UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MARIANA DURSKI

METODOS DE MICROSCOPIA PARA DIAGNOSTICO DE ALTERACOES DE
MICROBIOTA VAGINAL

CURITIBA
2017



MARIANA DURSKI

METODOS DE MICROSCOPIA PARA DIAGNOSTICO DE ALTERACOES DE
MICROBIOTA VAGINAL

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a banca avaliadora como
requisito parcial para a conclusdo do curso
de Biomedicina, Setor de Ciéncias
Biologicas, Universidade Federal do Parana.

Orientadora: Prof. Dra. Camila Marconi

CURITIBA

2017



Dedico este trabalho a Luiza Almeida Kato



AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus, pela saude e forca para a realizacao deste trabalho.
Ao0s meus pais e avoés, pelo incentivo e apoio.
Ao meu companheiro e aos amigos, por me darem forcas nos momentos dificeis.

A minha orientadora, que dedicou um pouco do seu tempo a mim e sempre esteve

presente.



“Quando a vida nos deixa cegos,
0 amor nos mantém gentis.”

Linkin Park



RESUMO

Alteracbes na microbiota vaginal estdo associadas a diversas complicacdes
ginecologicas e obstétricas. Diante disso, as caracteristicas do ambiente vaginal e 0s
meétodos para sua avaliacdo tém sido objeto de estudo de diversos pesquisadores. O
tipo de alteracdo mais comum da microbiota vaginal é a vaginose bacteriana (VB). Essa
alteracdo esta associada ao aumento do risco de aquisicdo de infecgcdes sexualmente
transmissiveis (IST) e a sérias implicag6es obstétricas, como a prematuridade. Alguns
métodos de microscopia para classificacdo da microbiota, utilizando esfregacos da
parede vaginal, foram propostos por pesquisadores como Spiegel et al. (1983). Tais
autores classificaram a microbiota vaginal como normal quando h& predominancia de
lactobacilos, ou como VB quando essas espécies estdo diminuidas ou ausentes.
Entretanto, atualmente considera-se como padréao-ouro para classificacdo da microbiota
vaginal o método proposto por Nugent et al. (1991). Tal método prevé a classificacédo da
microbiota em trés categorias, normal, intermediaria e VB, com base na
semiquantificacdo dos morfotipos bacterianos e seus respectivos padrdes de coloragéo
apos a técnica de Gram. Ja em 2002, Ison & Ray incluiram duas classes aquelas ja
propostas por Nugent: classe 0 para a auséncia de bactérias e classe IV quando
observadas apenas células epiteliais cobertas apenas por cocos Gram-positivos.
Também em 2002, Donders et al. (2002) descreveram um novo tipo de alteracdo de
microbiota da vaginal denominada vaginite aerdbia (VA). Assim como a VB, a VA
também € associada a diversas complicacdes obstétricas como parto prematuro,
corioamnionite e funisite. Esta alteracdo de microbiota € acompanhada pelo aumento
de leucécitos, presenca de células epiteliais da camada parabasal e a presenca de uma
microbiota predominantemente aerobia. Outros métodos importantes, porém menos
utilizados, de classificagdo da microbiota foram desenvolvidos por Platz-Christensen et
al. (1989), Thomason et al. (1992) e Schimidt & Hansen (2000). Todos os sistemas de
classificacdo propostos tiveram como objetivo a padronizagdo de um método de andlise
de esfregacos vaginais que seja reprodutivel, abrangente quanto aos morfotipos
bacterianos avaliados, ao mesmo tempo em que sejam compativeis a utilizacdo na
pratica clinica. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi comparar os métodos
microscopicos de classificacdo de microbiota vaginal descritos na literatura quanto as
variaveis consideradas para classificagdo da microbiota, os tipos de microbiota, a
aplicabilidade na rotina clinica.

Palavras-chave: Microbiota vaginal. Lactobacilos. Vaginose bacteriana. Vaginite
aerobia.



ABSTRACT

Abnormal vaginal flora is associated with poor gynecological and obstetric outcomes.
Thus, the aspects of the vaginal microbiota and the methods available for assessment
have been object of study of several researchers. The most common type of abnormal
vaginal microbiota is bacterial vaginosis (BV). This abnormal microbiota is associated
with increased risk for sexually transmitted infections (STI) and deleterious effects in
pregnancy, such as prematurity. Methods for classification of vaginal microbiota using
microcopy of vaginal smears were described by several researchers as Spiegel et al.
(1983). These authors consider normal microbiota when lactobacillus species are
predominant, while the consider BV when such species are partially or totally depleted.
However, it is currently accepted that the gold-standard for assessing the vaginal
microbiota is the method developed by Nugent et al. (1991). This method includes the
classification of microbiota in three categories: normal, intermediate and BV, based in
their semiquantification and Gram-stain color pattern. In 2002, Ison & Ray included two
other categories on the top of those of Nugent. They considered as vaginal microbiota
class 0 when no bacteria were present and class IV when only epithelial cells and Gram-
positive cocci were observed. Also in 2002, Donders et al. (2002) described a novel type
of abnormal vaginal flora so called aerobic vaginitis (AV). Like BV, AV is associated with
poor pregnancy outcomes as preterm labor, chorioamnionitis and funisitis. This
abnormal vaginal flora is characterized by an increase in leucocytes number, atrophic
epithelial cells and aerobic bacterial species. Other important methods, but less
frequently used, were developed by Platz-Christensen et al. (1989), Thomason et al.
(1992) e Schimidt & Hansen (2000). All systems proposed aimed to standardize
reproductive methods of evaluation of vaginal microbiota that also could be implemented
in clinical practice. Thus, the objective of this study was to compare the microscopic
methods for accessing the vaginal microbiota available in the literature regarding the
variables evaluated for classification, types of microbiota and applicability in the clinical
practice.

Key words: Vaginal microbiota. Lactobacilli. Bacterial vaginosis. Aerobic vaginitis.
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1 INTRODUCAO

O ambiente vaginal € um local complexo composto de varias espécies de micro-
organismos. Distarbios na composicdo deste ambiente estdo associados a diversas
implicagcbes negativas para a saude reprodutiva feminina. Por este motivo, as
caracteristicas microbiolégicas do ambiente vaginal tém sido objeto de inumeros
estudos ao longo dos anos. Albert Doderlein, em 1892, relatou pela primeira vez que no
conteudo vaginal de mulheres saudaveis ha a presenca de lactobacilos, e, mulheres
que apresentam a auséncia dessas espécies na microbiota local desenvolveram
endometrite pés-parto (DODERLEIN, 1892). A descricdo de Doderlein (1982) foi um
pontapé inicial para que outros estudos surgissem com 0 objetivo de compreender a
composicdo bacteriana do ambiente vaginal. Diversos estudos demonstraram que
alteracdes na microbiota vaginal estdo associadas a diversas complicac6es obstétricas
e perinatais (HOLST et al., 1994; ESCHENBACH et al., 1984; MC DONALD et al., 1992;
LEITCH et al., 2003).

Com o objetivo de classificar a microbiota vaginal, alguns critérios de avaliacdo
microscépica foram desenvolvidos. Dentre eles, aqueles divulgados mundialmente
foram propostos por Spiegel et al. (1983), Platz-Christensen et al. (1989), Nugent et al.
(1991), Thomason et al. (1992), Schimidt e Hansen (2000), Ison & Hay (2002) e
Donders et al. (2002). Todos esses métodos se baseiam na analise, por microscopia,
de esfregacos contendo o material coletado da parede vaginal, observacdo dos
morfotipos bacterianos presentes e na proporcdo de lactobacilos em relacdo aos

demais morfotipos observados.

Apesar das classificagcbes microscopicas serem muito importantes para a
deteccdo de alteracdes de microbiota vaginal, elas ndo permitem a identificacdo exata
das espécies bacterianas presentes, visto que se baseiam apenas na analise
morfoldgica das bactérias presentes nos esfregacos. Nesse sentido, apenas os estudos
recentes utilizando técnicas de biologia molecular permitiram o melhor entendimento

dessa microbiota, como aquele realizado por Jacques Ravel e colaboradores, em 2011,



gue caracterizou o microbioma vaginal de mulheres em idade reprodutiva. Ainda que 0s
métodos moleculares tenham se mostrado excelente recurso para a classificacdo da
microbiota vaginal, eles apresentam um longo tempo para execucdo e custo muito
elevados quando comparados aos métodos microscopicos, sendo assim inviaveis a
aplicacdo na prética clinica.

Nesse sentido, este estudo tem como objetivo a comparacéo entre as diferentes
técnicas para classificagdo microscopica da microbiota vaginal visando identificar um
meétodo de facil e rapida realizacdo, mas que permita uma identificacdo completa dos
tipos de alteragbes da microbiota vaginal potencialmente presentes. Dessa forma, 0s
achados acerca das discussdes nesse trabalho poderdo nortear a implementagéo da
analise microscépica de esfregacos vaginais na rotina clinica dos servicos de

ginecologia e obstetricia.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é comparar as diferentes metodologias utilizadas para a
deteccdo das alteracdes de microbiota vaginal, bem como suas vantagens e

desvantagens de execucao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as metodologias de classificagdo microscopica da microbiota vaginal;
e Detalhar as metodologias de classificacdo mais utilizadas;

e Discutir as vantagens e desvantagens dos principais métodos utilizados;

e Eleger o(s) meétodo(s) que permita(m) a identificacdo mais completa da

microbiota vaginal e que seja aplicavel a rotina dos servigos de saude.
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo consistiu em pesquisas bibliograficas para obtencéo de informacdes
acerca dos diferentes métodos de microscopia para classificagdo da microbiota vaginal.
Para tal fim, foram utilizados os trabalhos cientificos publicados em diversos anos. Tais
trabalhos foram acessados utilizando os banco de dados SciELO e PubMed. As
palavras-chave empregadas foram: Microbiota vaginal. Lactobacilos. Vaginite aerébia.
Vaginose bacteriana. Vaginal microbiota. Lactobacilli. Aerobic vaginitis. Bacterial

vaginosis.

Foram extraidas dos trabalhos incluidos no estudo as informacg@es relativas aos
seguintes tdpicos: saude reprodutiva feminina, complicacbes ginecologicas e
gestacionais, alteracfes de microbiota vaginal, vaginose bacteriana, vaginite aerobia,
métodos microscopicos de avaliacdo de microbiota vaginal e as vantagens e
desvantagens dos métodos propostos na literatura. Foram considerados trabalhos
publicados entre 1983 e 2002, somando 7 metodologias de microscopia de avaliagao

da microbiota vaginal.

4 DESENVOLVIMENTO

4.1 OS LACTOBACILOS

Albert Doderlein foi o primeiro pesquisador a demonstrar, em 1892, a presenca
de espécies de lactobacilos na microbiota vaginal de mulheres saudaveis. Além disso,
ele demonstrou que aquelas nas quais as microbiotas careciam de lactobacilos
desenvolveram endometrite poés-parto (DODERLEIN, 1892). Dessa forma, foi
demonstrado pela primeira vez que um disturbio na proporc¢éo lactobacilar no contetdo
vaginal pode levar a alteragbes na microbiota saudavel e, consequentemente, a
complicacBes ginecologicas e obstétricas. Assim, a definicdo de uma microbiota vaginal
normal é aquela na qual é verificado o predominio de morfotipos compativeis com
lactobacilos em comparacdo as demais bactérias. (DONDERS et al.,, 2000;
SCHWEBKE et al., 2013).
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Diversas espécies de lactobacilos que colonizam o corpo humano j& foram
descritas, e segundo Pavlova e colaboradores (2001), essas espécies podem ser
encontradas em trés regifes do corpo: a cavidade oral, os intestinos e o trato vaginal.
As principais espécies que colonizam a 0 ambiente vaginal descritas sdo Lactobacillus
iners, L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. acidophilus, L. fermentum, L. plantarum, L.
brevis, L. casei, L. vaginalis, L. delbrueckii, L. salivarius, L. reuteri e L. rhamnosus
(PAVLOVA et al.,, 2001; MARTIN et al. 1999; CRIBBY et al, 2008). De acordo com
estudos de Song e colaboradores (1999) e de Ravel e colaboradores (2011), as
espécies L. iners, L. crispatus, L. gasseri e L. jensenii sdo as mais comumente
identificadas na microbiota vaginal de mulheres em idade reprodutiva. No entanto, a
prevaléncia das espécies varia de acordo com a origem geogréfica da populacdo, bem

como a etnia.

A colonizacdo do ambiente pelos lactobacilos ocorre ap6s a primeira
menstruacdo, quando os niveis de estrogénio aumentam deixando o ambiente vaginal
mais favoravel a sua colonizacdo (PETROVA et al, 2013). O estrogénio estimula o
aumento do glicogénio das células epiteliais vaginais (BOSKEY et al., 1999) que é
metabolizado pelos lactobacilos liberando é&cido latico que diminui o pH vaginal
(BOSKEY et al., 2001) deixando, assim, o0 ambiente menos favoravel ao crescimento de
outras bactérias anaerbbias que também podem ser encontradas colonizando este local
(SRINIVASAN et al., 2010; XARRIFARD et al., 2002).

Mclean & Rosenstein (2000) e Eschenbach e colaboradores (1989) descreveram
gue varias espécies de lactobacilos exercem uma importante atividade antimicrobiana,
visto que produzem e liberam, além do acido latico, o peréxido de hidrogénio (H202) e
bacteriocinas no ambiente vaginal. Dessa forma, os lactobacilos controlam com
sucesso o crescimento de outras espécies no ambiente vaginal. Entretanto, Donders
descreveu em 1999 que o excesso de producdo de &cido latico leva a uma queda

grande no pH vaginal e pode culminar com a lise de células epiteliais. Essa citdlise,
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guando em grandes propor¢des, podem causar incOmodos vaginais como queimagao e

prurido, embora seja uma condi¢éo bastante rara.

4.2 ALTERACOES DE MICROBIOTA VAGINAL

Devido ao papel protetor dos lactobacilos, pode-se inferir que a deplecao total ou
parcial dos lactobacilos que ocorre simultaneamente a sua substituicdo por outras
espécies bacterianas, sendo principalmente espécies anaerdbias (SOBEL, 1989). Estas
alteracdes de microbiota tem diversas implicacdes negativas para a saude reprodutiva
feminina (KOVACHEYV, 2014). Os disturbios ginecolégicos relacionados as alteracfes
na microbiota vaginal incluem infec¢cdes poés-cirdrgicas (GUASCHINO et al., 2002),
doenca inflamatéria pélvica (SWEET, 2000) e aumento do risco de aquisicdo de
Infeccdes Sexualmente Transmissiveis (IST) como herpes genital (CHERPES et al.,
2003), tricomoniase (BROTMAN et al., 2013), endocervicites por Neisseria gonorrhoeae
e Chlamydia trachomatis (WIESENFELD et al., 2003) e infeccbes por Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (SEWANKAMBO et al.,, 1997, SCHWEBKE, 2001).
Quanto as complicacbes obstétricas associadas as alteracdes de microbiota, destacam-
se o0 risco aumentado de aborto espontaneo, parto prematuro, corioamnionite e baixo
peso ao nascimento (DONDERS et al.,, 2000; GOLDENBERG et al., 2000; PLATZ-
CHRISTENSEN et al., 1993; LEITICH et al., 2003).

Enquanto a microbiota normal é caracterizada pela predominancia de espécies
de lactobacilos, a composi¢cdo bacteriana da microbiota vaginal alterada € bastante
heterogénea. Em 1955, Gardner & Dukes descreveram pela primeira vez uma alteragéo
de microbiota vaginal e a denominaram "vaginite ndo especifica". A etiologia dessa
condicdo foi atribuida pelos autores a espécie Haemophilus vaginalis, a espécie
bacteriana isolada das mulheres com os sintomas de mau odor vaginal caracteristicos
da vaginite. Esta espécie bacteriana, anteriormente incluida no género Haemophilus, foi
reclassificada como Gardnerella vaginalis, denominacao aceita até hoje (GREENWOOD
& PICKETT, 1980). De fato, a G. vaginalis foi apontada por algum tempo como o Unico

agente etiolégico da vaginite ndo especifica. Posteriormente foi intitulada como
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vaginose bacteriana (VB) em razdo da auséncia de resposta inflamatéria local na
maioria dos casos (SPIEGEL et al., 1983).

A VB ¢ a alteracdo mais comum de microbiota vaginal, com prevaléncia de 30%
na populagdo de mulheres em idade reprodutiva (MARCONI et al., 2015). Sua
frequéncia também difere de acordo com a etnia, tendo maior prevaléncia na populacao
afro-descendente (KOUMANS et al.,, 2007). Ela se caracteriza pela diminuicao
significativa ou até mesmo deplecdo dos Lactobacillus sp. e substituicdo por outras
espécies bacterianas anaerdbias. Essa condicao é relacionada ao aumento do risco de
aquisicao de IST, como N. gonorrhoeae, C. trachomatis, T. vaginalis, além do HIV
(BROTMAN et al., 2013; WIESENFELD et al., 2003; SEWANKAMBO et al.; 1997,
SCHWEBKE, 2001). As mudancas dos niveis de mediadores locais da imunidade em
resposta a alteracdo da microbiota também sdo apontados como centrais nos
mecanismos que tornam as mulheres com VB mais propensas a aquisicdo dessas IST
(WIGGINS et al., 2001).

Os sintomas da VB incluem o aumento do conteddo vaginal, prurido e, o mais
comum deles, o mau odor vaginal apos adicdo de hidroxido de potassio (KOH) (AMSEL
et al., 1983). No entanto, essas queixas sdo relatadas por apenas 50,0% das mulheres
com VB, dificultando o diagndstico desta alteracdo de microbiota (KOUMANS et al.,
2007). Desse modo, grande parte das mulheres em idade reprodutiva ndo é
diagnosticada e permanece com a VB por longos periodos de tempo e, portanto, mais

suscetiveis as complicacdes relacionadas a essa condicao.

Embora a composicéo bacteriana de mulheres com microbiota vaginal alterada ja
tenha sido descrita em um estudo de microbioma de mulheres em idade reprodutiva por
Ravel e colaboradores (2011), ainda muito se discute sobre a causa dessa condi¢do. Ja
foi demonstrado que a G. vaginalis é a bactéria mais comum a ser encontrada tanto de
mulheres sintomaticas quanto mulheres assintomaticas com microbiota anormal
(FREDRICSSON et al.,, 1984). Porém, um estudo realizado em por Criswell e
colaboradores em 1969 demonstrou que a inoculacdo de G. vaginalis obtida a partir de
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culturas puras em mulheres saudaveis ndo teve o efeito de causar alteracdo da
microbiota na maior parte das mulheres testadas, enquanto que a inoculagcdo do
conteudo vaginal de mulheres com VB no canal vaginal de mulheres com microbiota
normal fez com que a maioria destas também desenvolvessem tal condicdo. Estes
achados apontam para a grande complexidade microbioldgica da VB, o que dificulta a
determinacdo da sua etiologia. Estudos realizados por Hillier e colaboradores (1993),
Rosenstein (1998) e Spiegel e colaboradores (1980) constataram variados géneros de
bactérias em culturas do material vaginal, como Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp.,

Bacteroides fragilis, Prevotella sp., Mycoplasma hominis, Peptoniphilus anaerobius.

A grande heterogeneidade da VB dificulta o estabelecimento da sua
fisiopatologia e composicdo microbiana. Esse cenéario € agravado pelo fato que a
maioria das espécies presentes sdo fastidiosas, caracteristica que inviabiliza a
realizacdo e coloca em cheque os achados acerca dos métodos baseados em cultura
microbiolégica tradicional. Dessa forma, para viabilizar o diagnostico da VB, foram
estabelecidos os critérios clinicos (AMSEL et al., 1983) e microscopicos baseados na
semiquantificacdo e proporcado entre os morfotipos existentes no contetudo vaginal.
Estes critérios microscOpicos descritos incluem de Spiegel e colaboradores (1983),
Platz-Christensen e colaboradores (1989), Nugent e colaboradores (1991), Thomason e
colaboradores (1992), Schimidt & Hansen (2000), Ison & Hay (2002) e Donders e
colaboradores (2002). Todas estas classificagcfes tém um mesmo proposito, que
consiste na padronizacdo de um método de anélise de esfregacos que abranja todos os
morfotipos bacterianos em uma Unica classificagéo. E importante ressaltar que quando
a grande maioria dos meétodos de classificacdo foi descrita a microbiota vaginal ainda
era denominada "flora" vaginal, denominacdo esta que hoje foi completamente

substituida pelo termo “microbiota”.

4.3 TECNICAS DE MICROSCOPIA

A técnica de avaliacdo dos esfregacos segundo Spiegel e colaboradores (1983)
compreende a divisdo da microbiota vaginal em duas classes possiveis. Segundo estes

autores, a microbiota pode ser classificada como normal, quando na presenca de
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lactobacilos, ou como VB na auséncia ou com poucos lactobacilos e predominancia de
G. vaginalis e outras bactérias. Eles usaram como base para o diagnostico, o critério de
Amsel e colaboradores (1983) no qual sdo avaliados: pH vaginal maior que 4,5,
aumento do conteudo vaginal, mau odor apos adicdo de 10% de KOH e a presenca de
clue cells pela microscopia (FIGURA 1). As clue cells sédo células escamosas
superficiais com uma peculiar aparéncia granular causada pelo acimulo de grandes
guantidades de bactérias na sua superficie (PLATZ-CHRISTENSEN et al.,, 1989).
Sendo assim, de acordo com a técnica de Spiegel e colaboradores, o diagndstico era
positivo para BV quando pelo menos trés destas quatro caracteristicas sao detectadas.
Sendo que, os esfregacos com duas ou menos caracteristicas sdo considerados
normais, desde que leveduras ou morfotipos de Trichomonas vaginalis estejam

ausentes.

FIGURA 1: Clue cell em esfregaco de parede vaginal corado pela técnica de Gram.
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FONTE: SPIEGEL et al. (1983)

Para essa avaliacdo microscopica os esfregacos vaginais sado corados pela
técnica de Gram com modificagdo de Kopeloff, recomendada para melhor visualizagao
de bactérias anaerdbias (LIBMAN et al., 2006), e observadas sob objetiva de imersao.
Cada morfotipo bacteriano observado é quantificado conforme os escores descritos na
TABELA 1. Tais autores consideram os bacilos longos Gram-positivos observados
como células lactobacilares, ja os bacilos curtos Gram-variaveis como Gardnerella e

outros micro-organismos classificados apenas pela morfologia. Os esfregagcos
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classificados como normais apresentam apenas lactobacilos ou quando coexistem com
a Gardnerella. Ja os casos de VB sdo aqueles com a presenca de Gardnerella e outros

morfotipos bacterianos que ndo compativeis com lactobacilos.

TABELA 1: QUANTIFICAGAO DE MORFOTIPOS MICROBIANOS SEGUNDO SPIEGEL et al. (1983)

Escores Quantidade/campo
1+ <1
2+ lab
3+ 6 a 30
4+ > 30

FONTE: Adaptado de SPIEGEL et al. (1983)

Esse método foi amplamente utilizado até 1991, quando Nugent e colaboradores
sugeriram um novo método de classificacdo de microbiota que hoje é considerado o
padrdo ouro para diagnostico da VB. O sistema de Nugent prevé a classificacdo da
microbiota em trés categorias com base semiquantificagcdo dos morfotipos bacterianos e

seus respectivos padrdes de coloracéo.

Apds obtencdo do conteudo vaginal, fixados em laminas e coradas pela técnica
de Gram, os esfregacos sao observados em objetiva de imersao (x1000). Os bacilos
longos Gram-positivos (lactobacilos), bacilos curtos Gram-variaveis (G. vaginalis),
bacilos curtos Gram-negativos (Bacteroides spp.), bacilos curvos Gram-variaveis
(Mobiluncus spp.) e cocos Gram-positivos sdo semiquantificados de 1+ a 4+ de acordo
com o sistema descrito na TABELA 2. Posteriormente, ha a atribuicdo de um escore
somatorio, conforme a TABELA 3 para classificacdo nas trés categorias previstas:
normal (escores entre 0 e 3), intermediaria (escores entre 4 e 6 ) e VB (escores entre 7
a 10) (FIGURA 2).



TABELA 2: QUANTIFICAGAO DE MORFOTIPOS MICROBIANOS SEGUNDO NUGENT et al. (1991)

Quantificacéo

Morfotipos/campo

0

1+

2+

3+

4+

0

<1

la4d

5a30

> 30

FONTE: Adaptado de NUGENT et al. (1991)
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TABELA 3: SISTEMA DE ESCORES (0 a 10) DOS ESFREGACOS VAGINAIS CORADOS POR GRAM
SEGUNDO NUGENT et al. (1991)

Score Presenca de Presenca de Bacilos curvos
lactobacilos Gardnerella e Gram-variaveis
Bacteroides sp.
0 4+ 0 0
1 3+ 1+ 1+ ou 2+
2 2+ 2+ 3+ ou 4+
3 1+ 3+
4 0 4+

Os morfotipos sé@o quantificados de acordo com o niumero médio por campo de imerséo de dleo.
Escore total = lactobacilos + G. vaginalis e Bacteroides sp. + bacilos curvos.

FONTE: Adaptado de NUGENT et al. (1991)



FIGURA 2: PadrBes de microbiota vaginal em esfregacos corados por Gram

observados sob objetiva de imersao (x1000).

A e B: microbiota normal (escores de 0 a 3); C e D: microbiota intermediéria (escores
de 4 a 6); E e F: vaginose bacteriana (escores de 7 a 10)

FONTE: NUGENT et al. (1991)
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Os resultados do estudo de Nugent et al. (1991) indicam que esse critério de
classificacdo proposto é altamente reprodutivel entre diferentes centros. Entretanto,

novas classificacdes da microbiota vaginal foram propostas propondo otimiza-la.

Umas delas foi proposta por Thomason e colaboradores (1992), e combina a
deteccdo de clue cells com os morfotipos bacterianos encontrados no esfregaco. Por
esse método, as laminas de esfregacos vaginais também s&o coradas por Gram e
observadas sob objetiva de imersdo. Este método, entretanto, ndo prevé a
quantificacdo dos morfotipos bacterianos encontrados. Dessa forma, cada campo é
avaliado quanto a proporcdo de lactobacilos em relacdo a outros morfotipos. Além
disso, deve-se observar se ha a presenca de clue cells. As mulheres cujos esfregacos
apresentam morfotipos bacterianos excedentes aos lactobacilose e um minimo de 20
campos com clue cells sédo diagnosticadas com VB. Os autores consideram um método
de diagnéstico mais simples do que os propostos por Spiegel e colaboradores (1983) e
Nugent e colaboradores (1991), visto que ndo despende grande quantidade de tempo
para quantificar cada morfotipo bacteriano encontrado, o que, segundo 0s autores,

permite uma maior reprodutibilidade interlaboratorial.

Uma década depois, Ison & Hay (2002) propuseram um método de classificacdo
que inclui duas outras classes a classificacdo anteriormente proposta por Nugent e
colaboradores (1991): classe O, indicando auséncia de bactérias e classe IV,
caracterizada por células epiteliais cobertas apenas por cocos Gram-positivos. Por esse
meétodo, as laminas também devem ser coradas pela técnica de Gram e lidas sob
objetiva de imersdo. Os autores consideraram que a classe 0 sugere a presenca de um
agente antimicrobiano na vagina e que pode ser devido ao uso de géis e cremes
vaginais, ja os esfregacos classificados como classe IV foram encontrados em mulheres
normais e que nao ha evidéncias de que estas microbiotas tenham associacdo com a

VB ou sejam anormais.

Embora a identificacdo das mulheres com VB seja feita com sucesso por Nugent e

colaboradores (1991) e Ison & Hay (2002), composicao bacteriana e relevancia clinica
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dos casos classificados como microbiota intermediaria permanecem desconhecidos. Tal
guestdao se torna ainda mais relevante quando se consideram as evidéncias da
literatura sobre as complicacdes obstétricas e ginecologicas relacionadas a esse
padréo “intermediario” de microbiota vaginal (CAUCI et al., 2002; GUEDOU et al., 2012,
2013). Tais métodos consideram que a microbiota vaginal intermediéria nada mais é do
que um estado transitério entre a microbiota normal e a VB. Dessa forma, eles ndo
preveem a existéncia de outros tipos de alteracdo de microbiota vaginal, o que nao
corresponde a complexidade de microbiotas ja demonstradas (RAVEL et al.,, 2011,
DRELL et al., 2013; ROMERO et al., 2014).

Com base nesse cenario, Gilbert Donders propds que tal condicdo, considerada
intermediaria segundo Nugent e colaboradores (1991), abriga tipos de microbiota
bastante diversos, dentre as quais a vaginite aerdbia (VA). Essa condi¢do, bem como a
VB, pode ser detectada pela avaliacdo dos esfregacos vaginais a fresco sem a
necessidade da etapa prévia de coloracdo. Microscopicamente a VA é caracterizada
pelo aumento de leucdcitos local, presenca de células epiteliais da camada parabasal e
espécies bacterianas predominantemente aerdbias, diferente dos achados nos casos
de VB. De acordo com os autores, as bactérias mais comuns associadas a VA séo
Streptococcus grupo B, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Entretanto, assim
como a VB, a VA também esta associada a deplecdo lactobacilar parcial ou total e,
consequentemente, o aumento do pH vaginal. Dessa forma, em 2002, Donders e
colaboradores, descreveram uma nova classificacdo de microbiota vaginal que néo leva
em consideracdo apenas a de VB como padrdo anormal de microbiota vaginal, mas

também a VA.

Estudo posterior realizado pelo mesmo grupo demonstrou que a VA também esta
associada a complicacdes obstétricas como risco aumentado de parto prematuro,
corioamnionite e funisite do feto (DONDERS et al., 2011). Dentre os sinais e sintomas
desta condicdo podem ser observados corrimento amarelado com mau cheiro,

sensacao de queimacao vaginal, dor ou dispareunia acompanhados por pH vaginal
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superior a 6,0. Além disso, a vagina frequentemente apresenta aspecto avermelhado,

edemaciada e, as vezes, com ulceragdes.

Sendo assim, o diagnostico dessa nova entidade de microbiota vaginal anormal é
passivel de ser realizada em esfregacos montados a fresco (wet mount), sem
coloragdo, usando um microscopio de contraste de fase. A partir das variaveis
observadas, é calculado um indice ("VA score”) que leva em consideragao a proporgao
de morfotipos de lactobacilos, da microbiota acessoéria, da presenca de células
parabasais e de leucdécitos toxicos (DONDERS et al., 2002) (FIGURA 3). As amostras
sao classificadas de acordo com o grau de lactobacilos (LBG). A categoria considerada
normal € a LBG | que apresenta predominancia absoluta de lactobacilos. J4 a categoria
LBG IlI, corresponde aguelas amostras nas quais é encontrada uma menor propor¢ao
de lactobacilos e a microbiota acessoéria esta presente de forma significativa. O grupo
LBG Il é subdividido em duas categorias, uma na qual ainda € observado um namero
significativo de lactobacilos (LBG lla) e outra onde os lactobacilos estdo presentes,
porém ha a predominancia de outros morfotipos bacterianos (LBG llb). J& no grau
considerado anormal predominam outras bactérias, com raros ou nenhum lactobacilo
presente (LBGIII).

Ainda segundo esse método, a VB é diagnosticada quando ha uma microbiota LBG
[l acompanhada por morfotipos representativos de Gardnerella, Mobiluncus de forma
granular e/ou clue cells (FIGURA 3). Ja para o diagnéstico de VA, é realizado um
escore somatorio, conforme o observado na Tabela 4. As amostras sdo consideradas
como normais na presenca de escores 1 e 2, como VA leve se escores 3 e 4 forem
obtidos, VA moderada para escores 5 e 6 e, finalmente aguelas amostras escores entre
6 e 10 correspondem a VA severa. Esses autores também consideram que é possivel
que as duas alteragbes, VB e AV, possam coexistir no mesmo esfregago vaginal
(FIGURA 3).
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TABELA 4: CRITERIO DE CLASSIFICACAO MICROSCOPICA DE ESFREGAGOS VAGINAIS PARA O
DIAGNOSTICO DE VAGINITE AEROBIA (VA).

Grau de Proporcéo de Proporcéo de
Escore Lactobacilos Nimero de leucécitos Microbiota células
(LBG) leucdcitos toxicos acessoria parabasais

0 lella <10/campo Nenhum ou NA&o significativo Nenhuma ou
esporadico  ou citélise <1%

1 IIb >10/campo e <50% dos  Bacilos curtos <10%

<10/cel. epitelial  leucdcitos

2 [ >10/cel.epitelial >50% dos  Cocos ou >10%

Leucécitos  cadeia de cocos

FONTE: Adaptado de DONDERS et al (2002)



FIGURA 3: Padr6es de microbiota vaginal em esfregacos montados a fresco e observados em
microscopio de contraste de fase (x400).

A: Grau lactobacilar | (LBG 1); B: LBG lIb; C : LBG Ill — vaginose bacteriana D: LBG I

— vaginite aerébia; E: LBG Ill vaginose bacteriana e vaginite aerébia concomitantes.

FONTE: Laboratério de Bacteriologia Médica, Prof2 Dr2 Camila Marconi
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Outras duas técnicas que também podem ser citadas sdo asmdescritas por
Platz-Christensen (1989) e Schmidt e Hansen (2000).

Em 1989, Platz-Christensen e colaboradores propuseram uma técnica de
diagnostico de VB que se baseia unicamente na deteccéo de clue cells nos esfregacos
corados pela técnica de coloragdo multicromética de Papanicolaou (PAPANICOLAQOU,
1942). Um ano depois, em 1990, Larsson e Platz-Christensen fizeram uma descoberta
importante. Eles reavaliaram apds um més as laminas a fresco de esfregaco vaginal.
Essas laminas foram re-hidratadas para a deteccdo de clue cells e os autores
constataram que as amostras apresentavam a mesma aparéncia que um esfregago ndo
preservado. Dessa forma, os autores concluiram que os esfregacos re-hidratados

podem ser usados para o0 ensino e pesquisa clinica.

Schmidt e Hansen descreveram, em 2000, outro sistema de escores que
também se baseia no método de andlise de esfregacos vaginais a fresco em
microscopio de contraste de fase. De acordo com esse método, sdo avaliadas a
presenca de clue cells, de morfotipos compativeis com lactobacilos (LB), bacilos curtos
(SB) que sado considerados como 0s micro-organismos associados a VB, além da
relacdo entre numero de leucécitos e células epiteliais. A interpretacdo deve ser
baseada em trés campos microscépicos e a contagem deve se limitar a contagem de

30 morfotipos bacterianos.

Dessa forma, baseado no numero de LB e SB séo atribuidos escores conforme o
detalhado na Tabela 5. Apdés a soma dos respectivos escores, a microbiota vaginal
pode ser classificada em 4 categorias: (1) normal, caracterizada por uma predominancia
de morfotipos LB (pontuacdo 0-1); (2) intermediaria grau |, caracterizada por uma
predominéancia moderada de morfotipos LB (pontuacdo 2-4); (3) intermediaria grau II,
com predominancia moderada de morfotipos SB (pontuacéo 5-6) e, finalmente (4) BV,
caracterizada por uma predominancia de morfotipos SB (pontuacao 7-8) (SCHMIDT E
HANSEN, 2000).
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TABELA 5: SISTEMA DE ESCORE (0-8) PARA A PONTUAGAO DE MORFOTIPOS BACTERIANOS
DOS ESFREGACOS A FRESCO

Escore Morfotipos LB Morfotipos SB
0 >30 0
1 16-30 1-5
2 6-15 6-15
3 1-5 16-30
4 0 >30

LB: lactobacilos
SB: bacilos curtos

FONTE: Adaptado de SCHMIDT E HANSEN (2000)

5 RESULTADOS E CONCLUSOES

A descricdo detalhada dos métodos microscopicos existentes para classificacéo
da microbiota vaginal apresentada nesse estudo, permitiu uma comparagéo imparcial
para determinar qual apresenta maiores beneficios para implantacdo na rotina clinica
dos servicos de ginecologia e obstetricia. As caracteristicas acessadas para cada um

dos métodos encontram-se descritas na Tabela 6.

Considerando a realidade dos servicos de saude do Brasil, bem como as
caracteristicas da populacdo que depende da assisténcia a saude publica, o teste
utilizado para a classificacdo da microbiota vaginal deve fornecer um resultado rapido e
preciso para que a paciente deixe o local de atendimento com o tratamento adequado
dispensado. Isso € mandatério considerando que as mulheres que procuram o0s
servicos de saude frequentemente percorrem grandes distancias até o local do
atendimento. Tal dificuldade de deslocamento € agravada pelo 6nus financeiro oriundo
ao tempo de afastamento das atividades remuneradas. Deve-se ressaltar ainda que,
além do dificil acesso aos locais de atendimento, raros servi¢cos de saude estdo aptos a
realizar o diagnostico das alteracdes de microbiota vaginal durante o periodo de
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permanéncia da paciente na unidade. Mesmo diante da possibilidade de realizagdo do
diagnostico laboratorial dessas condigfes, a paciente deve retornar ao servico para
obter o resultado e o eventual tratamento, nos dias ou semanas subsequentes ao
atendimento. De forma geral, considerando os aspectos relacionados a disponibilidade
de estratégias diagnostica, bem como de acesso dos individuos aos servicos de saude,
uma grande parcela da populacdo fica sujeita as complicagbes ginecoldgicas e
obstétricas da persisténcia da microbiota vaginal anormal por longos periodos de
tempo.

Nesse sentido, apesar de serem considerados excelentes métodos para
classificagdo da microbiota vaginal, aqueles que necessitam de etapa de coloragéo
prévia por Gram do esfregaco vaginal dificimente serdo considerados viaveis para a
implementacdo nos servicos de saude. Além de serem necessarios tanto locais
adequados e maior tempo para preparacdo dos esfregacos, esses métodos nao
abrangem toda a complexidade do ambiente vaginal, visto que consideram toda e
qualquer alteracdo na microbiota vaginal como VB. Dessa maneira pode-se destacar a
importancia da inclusdo de testes rapidos de diagnosticos nos proprios locais de

atendimento.
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TABELA 6: CRITERIOS DE COMPARAGAO UTILIZADOS NESSE ESTUDO QUE FORAM ACESSADOS

PARA CADA UM DOS METODOS MICROSCOPICOS DE CLASSIFICAGAO DA MICROBIOTA
VAGINAL.

CLASSIFICACOES COLORACAO | MORFOLOGIA | SEMIQUANTIFICACAO CLUE VB VA
DOS LACTOBACILOS CELLS

Spiegel et al. Sim N&o Sim Sim Sim N&o
Nugent et al. Sim N&o Sim Sim Sim N&o
Thomason et al. Sim Nao Nao Sim Sim Nao
Ison & hay et al. Sim N&o Sim Sim Sim N&o
Donders et al. Nao Sim Sim Sim Sim Sim
Platz-
Christensen et al. Sim Nao Nao Sim Sim Nao
Schimidt & Hansen Nao Nao Sim Sim Sim N&o

VB: VAGINOSE BACTERIANA
VB: VAGINITE AEROBIA

Pode-se concluir, portanto, que a coletanea dos métodos avaliados nesse estudo
demonstra que a classificacdo de esfregacos vaginais a fresco é mais factivel de ser
implementada nos servigos de ginecologia e obstetricia. Além disso, a heterogeneidade
da composicdo da microbiota vaginal jA demonstrada (RAVEL et al, 2011) ndo pode ser
subestimada. Sendo assim, os sistemas de classificacdo que consideram as alteracdes
de microbiota vaginal como VB unicamente ndo devem ser utilizadas. Considerando
que a técnica proposta por Donders e colaboradores em 2002 é capaz de abranger as
alteracdes passiveis de serem encontradas nessa microbiota. Somado a isso, pode ser
aprendida em um curto espago de tempo, conforme demonstrado por nosso grupo de
pesquisa (DONDERS et al., 2015). Dessa forma, este método consiste na melhor
estratégia disponivel atualmente para a classificacdo da microbiota vaginal na rotina
clinica dos servicos de ginecologia e obstetricia.
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