parsoer:
Aprovado
Heosccia &preclagdo da CONER:
Mo
BRAZILLA, 11 de Junhao de 21021
Sgzinado por
Marks Togaschl
[Co=nrdanedariall
Erdarspz: |'scuiceds de CHroms 2e Seuds | rwerscsds de Sesls - Campas Oe—y HEsicz
Balme:  Aam horis CEF: Tomouem
U [ Hunicipic: BISSLA
Talmfona (@) 39001947 Email: cechure@igraml on
s 6 e 19
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