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RESUMO

A vaginose bacteriana (VB) é uma condi¢gdo associada a alteragbes na microbiota
vaginal, normalmente dominada por espécies de Lactobacillus spp., que passam a
ser substituidas principalmente por Gardnerella vaginalis. A compreensdo da
ecologia microbiana vaginal é fundamental para o aprimoramento das estratégias
terapéuticas, uma vez que os tratamentos convencionais podem comprometer a
microbiota autéctone, favorecer reinfecgdes, selecionar microrganismos resistentes
e causar efeitos adversos. Nesse contexto, o uso de microrganismos probiéticos
surge como uma alternativa terapéutica promissora, pois esses agentes podem
colonizar o trato vaginal, inibir patdgenos urogenitais, apresentar baixo risco de
selecdo de resisténcia e contribuir para a restauragdo da microbiota vaginal. Este
estudo teve como objetivos caracterizar a microbiota vaginal de mulheres saudaveis
e com VB, com énfase em Gardnerella vaginalis e Lactobacillus spp.; determinar o
perfil de suscetibilidade antimicrobiana de linhagens de G. vaginalis; e selecionar
linhagens de lactobacilos com potencial probiético avaliado in vitro e in vivo,
utilizando animais gnotobidticos. Participaram da pesquisa 70 mulheres, sendo 30
com VB e 40 sem VB, atendidas no Servigco de Ginecologia do Hospital das Clinicas
da UFMG. Os espécimes vaginais foram cultivados em meios seletivos, e as
espécies bacterianas foram identificadas por metodologias previamente
padronizadas. As linhagens de G. vaginalis foram submetidas a testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos mais utilizados na pratica clinica. As linhagens
de Lactobacillus spp. foram avaliadas quanto ao potencial probidtico por meio da
producdo de substancias antagonistas, pela técnica da sobrecamada, e pela
producdo de peroxido de hidrogénio in vitro. A linhagem selecionada, Lactobacillus
johnsonii, isolada de paciente saudavel, foi inoculada em camundongos
gnotobioticos, posteriormente desafiados com G. vaginalis, com ou sem indugao
hormonal. Os resultados demonstraram maior frequéncia de G. vaginalis em
mulheres com VB, enquanto Lactobacillus spp. predominaram em mulheres
saudaveis, especialmente L. crispatus, L. jensenii e L. johnsonii. As linhagens de
lactobacilos isoladas de pacientes sem VB apresentaram producao
significativamente maior de substancias antagonistas e perdxido de hidrogénio. A
linhagem de L. johnsonii selecionada mostrou capacidade de colonizar animais
gnotobidticos e oferecer protecdo parcial contra a infecgdo experimental por G.
vaginalis, evidenciada por contagens bacterianas e andlises histopatoldgicas. A
administragdo hormonal nao influenciou significativamente a colonizagcéo por G.
vaginalis, mas afetou a colonizag¢ao por L. johnsonii. Conclui-se que determinadas
espécies de Lactobacillus spp. sdo essenciais para a manutencdo da saude do
ecossistema vaginal, enquanto G. vaginalis desempenha papel central na etiologia
da VB. Além disso, foi possivel identificar uma linhagem de Lactobacillus johnsonii
com caracteristicas probiéticas promissoras, demonstradas in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Vaginose bacteriana, Lactobacillus spp., Gardnerella vaginalis,
probidtico, gnotobidtico.



ABSTRACT

Bacterial vaginosis (BV) is a condition associated with alterations in the vaginal
microbiota, which is normally dominated by Lactobacillus spp. and becomes mainly
replaced by Gardnerella vaginalis. Understanding vaginal microbial ecology is
essential for improving therapeutic strategies, since conventional treatments may
disrupt the autochthonous microbiota, promote reinfections, select resistant
microorganisms, and cause adverse effects. In this context, the use of probiotic
microorganisms emerges as a promising therapeutic alternative, as these agents
can colonize the vaginal tract, inhibit urogenital pathogens, present a low risk of
resistance selection, and contribute to the restoration of the vaginal microbiota. This
study aimed to characterize the vaginal microbiota of healthy women and women
with BV, with emphasis on Gardnerella vaginalis and Lactobacillus spp.; to determine
the antimicrobial susceptibility profile of G. vaginalis strains; and to select
Lactobacillus strains with probiotic potential evaluated in vitro and in vivo, using
gnotobiotic animals. Seventy women participated in the study, 30 with BV and 40
without BV, assisted at the Gynecology Service of the Hospital das Clinicas, Federal
University of Minas Gerais (UFMG). Vaginal specimens were cultured on selective
media, and bacterial species were identified using previously standardized
methodologies. G. vaginalis strains were subjected to susceptibility testing against
the antimicrobials most commonly used in clinical practice. Lactobacillus spp. strains
were evaluated for probiotic potential through the production of antagonistic
substances using the overlay technique and by hydrogen peroxide production in
vitro. The selected strain, Lactobacillus johnsonii, isolated from a healthy patient, was
inoculated into gnotobiotic mice, which were subsequently challenged with G.
vaginalis, with or without hormonal induction. The results demonstrated a higher
frequency of G. vaginalis in women with BV, whereas Lactobacillus spp.
predominated in healthy women, especially L. crispatus, L. jensenii, and L. johnsonii.
Lactobacillus strains isolated from women without BV showed significantly higher
production of antagonistic substances and hydrogen peroxide. The selected L.
Johnsonii strain was able to colonize gnotobiotic animals and provided partial
protection against experimental infection with G. vaginalis, as evidenced by bacterial
counts and histopathological analyses. Hormonal administration did not significantly
influence colonization by G. vaginalis but affected colonization by L. johnsonii. It is
concluded that certain Lactobacillus spp. species are essential for maintaining the
health of the vaginal ecosystem, whereas G. vaginalis plays a central role in the
etiology of BV. In addition, a Lactobacillus johnsonii strain with promising probiotic
characteristics was identified, as demonstrated in vitro and in vivo.

Keywords: Bacterial vaginosis; Lactobacillus spp.; Gardnerella vaginalis; probiotic;
gnotobiotic.
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1.0 INTRODUGAO E RELEVANCIA DO TEMA

A vagina humana é um ecossistema dindmico em sua estrutura e composi¢céo
microbiana, cujo equilibrio esta sob a influéncia de fatores internos, fisiologicos,
particularmente hormonais e externos, que incluem uma variedade de habitos e
comportamentos individuais, bem como drogas utilizadas na terapéutica de
processos infecciosos diversos que ocorrem neste sitio.

A Vaginose Bacteriana (VB) é considerada por alguns autores como uma
doenca polimicrobiana, representada por um desequilibrio da microbiota normal da
vagina, predominantemente aerobia (Lactobacillus spp.) com o aumento de outros
microrganismos, sendo Gardnerella vaginalis considerada o microrganismo “chave”
na infecgdo, As razdes para seu grande potencial patogénico, comparadas ao de
outras bactérias tém sido objeto de muitas pesquisas e controvérsias. Os
mecanismos de patogenicidade relativos a G. vaginalis ainda ndo estao totalmente
elucidados.

Apesar de o corrimento o sintoma mais frequente nas praticas ginecoldgicas,
tem sido dada, ainda hoje, pouca importancia a este fato, uma vez que as préprias
pacientes ndao tém consciéncia dos eventuais riscos e, muitas vezes, se
automedicam, prejudicando o diagnostico do quadro e o tratamento.

VB representa o disturbio mais comum do trato genital de mulheres em idade
reprodutiva, sendo o corrimento vaginal, o motivo principal das consultas
ginecologicas. Esta condigdo clinica tem sido também observada em mulheres
gravidas e virgens, motivo pelo qual ndo é considerada como de transmissao sexual
exclusiva. Em mulheres na menopausa, nas quais ha elevagao natural do pH vaginal
devido a alteracées hormonais, os dados sobre a prevaléncia de VB sao ainda muito
controvertidos.

Estudos sobre as infecgdes vaginais no Brasil sdo muito raros, sendo que, em
Minas Gerais, estes estudos sao incipientes. Desta forma, pouco se conhece sobre
a real ocorréncia destas infec¢des em nosso meio, assim como sobre os agentes
envolvidos nestas afeccoes.

Uma vez que a causa de VB nao é completamente entendida, acredita-se ser

este estudo de grande interesse para a Saude Publica, principalmente para a saude
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da mulher, ndo apenas por sua elevada frequéncia, mas também por suas

implicagcdes de ordem obstétrica.

A proposta deste trabalho foi dar continuidade a um estudo desenvolvido como
linha de pesquisa em nosso laboratério, como um desdobramento do projeto do
nosso grupo de pesquisa “Ocorréncia e etiologia de infecgbes cérvico-vaginais:
aspectos clinicos e microbioldgicos”, de interesse basico e para a saude publica.
Dentro deste projeto ja foram defendidas trés dissertacbes de Mestrado
(SOARESBRANDAO, 2004; TEIXEIRA, 2005; CARVALHO, 2007) e uma tese de
Doutorado (RIBEIRO-BRANCO, 2005).

O trabalho aborda aspectos clinicos, microbiologicos e epidemioldgicos das
infecgbes vaginais que acometem pacientes que utilizam os servigos de saude,
particularmente o Hospital das Clinicas - UFMG (HC-UFMG), em Belo Horizonte. As
infecgbes vaginais foram investigadas quanto a sua etiologia, assim como quanto
aos fatores predisponentes e causais relacionados as mesmas. Foi realizado
paralelamente a este, um estudo com pacientes saudaveis com o objetivo de se
tracar um perfil correlacionando os dados clinicos e microbiolégicos.

Além disso, ousamos propor um modelo animal gnotobidtico, para estudar a
colonizagao por G. vaginalis, bem como verificar as propriedades probidticas de uma
linhagem de Lactobacillus spp. isolada de paciente saudavel, visto que, na literatura
disponivel, ndo foi encontrado nenhum estudo em modelo animal com G. vaginalis.
Com isso, esperamos colaborar para o desenvolvimento de novos estudos que
possam trazer beneficios diretos a saude da mulher, buscando probidticos com
potencial para ajudar na prevengao e tratamento das infecgdes vaginais.

Assim, considerando a nosologia regional e a caréncia de dados quanto a
aspectos etiolégicos da vaginose bacteriana e a importancia de se dispor de um
modelo animal que permita selecionar probidticos vaginais, esperamos que este
trabalho represente, de fato, uma contribuigédo relevante, tanto para a Microbiologia
como para a Clinica Médica. O campo de trabalho € amplo e rico, e os estudos séo

promissores.
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2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbiota vaginal

A camada mucosa que reveste o trato genital normal é colonizada por varias
especies de bactérias comensais, que nao causam danos ao hospedeiro, exceto sob
circunstancias de desequilibrio. No trato genital feminino esta microbiota residente é
chamada de microbiota vaginal indigena.

Segundo Paavonen (1983), o fluido vaginal normal apresenta varios
componentes, incluindo agua, eletrdlitos, células epiteliais, microrganismos, acidos
graxos, proteinas e carboidratos. O maior volume deste fluido vaginal tem origem no
transudato seroso dos capilares da parede vaginal, enquanto a menor porgao é
proveniente da glandula de Bartholin, da cérvice, da cavidade endometrial e das
trompas ovarianas.

A vagina e sua microbiota compdéem um ecossistema finamente balanceado,
com o meio vaginal controlando os tipos de microrganismos presentes e, em
contrapartida, o ambiente vaginal € influenciado pela microbiota presente (PYBUS &
ONDERDONK, 1998). Este ecossistema € dindmico e complexo, as mudangas sao
influenciadas, na sua estrutura e composicao, pela idade, menarca, duracao do ciclo
menstrual, gravidez, infecgdes, métodos contraceptivos, frequéncia de relagdes
sexuais, numero de parceiros sexuais, conduta sexual, bem como uma variedade de

habitos e praticas, como o uso de ducha vaginal (BURTON et al., 2003).

O sitio vaginal funciona como um ecossistema decorrente do
interrelacionamento dos microrganismos com produtos metabdlicos deste sitio, pH
do meio e concentracdo de horménios da mucosa (estrégenos) dependentes da
idade. O desequilibrio da microbiota normal leva a predisposi¢cao a infeccbes e
possiveis inflamacdes. Esta modificacdo pode ser causada por fatores externos,

internos ou ambos, a saber:

Fatores Internos:

Balanceamento dos niveis hormonais: O balango de horménios influencia

a microbiota vaginal, sendo que, a vagina é bem protegida durante a ovulagao
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(aproximadamente duas semanas antes da menstruagédo) e menos protegida quando
0s niveis hormonais s&o baixos (na fase de pré-puberdade e menopausa). As
mulheres possuem horménios, que controlam o ciclo menstrual, sendo o estrégeno
e a progesterona, que sao responsaveis pela harmonia do organismo feminino
(LEPARGNEUR E ROUSSEAU, 2002).

Uso de medicamentos e drogas: O uso de antimicrobianos para o tratamento
de infec¢des pode alterar o ambiente vaginal e podem influenciar na constituigao do
tecido vaginal.

Estado de saude da mulher (estado psicologico, estresse, cansago):
Dependendo do estado de saude da mulher, microrganismos patogénicos tém
apresentam condigbes para invasado do tecido vaginal. Dodson e Friedrich, (1978)
foram os primeiros a considerar a infecgdo vaginal como uma questao
psicossomatica, que na maioria dos casos respondia a psicoterapia. A partir desses
trabalhos, comecgou-se a evidenciar as possiveis relagdes entre fatores psicoldgicos
e infecgdes genitais.

Woodward, (1981), procurou determinar os motivos que levariam ao sintoma e a
manutencao do quadro psicossomatico, assim como qual seria o melhor tratamento.
Quatro categorias foram reconhecidas como determinantes da presente condigéo,
embora algumas pacientes fossem incluidas em mais de uma: a) atitude parental
causando culpa; b) ressentimento frente ao parceiro; c) nervosismo e ansiedade e d)
reacdo a problemas atuais. O tratamento embasava-se no reconhecimento e
aceitagao dos sentimentos reprimidos. A maior parte delas (92%) obteve melhora e

supressao dos sintomas.

Fatores Externos:
Mecanicos: fatores que causam dano ao tecido vaginal, como a intervengéo
médica, ato sexual, introdugao de objetos estranhos, entre outros.
Quimicos: uso de alguns tipos de produtos para anticoncepgdo ou produto
cosmético que podem causar alergias
Higiene pessoal: Negligéncia na higiene vaginal ou habitos inadequados como
duchas e sabonetes inapropriados, que alteram o equilibrio natural entre os

microrganismos.



21

Intercurso sexual: O esperma ¢é alcalino e altera o pH da vagina. A capacidade
de reparar o ambiente vaginal varia de mulher para mulher e algumas podem
apresentar dificuldade na recuperacao do equilibrio vaginal.

Todos os fatores citados anteriormente, podem levar a um desequilibrio da
microbiota e, consequentemente, a uma alteragcdo do ecossistema vaginal normal,
com quadros de irritagao vaginal, normalmente associados com corrimento vaginal
caracteristico. Dentre as condi¢cdes clinicas encontradas neste sitio, tem-se a
“vaginite especifica” de origem inflamatoria, com leucorreia e prurido, que pode ser
causada geralmente, por Candida spp. ou Trichomonas vaginalis e a “vaginite
inespecifica” de origem bacteriana, acompanhada, em geral, de um conjunto de
sintomas como: corrimento homogéneo e fétido, alteragdo no valor do pH vaginal,
auséncia de inflamagao da parede vaginal e pequeno numero de leucécitos.

Usa-se o termo vaginose para diferencia-lo da vaginite, na qual ocorre uma
verdadeira infecgao dos tecidos vaginais. Na vaginose, por outro lado, as lesdes dos
tecidos nao existem ou sao muito discretas, caracterizando-se apenas pelo
rompimento do equilibrio microbiano vaginal normal (VERHELST, 2006).

Assim, sdo trés os principais tipos de vaginites infecciosas: vaginose
bacteriana, candidiase e tricomoniase, sendo estes processos infecciosos os que
mais acometem os 6rgaos genitais femininos atingindo entre 15% e 20% as mulheres
americanas (EUA) (SOBEL, 1998). A vaginose bacteriana € considerada,
atualmente, a infecgdo vaginal de maior prevaléncia em mulheres em idade
reprodutiva e sexualmente ativas, correspondendo a 90% dos casos de infecgdes
vaginais neste pais. Sendo que a VB ocorre em 35-50% dos casos, enquanto a
candidiase em 20-40% e a tricomoniase em 10-30%. Em 1955, foi originalmente
descrita por Gardner e Dukes uma vaginite ndo especifica caracterizada por
secrecdo vaginal acinzentada, de odor fétido, com pH mais elevado que o normal, e

com minima inflamacéo local, tendo como agente principal a Gardnerella vaginalis.
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2.2 Vaginose Bacteriana: Aspectos gerais, manifestagoes e diagnéstico clinico

- microbiolégico.

Atualmente, a “vaginite inespecifica” tem sido denominada Vaginose
Bacteriana (VB), sendo de natureza ndo inflamatdria, sem etiologia definida,
representada, microbiologicamente, por uma alteragdo da microbiota vaginal, na qual
a microbiota dominante, composta por Lactobacillus spp. € substituida por outra,
mista, constituida, na maioria dos casos, por bactérias anaerdbias obrigatodrias.
Nesta condicdo, podem ser encontrados Bacteroides spp., Prevotella spp.,
Mobiluncus spp., Peptostreptococcus spp., Fusobacterium spp. e anaerébios
facultativos, destacando-se, entre esses, Gardnerella vaginalis, microrganismo que
tem prevalecido como o mais frequentemente isolado (DONDERS, 1999;
CALZOLARI et al., 2000; DELANEY & ONDERDONK, 2001; BRANDAO, et. al.,
2004).

A Vaginose Bacteriana, usualmente ndo € acompanhada por uma resposta
inflamatodria, razado da utilizagado do sufixo “ose”, distinguindo este quadro daqueles
causados por Candida spp. e Trichomonas vaginalis, classicamente denominados de
vaginites (SPIEGEL, 1991; CATLIN, 1992). A possivel razdo para a auséncia de
leucécitos na secregao parece estar relacionada com a inibicdo da quimiotaxia
destas células em consequéncia da producido de acido succinico pelas bactérias
normalmente presentes nesta condigdo, como Prevotella spp. e Mobiluncus spp. (AL-
MUSHRIF et al.,, 2000). Alguns autores, entretanto, detectaram um numero
aumentado de leuctcitos em quadros de VB, enquanto outros sugerem que a
presenca de leucécitos polimorfonucleares em abundancia ndo € compativel com
esta sindrome, gerando controvérsias em relagado ao seu diagnostico e a utilizagao
do termo vaginose para definir esta patologia (DEMIREZEN, 2003; JUNIOR &
CAVALCANTE, 2004).

Esta infecgdo € um processo polimicrobiano e parece depender do sinergismo
entre G. vaginalis e bactérias anaerobias obrigatdrias e facultativas da vagina
(JOSEY & SCHWEBECK, 2008; GIRALDO et al., 2008; GARDNER, 1980; MENDEL
& HABERMAN, 1965). Esses microrganismos podem ser recuperados do sitio em

questdo de mulheres saudaveis, em baixas concentracbes, aparecendo, com
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crescimento elevado, dado sugestivo de sua participagdo na agressdo no

ecossistema vaginal alterado.

No entanto, a frequéncia com que esses microrganismos sao encontrados varia
de acordo com cada estudo feito, devido as diferencas na populagado estudada, no
modo de coleta do material, nos métodos de cultura e nos critérios de identificagao
dos isolados (SILVINO et al., 2006).

A VB apresenta aspectos peculiares, tais como: descarga vaginal homogénea,
corrimento com odor de peixe, com ou sem adigdo de KOH, pH vaginal acima de 4,5,
com a presenca de “clue cells” ou células indicadoras, que representam células
vaginais ou ectocervicais descamadas intensamente e parasitadas em sua
superficie, devido a aderéncia de, predominantemente, G. vaginalis, mas podendose
observar, também, Bacteroides spp. e Mobiluncus spp. (AMSEL et al., 1983,
VILLEGAS et al., 1995, DONDERS, 1999).

Além dos danos causados a saude das mulheres, VB esta associada a muitas

complicagbes relacionadas a saude reprodutiva da mulher. Em mulheres gravidas,
ha risco aumentado de infecgbes do liquido amnidtico, ruptura prematura de
membranas, abortamentos, sépsis neonatal, partos prematuros e endometrite
poscesarea, havendo também a possibilidade da concepg¢ao de bebés com baixo
peso.
A énfase em Gardnerella vaginalis se fundamenta nos dados prévios da literatura,
também por sua participacdo em outras infecgdes, entre as quais do trato urinario,
endometrites, salpingites, infecgdes pods-operatérias e até mesmo, neoplasia
cervical.

Como mencionado, a VB esta associada a altera¢cées da microbiota vaginal
indigena, admitindo-se tal relagdo com o uso de duchas vaginais higiénicas, de
dispositivos intra-uterinos (DIU), aumento do numero de parceiros sexuais e fatores
hormonais, além de outros, como nivel s6cio econdmico e habitos de higiene das
pacientes.

O diagnéstico das infecgbes vaginais €, na maioria das vezes, realizado apenas
baseado nas queixas relatadas pela paciente (ALLEN-DAVIS et al., 2002). Alguns

profissionais julgam ser suficiente apenas a observagéo do corrimento pelo exame
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especular, desconhecendo que este procedimento pode induzi-lo a erro em mais de
50% das vezes (GIRALDO et al.,1994).

Talvez estes fatos justifiquem os habituais erros médicos nesta area, e os
frequentes insucessos terapéuticos que levam a mulher a uma constante troca de
profissional, passando a fazer uso abusivo de medicamentos. Existe, portanto, uma
necessidade de implementar a forma diagndstica dos processos inflamatérios e
infecciosos das mucosas genitais femininas, unindo-se a anamnese detalhada ao
exame especular, a mensuragao do pH vaginal, a realizagédo do teste das aminas e
principalmente ao estudo microscopico do conteudo vaginal (PORTO et al., 1991).

O fluido vaginal em mulheres normais e em portadoras de VB (Figura 1)
apresenta algumas caracteristicas peculiares, das quais se destacam:

*Odor: o cheiro de peixe no residuo vaginal é causado pela presenca de
diaminas que se volatilizam pela alcalinizacao; putrescina e cadaverina sao as
diaminas encontradas em maior concentragao, segundo Chen et al. (1979). Entre as
mulheres com VB, essas diaminas nao resultam do metabolismo da G. vaginalis,
mas estdo presentes como resultado do metabolismo de microrganismos
anaerdbios, como afirmaram Chen et al. (1982). Este cheiro fétido € menos evidente
em mulheres com tricomoniase, ndo sendo percebido naquelas sem sintomas
(VONTVER & ESCHENBACH, 1981; ERKKOLS et al., 1983; ISON et al., 1983).

Sobel (1997) destaca que o0 macigo crescimento de anaerdbios na vagina esta
associado com o aumento da producao de enzimas carboxilases, peptideos e uma
variedade de aminas, que sao volateis em elevado pH e produzem odor,

especialmente trimetilamina.

FIGURA 1 — Fluido vaginal caracteristico em
pacientes com sintomas de Vaginose Bacteriana.

Fonte: www.phac-aspc.gc.ca
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*pH: o pH do fluido vaginal de pacientes com VB & maior que 4,5, usualmente
entre 5,0 e 5,5. Gardner & Dukes (1955) relataram que todas as pacientes com VB
apresentavam pH maior que 4,5 e, destas, 91% maior que 5,0. Em contraste, 92%
das mulheres com fluido vaginal normal apresentavam pH entre 4,0 e 4,5.

*Clue cells: “clue cells”, “células guia” ou “células indicadoras”, observadas
pelo método da coloragdo de Gram, descritas por Gardner & Dukes (1955) sao
células do epitélio vaginal que apresentam um grande numero de células de G.
vaginalis aderidas a sua superficie, o que lhes confere um aspecto granular nas
porcoes citoplasmaticas, nuclear e nas bordas.

A coloragao de Gram tem sido considerada como um seguro e fundamental
método para diagndstico, tendo a vantagem de fornecer um permanente registro, por

ser uma técnica rapida e simples (Figuras 2A e 2B).
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FIGURA 2 - (A) Vaginose Bacteriana - Células indicadoras intensamente parasitadas por
cocobacilos pleomérficos Gram labeis (B) Condigdo Normal - Abundancia de
morfotipos tipicos de Lactobacilos

O critério de padronizagcdo do método de Gram foi desenvolvido por Spigel et al
(1983). Hillier et al. (1993) demonstraram que este método apresenta uma
sensibilidade e especificidade em torno de 62-100% e 79-100%, respectivamente.
Nugent et al. (1991), obtiveram excelentes resultados, com reprodutibilidade da
coloragédo de Gram, pelas modificagdes dos critérios de Spigel, utilizando um sistema
de contagem, no qual a microbiota vaginal foi classificada como: normal,

intermediaria ou representativa de VB (Quadro 1).
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QUADRO 1 — Diagnostico de VB segundo os critérios de Nugent, 1991.

Gram - Diagnostico de Vaginose Bacteriana
Numero de
Tipo morfolégico organismos/campo de | Pontuagio
imersao
Lactobacillus spp ou Bacilos Doderlein > 30 0
(Bacilos Gram positivos em cadeias ou 5-30 1
isolados, com lados paralelos e extremidades
retas). 1-4 2
1 3
0 4
Mobiluncus 0 0
(bacilos Gram negativos curvos). 1_4 1
5 2
. . > 30 4
Gardnerella/Bacteroides (cocobacilos Gram
variaveis, delicados, pleomorficos) (Bacilos
Gram negativos com vacuolos). 5-30 3
1-4 2
1 1
0 0
Some os pontos obtidos e verifique a interpretagao:
Pontuacgao Interpretacao
0-3 Normal
4_-6 Intermediario
7-10 Vaginose Bacteriana

Ao exame microscoépico do fluido vaginal de pacientes com VB, usualmente os
lactobacilos e leucécitos estdo ausentes, e as células epiteliais de 2 % a 50% séo
patognomoénicas de “clue cells” (SPIEGEL, 1983).

Gardnerella vaginalis possui adesinas, de natureza protéica, expressas pelas
fimbrias, estruturas filamentosas observadas em microscopio eletrénico, como

descrito por Jhonson & Davies, (1984), e responsaveis pelo fenbmeno das “clue
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cells”, segundo Scott et al. (1987) e Ison & Easmon (1985). E evidente que outras
bactérias podem, também, cobrir células do epitélio vaginal, originando falsas “clue
cells” (VONTVER & ESCHENBACH, 1981 e BLACKWELL & BARLOW, 1982).
Varios autores tém encontrado uma boa correlagao entre a presenca de “clue cells”
e o isolamento de G.vaginalis.

*Leucdcitos: a presencga de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) €, em geral,
pequena, demonstrando que a infecgao por G.vaginalis é de carater superficial, ndo
havendo como resposta a produgao intensa de PMN (GARDNER & DUKES, 1955).

Segundo Mims et al. (1995) o diagndstico clinico da VB pode ser feito tendo por
base pelo menos trés dos seguintes sinais e sintomas: descarga vaginal homogénea,
excessiva e fétida; pH vaginal superior a 4,5; presenca de ceélulas-guia e odor de
amina, no teste do KOH.

Considerando o diagndstico microbiolégico, os primeiros isolamentos da
G.vaginalis em meios de cultura foram efetuados nos meios de Casman — agar e
Proteose peptona agar, ambos com 10 % de sangue desfibrinado de carneiro,
usados, respectivamente, por Leopold (1953) e Gardner & Dukes (1955). Destacam-
se as exigéncias nutricionais do microrganismo, cujo cultivo é realizado em meios
contendo proteose peptona e sangue humano.

A identificacdo de G. vaginalis é feita através do estudo de suas propriedades
bioquimicas, tais como fermentacio de agucares, hidrolise de diferentes substratos,
inibicdo de crescimento por antimicrobianos ou outras substancias e presencga ou
auséncia de diferentes enzimas.

Simbes et al. (2001) identificaram G. vaginalis por meétodos classicos e
verificaram um perfil semelhante, quando se utilizava a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction), amplificando o fragmento 16S RNA, justificando,
portanto que por ser uma unica espécie do género, meétodos convencionais de

identificacdo podem ser utilizados para este microrganismo.

2.3 Aspectos epidemiolégicos de VB no Brasil

Em 1990, Francisco (USP-SP) estudou aspectos epidemioldgicos e de
diagndstico laboratorial de G. vaginalis no trato geniturinario de homens e mulheres,

e verificou que a frequéncia deste microrganismo em (2,3%) dos pacientes do sexo
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masculino e (31,1%) das mulheres sintomaticas para VB e de (10,5%), para mulheres

assintomaticas, concluindo que G. vaginalis estaria envolvida no processo infeccioso.

Em Belo Horizonte, Lara et al. (1999), examinando amostras de fluido
vaginal para analise por citologia colhidas em laboratério privado, notaram que a
frequéncia da infecgao foi muito baixa, encontrando G. vaginalis em 14,1%, Candida
spp. em 6,9% e T. vaginalis em 1,1% das mulheres. Estes resultados podem estar
relacionados a melhor condigdo socio-econdmica das pacientes. Adicionalmente,
pode-se constatar que a maioria dos pesquisadores baseia seu diagndstico apenas

em exames citoldgicos, sendo estas observagdes, portanto, de carater superficial.

Murta et al. (2000) estudaram, em Uberaba, Minas Gerais, um grupo de
mulheres com diagnéstico citolégico de HPV para verificar a freqiéncia de outros
agentes, como Candida spp., G. vaginalis e Trichomonas vaginalis e concluiram que

G. vaginalis foi o microrganismo mais comumente isolado nas portadoras de HPV.

Em relagdo ao parto prematuro espontdneo, Carvalho et al. (2001)
verificaram, em S&o Paulo, que VB diagnosticada pelo Gram do conteudo vaginal
representa um fator de risco. De 541 pacientes estudadas, a vaginose foi
diagnosticada em 19% dos casos. No grupo das gestantes com vaginose, 9,7%
(10/103) evoluiram com parto prematuro, contra apenas 3,2% (14/438) no grupo

negativo. Esta diferenga foi estatisticamente significativa.

Ainda em 2001, Adad et al., em Uberaba, compararam a frequéncia de
alguns microrganismos em amostras cérvico-vaginais em quatro diferentes décadas,
de 1968 a 1998. Em 1988, 19,8% das mulheres tinham testes positivos para G.
vaginalis, e foi a maior frequéncia diagnosticada naquele periodo. Entretanto, uma
significativa redugao foi observada nas duas décadas seguintes em que foram
realizadas as avaliagbes (1988 e 1998). Em 2004, estes mesmos autores
compararam a frequéncia de G. vaginalis, T. vaginalis e Candida spp. em amostras
cérvico-vaginais observadas nas décadas mencionadas com a avaliagao realizada
em 2003 e constataram uma redugao na frequéncia de G. vaginalis para 14%, sendo
que as infec¢cdes estavam presentes em mulheres de idade reprodutiva, o que

corrobora os dados também verificados por Catlin em 1992.

Em Brasilia-DF, Simbes-Barbosa et al. (2002), estudaram algumas

Doencgas Sexualmente Transmissiveis (DSTs) em 142.158 pacientes e encontraram
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uma predominancia de infecgéo por G. vaginalis de 17,2% , embora ainda se
discuta se a VB é uma DST (NOGUEIRA et al., 1997).

O Brasil é um pais que apresenta profundas disparidades
sécioeconbémicas. Ha uma grande divergéncia na prevaléncia destas infecgdes em
diferentes regides do pais. Sabe-se que o norte do Brasil é caracterizado por sua alta
pobreza, sendo, nesta regido, muito precaria a infra-estrutura para dar suporte a
saude da mulher, em comparagao com outros locais do pais. Reconhecendo que a
zona rural raramente recebe cuidados relacionados a saude, Soares et al. (2003)
propuseram determinar quais eram as DSTs mais prevalentes em mulheres de idade
reprodutiva em uma regiao rural, em Alagoas. A condi¢ao de descarga vaginal foi a
mais encontrada nas pacientes (55,8%), estando significativamente associada com

VB, onde a prevaléncia foi de 10%.

Lago et al. (2003) verificaram a prevaléncia de VB e outras infecgdes
vaginais, bem como a incidéncia de complicagdes pelo uso de dispositivo intrauterino
(DIU) em Campinas — SP. A presencga de infecgdes cérvico-vaginais foi de 29,1%,
sendo VB a mais frequente. A influéncia do DIU na ocorréncia de vaginose tem
permanecido um fator controverso e, neste trabalho, ndo foram encontradas

diferencgas significativas.

Estudos brasileiros mostram que VB é prevalente em 20% das mulheres
gravidas e que, além disso, um significativo aumento do risco de complicagbes

neonatais esta presente nesta populagao (CAMARGO et al., 2005).

Oliveira et al., (2005), no estado do Para, estudaram a prevaléncia de VB
associada a condigdes socio-econdmico-culturais de mulheres atendidas no hospital
de tomé-agu (Amazonas) e perceberam que das 156 mulheres avaliadas, 57
apresentavam VB (36,54%), com as maiores prevaléncias destes casos associados
a G. vaginalis (48,15%), em mulheres nas faixas etarias entre 21 e 30 anos, ou pela
associacao G. vaginalis e Mobiluncus spp. (36,36%). Em relagdo ao grau de
escolaridade e ocupacgao, a maior prevaléncia de VB ocorreu em mulheres com 1°
grau incompleto (47,37%) e com atividades do lar (21,05%) e comércio (22,81%).

Em um estudo transversal descritivo com 658 mulheres, Tanaka, et al.,
(2007), encontraram em Sao Paulo uma prevaléncia de 29% para VB. Com relagao

ao perfil das mulheres que apresentavam VB, observou-se maior ocorréncia em
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jovens entre 10 e 19 anos (40%), negras (37,1%), viuvas (62,5%), com segundo grau
incompleto (39,5%), heterossexuais (29,5%), com dois ou mais parceiros sexuais nos
ultimos 30 dias (50%) e nos ultimos cinco anos (32,3%). A associagdo com outras
doencgas sexualmente transmissiveis, concomitante, foi encontrada em 31,9% dos

Casos.

Barcelos et al. (2008), descreveram a prevaléncia e o perfil comportamental
para infeccdes genitais em 299 mulheres atendidas em uma Unidade Basica de
Saude em Vitdria, Espirito Santo, por um estudo em corte transversal, realizado em
mulheres de 15 a 49 anos, atendidas pelo Programa Saude da Familia (PSF). As
taxas de prevaléncia foram: VB (21,3%), seguida de
9,3% com presencga de Candida spp. Chlamydia trachomatis foi constatada em 7,4%;
gonorréia e tricomoniase com 2% cada; e alteragdes citoldgicas sugestivas de virus
3,3%. Os resultados mostraram alta frequéncia de infecgbes genitais e a
necessidade de medidas de prevencao.

A predominancia dos lactobacilos tem sido reconhecida como responsavel
pela manuteng¢ao do equilibrio do ecossistema vaginal, por isso, Brolazo et al. (2009)
estudaram, em Sao Paulo, a prevaléncia e caracterizaram espécies de lactobacilos
vaginais em mulheres em idade reprodutiva sem vulvovaginites e verificaram maior
prevaléncia de L. crispatus (30,1%), L. jensenii (26,5%), L. gasseri (22,9%) e L.
vaginalis (8,4%). ApOs caracterizacao destas cepas, foi sugerido que os lactobacilos
vaginais sdo verdadeiramente importantes para protecdo contra varias infecgdes,
principalmente a VB.

Zimmermmann et al. (2009) em Juiz de Fora-MG estudaram a frequéncia
de VB entre usuarias do servigo publico e da rede privada de saude, por estudos
citolégicos e verificaram que a avaliagdo macroscoépica do fluxo genital, representada
pela coloragao, quantidade, aspecto e odor do fluxo genital foi considerada um bom
parametro para o diagnostico de VB e concluiram ainda que a frequéncia de VB nao
foi diferente entre pacientes da rede publica e privada, o que sugere que fatores
socio-econdmicos ndo estdo associados a esta.

A semelhanca do Brasil, pouco se conhece a respeito da prevaléncia de
G. vaginalis e em outros paises da América do Sul. Pajaro et al.(1985), Diaz et al.
(1985), e Onetto & Vargas (1985) obtiveram indices de positividade para G. vaginalis,

em pacientes sintomaticos, com valores de 47,9%, 22,9% e 16,7%, respectivamente



31

(FRANCISCO, 1990). Bartolomeu et al. (2002), na Argentina, verificaram a
prevaléncia de microrganismos associados a secregdo genital feminina e

encontraram 23,8% das pacientes estudadas com diagnéstico clinico para VB.

2.4 Fatores de Risco para Vaginose Bacteriana

A identificacdo de grupos de risco para VB pode contribuir para a prevengao
da doenca (SCHWEBKE & DESMOND, 2005; BARCELOS et al., 2008).

241 Raga

Stevens - Simon et al. (1994) avaliaram as diferengas no pH vaginal de 273
adolescentes sexualmente ativas, sem VB e observaram que o pH era menor em

adolescentes brancas.

Em estudo retrospectivo, Fiscella & Klebanoff, (2004) avaliaram 13.917
mulheres entre 1984 e 1989, durante a rotina pré-natal entre a 232 e 26 semana de
gestacdo. Neste estudo, foi encontrada uma prevaléncia maior de VB entre mulheres
negras do que em mulheres brancas. A causa para esta diferenga néo é conhecida,
mas estudos prévios tém demonstrado que o pH vaginal das mulheres negras é
maior do que o pH vaginal de mulheres brancas. Assim, haveria uma predisposi¢cao
a VB entre as mulheres negras (STEVENS — SIMON et al., 1994; ROYCE et al.,
1999). Hillier et al. (1992) observaram que estas diferengas de pH vaginal entre ragas

poderia ser explicada pela diferenga na microbiota vaginal.

Alguns estudos demonstraram que ha um menor numero de Lactobacillus
produtores de peroxido de hidrogénio entre as mulheres negras, o que levaria a um
aumento de bactérias anaerobias associadas a VB (HAWES et al.; 1996 e ANTONIO
et al. 1999). Royce et al. (1999), estudando mulheres brancas e negras entre a 242
e 29? semana de gravidez, também encontraram um valor de pH maior entre as

mulheres negras.

Em um trabalho realizado com mulheres africanas atendidas em clinicas de
DST, revelaram uma taxa de 47,6% de VB (DEMBA et al. 2005). Estes dados foram
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comparados a outros trabalhos realizados em outras localidades, como em Burkina
Faso, onde 20 a 23 % das mulheres atendidas exibiram VB; (COSTELLO et al. 2001)

e na Tanzania, com prevaléncia de VB em 37% das mulheres (MAYAUD et al., 1998).

Em estudo recente de Paul et al.,, (2008), foi constatado que 17% das
mulheres brancas americanas foram positivas para vaginose bacteriana, comparado

com uma positividade de 45% para mulheres negras.

As razdes para estas taxas elevadas em pacientes negras, ainda n&o s&o bem
compreendidas, embora seja sugerido que fatores socio-econbmicos e niveis
educacionais possam estar associados, como mencionado (ROYCE et al., 1999;
HOLZMAN et al., 2001; PAUL et al, 2008).

2.4.2 Praticas Contraceptivas

Estudos realizados por Shoubnikova et al. (1997) e Avonts et al. (1999),
demonstram uma associacdo entre o uso de DIU e aumento do risco de VB em
relacdo as mulheres que utilizavam contraceptivos orais. As mulheres usuarias de
DIU apresentaram pelo menos um episodio de VB durante 24 meses de seguimento.
Esses autores sugeriram que a modificacdo na microbiota vaginal causada pela
presenca do DIU poderia promover o crescimento de microrganismos relacionados
a VB.

A associagao do uso de DIU com a presenca de VB também foi citada por
Aleixo Neto et. al. (1987); Doria, (2003); Ferraz et al., (2003) e Silva et. al., (2006).
Por outro lado, Meirik (2007), n&o verificou associagédo do uso de DIU com VB.

Quanto ao uso de preservativos, em 2005, Schwebke & Desmond, verificaram
que o uso de camisinha nas relagdes sexuais exerceu efeito protetor contra o
desenvolvimento de VB, levando a crer que esta sindrome poderia ser sexualmente
transmissivel. Isso foi percebido também nos trabalhos de Hutchinson et. al., (2007)
e Fethers et. al., (2008). Recentemente, Schwebke (2009), discorreu sobre alguns
novos conceitos em VB e afirma que muitos questionamentos permanecem por ser

esclarecidos, como por exemplo, a hipotese de VB ser ou ndo uma DST.



33

De acordo com Baeten et al. (2001), ao se comparar mulheres que nao
utilizam meétodo contraceptivo hormonal oral; as usuarias de pilulas estavam
associadas ao aumento do risco para aquisicdo de clamidia e Candida spp.,
ocorrendo o contrario para VB, onde o uso de anticoncepcional oral mostrou-se
eficaz como protetor para a ocorréncia de infecgdo. Este dados foram ainda
mencionados por Calzolari et al. (2000), Riggs et. al. (2007) e Fonseca et al.

(2008), mas nenhum mecanismo satisfatorio foi descrito.

2.4.3 Outros fatores de risco

Fatores extrinsecos podem alterar o ecossistema vaginal. O uso de certos
antibidticos, principalmente os de amplo espectro podem interferir na manutengao da
microbiota residente.

Chiaffarino et al., (2004) sugerem que alguns habitos podem aumentar o risco
para aquisi¢ao de VB, tais como: numero de parceiros sexuais, o uso de calcas e o
uso de duchas vaginais. Brotman et al., (2008) também relacionam uso de ducha
com VB, porém, Giraldo et al. (2005) ndo perceberam esta associagdo em seu

estudo.

A literatura pertinente indica que, o uso indiscriminado e frequente de duchas
vaginais higiénicas poderia levar a perda do equilibrio entre os varios microrganismos
residentes na cavidade vaginal, faciltando o aparecimento e manutencédo de
infecgdes vaginais (GIRALDO et al, 1999). Tal suposi¢ao seria justificada pelo fato
de as duchas vaginais promoverem limpeza mecanica das bactérias proprias da flora
local e ao mesmo tempo introduzir substéncias exdégenas que poderiam alterar o pH
vaginal e causar reacgoes alérgicas locais
(NESS et al., 2003).

Outro fator importante que teoricamente poderia levar a alteragcdo da
microbiota vaginal, seja pela deposi¢cdo de sémen (meio alcalino) no epitélio vaginal,
seja pelo estimulo local da mucosa ou mesmo pela introdugéo de bactérias estranhas
ao ambiente vaginal, seria a alta frequéncia de coitos vaginais (JEREMIAS et al.,
1998).
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2.4.4 Associagao de VB com outras infecgoes

Segundo estudos de Pal et al., (2005), pode haver a presenga simultdnea em
pacientes com VB, de outros microrganismos tais como Candida spp., T. vaginalis,

M. hominis, U. urealyticum, S.agalactiae, Enterococcus spp.

Alteracdes da microbiota vaginal sugestivas de VB ocorrem com frequéncia
significativamente maior entre as mulheres com anormalidades citologicas cervicais
em comparagao com aquelas cuja citologia cervical € normal (NARDUCCI et al.,
2000; KHARSANY et al., 1993). Ha, também, associagao significativa entre HPV e
microbiota indicativa de VB (MCNICOL et al., 1994; SUZUKI et al., 2007).

Assim, vem sendo sugerido que a VB também poderia ter papel importante no
desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical devido as nitrosaminas
oncogénicas produzidas pelas bactérias anaerdbicas e, ainda, devido ao estimulo
para a producao de citocinas, como a interleucina 1 beta1 (BEHBAKHT et al., 2002;
HOUFFLIN-DEBARGE et al., 2003;).

Embora os mecanismos virais e celulares que estdo envolvidos na
transmissao do HIV através do trato genital feminino ainda sejam pouco conhecidos,
estudos epidemioldgicos recentes mostram que VB esta claramente associado com
altas taxas de infeccao pelo virus HIV (ATASHILI et al., 2008; SPEAR et al., 2007) e
o fato de ocorrer uma mudanca do pH local, levando a uma diminui¢cao da acidez,

faz com que a vaginose bacteriana possa predispor a mulher a contrair o virus.

2.4.5 Complicacoes relacionada a Vaginose Bacteriana

Varios estudos associam VB a importantes complicagdes, sendo que
mulheres com este diagnostico exibem maior risco de doenga inflamatoria pélvica
(DIP), DIP pbés aborto, infecgdes pos operatérias da cupula vaginal apos
histerectomia, citologia cervical anormal, parto prematuro (PIATO, 2002) e aquisi¢ao
de HIV (MARRAZO et al., 2002).
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A VB, se nao tratada, pode ocasionar sérias complicacdes
obstétricoginecologicas. Muitos estudos tém mostrado um aumento no risco de
aborto no primeiro trimestre de gravidez, ruptura prematura de membranas
corioamniéticas e parto prematuro (ESCHENBACH, 1989; HAY et al., 1994
McGREGOR et al., 1995; OLEEN-BURKET & HILLIER, 1995; RALPH et al., 1999).

Relacao causal também foi observada entre VB e endometrites pos—parto,
doenca inflamatéria pélvica e celulite vaginal apds procedimentos invasivos, tais
como biopsia endometrial, histerectomia, histerosalpingografia, instalagdo de
dispositivo intra-uterino e curetagem uterina (MACDERMOTT, 1995;
OLEENBURKET & HILLIER, 1995).

Muitos mecanismos foram propostos para explicar o surgimento destas

complicacbes como:

a) ainfeccao e os processos inflamatoérios devidos a produtos microbianos e
respostas maternal e/ou fetal, com produgdo de prostaglandinas e

citocinas;

b) um baixo potencial redox no tecido vaginal e um elevado pH vaginal,

ambos contribuindo para um aumento dos patégenos;

c) a presencga de poliaminas e, possivelmente, outros produtos metabdlicos
além de enzimas liberadas pela microbiota vaginal, as quais reduzem a
habilidade do hospedeiro em produzir uma resposta imune efetiva, como
a produgao de fosfolipase A2 pelos microrganismos dominantes em VB,
que pode precipitar a liberagdo de prostaglandinas, que aumentam a
contractilidade uterina, levando ao risco de um parto prematuro (MARTIUS
& ESCHENBACH, 1990; PLATZ-CHRISTENSEN et al., 1992; HOLZMAN
et al., 2001; CAUCI et al., 2003; ESPINOSA et al., 2003).

2.4.6 Horménios na vaginose bacteriana

Além da influéncia da comunidade microbiana do trato gastrintestinal, outros
fatores desempenham papel relevante na complexidade da microbiota vaginal. O

estrogénio parece representar um fator fundamental na colonizagdo microbiana da
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vagina. Antes da puberdade, quando os niveis desse hormoénio estdo baixos, a
microbiota vaginal é constituida por poucas espécies de microrganismos, auséncia
de lactobacilos, predominio de Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e algumas
bactérias anaerdbias obrigatérias (JAQUIERY et al., 1999).

Em mulheres em idade reprodutiva, o estrogénio estimula a proliferagdo de
células epiteliais, que produzem altos niveis de glicogénio, o que favorece a
multiplicacdo dos lactobacilos, que se tornam as bactérias predominantes no canal
vaginal. O metabolismo do glicogénio pelos lactobacilos resulta no aumento de acido
lactico e outros acidos organicos no meio, que diminuem o pH vaginal, o que constitui
um fator limitante para o crescimento de muitos microrganismos (BOSKEY et al.,
1999).

Quando a mulher inicia o periodo da menopausa, ocorre diminuicdo de
estrogénio, o epitélio vaginal torna-se extremamente delgado, ocasionando
diminuicao ou até auséncia de glicogénio. Acredita-se que a reducao do glicogénio
seja responsavel, pelo menos parcialmente, pela diminuicdo de lactobacilos e
elevagao do pH evidenciadas na vagina destas mulheres. Esta mudanga do ambiente
permite que a vagina seja colonizada por bactérias patogénicas e, teoricamente,
predispde estas mulheres as infecgdes genitais (HILLIER & LAU, 1997; CARDOSO
et al., 2000; HALBE et al., 2000; GALHARDO et al., 2001).

Taylor- Robinson (2007) fez algumas consideragdes sobre a influéncia
hormonal na microbiota vaginal em humanos e camundongos fémeas. Este autor
discute que o aumento nos niveis de estrogénio esta associado com proliferagdo de
células epiteliais escamosas estratificadas e as células superficiais se encontram
grandes e achatadas com nucleos pequenos ou ausentes, em mulheres. Em
murinos, a concentracdo de horménios na secregdo vaginal, seguido de
administracao experimental é insuficiente para inibir ou estimular a presenca de
microrganismos em testes in vitro. Ja, em alguns trabalhos, os hormdénios estaos
associados com mudangas no epitélio vaginal sem ter um efeito direto nos
microrganismos, embora Ruiz et al., (2000) questionem que n&o ha muito
conhecimento sobre as implicagbes do efeito hormonal sobre a microbiota vaginal.

Em modelo animal murino, a fase estrogénica é definida por células do
epitélio escamoso, algumas nucleadas (fase estral precoce) ou exclusivamente nao
nucleadas (fase estral) (TAYLOR- ROBINSON, 2007). A maioria dos estudos em
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vaginites tém empregado modelo animal murino para os experimentos in vivo. Estes
modelos requerem que os animais estejam no estagio pseudo-estrus no periodo da
inoculagao vaginal para obter uma infecgéo intravaginal persistente (FIDEL, Jr et al.,
1993a). A condicao pseudo-estrus pode ser obtida através de injecbes subcutaneas
de estradiol. O estrogénio converte o epitélio colunar para uma camada de epitélio
escamoso estratificado espesso e aumenta o conteudo de glicogénio e substratos

para a multiplicagdo microbiana (FIDEL, Jr et al., 2002).

2.5 Microrganismos envolvidos na Vaginose Bacteriana

A VB é uma condicao clinica caracterizada por um desequilibrio da microbiota
vaginal normal, devido ao decréscimo ou auséncia de lactobacilos, pertencentes a
microbiota indigena vaginal, implicando, assim, em um aumento exagerado de
bactérias, como: Gardnerella vaginalis, Prevotella spp.,

Peptostreptococcus spp., Porphyromonas spp., Bacteroides spp. Mobiluncus spp.
(HELTAI & TALENGHANY, 1959; SOBEL, 1997; DONDERS, 1999; CALZOLARI et
al., 2000; DELANEY & ONDERDONK, 2001).

Dentre as espécies presentes em espécimes de fluido vaginal de mulheres
com VB, a maior prevaléncia é de cocos (Peptostreptococcus spp. € Peptococcus
spp.), e de espécies do género Eubacterium e Bacteroides. Candida albicans é a
mais comum das leveduras isoladas de 5-10% de mulheres assintomaticas, segundo
McComarck et al. (1972).

Existem inumeros trabalhos que demonstraram que, VB é uma sindrome
polimicrobiana, com o predominio de G. vaginalis e que diferentes morfotipos podem
coexistir entre as pacientes nesta situagcao (MIKAMO et al., 2000; PEREIRA et al.,
2005).

Eschenback (1983) relatou que, na VB, os lactobacilos estdo ausentes ou
presentes em pequeno numero. As razdoes para este desequilibrio sao
desconhecidas, embora a perda dos lactobacilos produtores de perdxido de
hidrogénio, que é tdxico para numerosos anaerdbios, deva ser o elemento essencial
(ELEUTERIO & CAVALCANTE, 2004).
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Segundo Burmeister & Gardner (1970), Kaufman (1980) e Leighton (1982),
um fator que causa discrepancia e confusdo na discussado da etiologia da VB € a
presenga concomitante de outros microrganismos, caracterizando infecgdo mista.
Um grande numero de microrganismos esta presente no fluido vaginal. A
concentragéo desses microrganismos varia de 10%até 108 - 10° unidades formadoras
de colbnias (UFC) por mililitro de fluido, segundo Levison et al. (1979) e Masfari et
al. (1986). A concentracdo de microrganismos anaerébios obrigatorios é,
usualmente, cinco vezes maior que a concentragdo de microrganismos aerébios e
anaerobios facultativos, em pacientes com vaginite, como relatam Holst et al., (1983)
e Masfari et al. (1986) . Dos microrganismos anaerobios facultativos prevalentes,
destacam-se espécies de lactobacilos, corinebactérias, estreptococos,
Staphylococcus epidermidis e G.vaginalis, segundo o estudo de Levison et al. (1979).

Estima-se em cerca de 50 o numero de espécies microbianas que constituem
a microbiota do trato urogenital feminino (REID, 2001), apesar de sua proximidade
com a abertura do intestino, no qual podem ser encontradas mais de 700 espécies
microbianas (KAPER & SPERANDIO, 2005). Devillard et al. (2004) sugerem que
“varias centenas de espécies podem colonizar a vagina, mas diretamente do

intestino, ha apenas algumas em um dado momento”.

2.5.1 Gardnerella vaginalis: Caracteristicas morfolégicas e bioquimico-

fisiolégicas

Este microrganismo foi primeiramente descrito por Leopold (1953), que o
descreveu como um bacilo pequeno, imével, ndo capsulado, pleomodrfico, Gram
negativo e que formava col6nias pequenas, circundadas por zona de hemdlise,
quando cultivado em agar sangue (5% de sangue humano), incubado a 37°C, em
atmosfera de 10% de CO2. Este mesmo autor, em 1956, sugeriu que este
microrganismo estaria relacionado ao género Haemophilus, por causa de sua
morfologia e requerimentos nutricionais, mas nao procurou aprofundar a sua
sistematica.

Gardner & Dukes, (1955), nos EUA e Lutz et al., (1956), na Franga, relataram o
isolamento frequente de um microrganismo em quadros de vaginite. Os dois grupos

de trabalho consideraram que o pequeno bacilo deveria ser do género Haemophilus,
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tanto por sua aparéncia microscopica como pela exigéncia de, pelo menos, 5% de
sangue nos meios de cultura para que houvesse crescimento.

Gardner & Dukes (1955), propuseram o nome de Haemophilus vaginalis para esta
bactéria, e virtualmente atribuiram a H. vaginalis a etiologia de todas as vaginites
inespecificas. A evidéncia de que H. vaginalis causava vaginite foi obtida da
observacgao de que, das 311 pacientes com corrimento vaginal, foi isolada de 92%,
nao tendo sido isolada de 78 pacientes controle.

Edmunds, (1962) e Pease & Laughton, (1965), estudaram a morfologia,
caracteristicas culturais, bioquimicas e soroldgicas do H. vaginalis, constatando que
este microrganismo, originalmente descrito como pertencente ao género
Haemophilus, por ser um pequeno bacilo com estrutura da parede celular de Gram
negativo, deveria constituir um novo género por conter arabinose na parede celular,
ser catalase e oxidase negativas, ndo requer os fatores X (hemina) e V (nicotinamida
adenina nucleotideo) para seu crescimento, caracteristicas estas peculiares aquele
género, além de degradar o amido, habilidade que os demais do género nao
apresentam.

Por causa desta discrepancia entre H. vaginalis e outros membros do género
Haemophilus e, ainda, por certas caracteristicas de Corynebacterium como a Gram
labilidade e a presenca de granulagbes caracteristicas desse género, Amies &
Garabedian, (1963) sugeriram enquadra-lo no género Corynebacterium. O
microrganismo foi, entdo, denominado de Corynebacterium vaginale por Zinnerman
& Turner, (1963).

A semelhanca dos demais membros do género Corynebacterium, C.
vaginale nao requer os fatores X e V para seu crescimento, como mencionado.
Entretanto, esta bactéria ndo estava perfeitamente integrada ao género, pois os
demais membros s&o catalase positiva, enquanto C. vaginale é negativa. Além
disso, a parede celular de C.vaginale nao contém arabinose, ao contrario dos outros
membros do género, como relatado por Dunkelberg et al. (1970).

Brewer et al., (1957), acrescentaram que C.vaginale pode assumir a Gram
positividade ou negatividade, sendo, portanto, uma bactéria Gram labil. No estudo
da estrutura fina do C. vaginale, através da microscopia eletrénica e composigao
bioquimica da parede celular, Reyn & Andersen (1966) relataram que o

microrganismo se apresenta como Gram positivo. Por outro lado, Criswell et al.
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(1972), Harper & Davis (1982) e Boustouller et al. (1987), relataram que a estrutura
fina da parede celular da bactéria apresentava caracteristicas mais comumente
associadas as bactérias do grupo das Gram negativo.

Segundo Greenwood (1983), por causa dessa posi¢cao taxondmica incerta, as
denominagdes H.vaginalis e C.vaginale foram amplamente utilizadas na identificagao
do mesmo microrganismo. Contudo, no Manual Bergey's of Determinative
Bacteriology (LAPAGE, 1974) mesmo sendo reconhecida esta posigao incerta, a
bactéria foi enquadrada como H.vaginalis.

Estudos baseados na composi¢cdo da parede celular e nas diferencas de
conteudo em guanina-citosina e estudos de hibridizacdo de DNA mostraram nao
haver relagdo genética com o género Corynebacterium e mostraram, também, néo
haver relagdo genética com o género Haemophilus. O microrganismo foi, entéo,
reclassificado como unico membro de um novo género, Gardnerella, e denominado
G. vaginalis por Greenwood & Pickett (1980), tendo sido catalogado como tal na 92
edicdo do Manual de Bergey (1984), onde consta como bactéria anaerdbia
facultativa, pleomorfica, Gram labil, que pode fazer parte da microbiota vaginal
normal.

O interesse cientifico pela G. vaginalis decorre da estreita relagao
fisiopatoldgica que este microrganismo parece exercer no desenvolvimento da VB
(VILLEGAS et al. 1995).

2.5.2 Prevaléncia de G. vaginalis em relagdo aos sintomas clinicos

A prevaléncia de G. vaginalis e sua relagdo com sintomas clinicos tém sido
objeto de estudo de muitos pesquisadores (DAVIDSON & LAYTON, 1968; DEMING,
1955; BRET & DEBRAY et al., 1959; BRAY, 1963; DELAHA et al., 1964; BARCHET,
1972; DATTANI et al. 1982; DAWSON & HARRIS, 1983; SPIEGEL et al., 1983;
CHOWDHURY et al., 1985; CHOWDHURY, 1986 et al.; FRANCISCO, 1990; MURTA
et.al., 2000; BRANDAO, 2004 ; BIAGI et. al., 2008) levando ao questionamento se
G. vaginalis seria patogénica ou comensal (REILLY & HUMAN,1983) .

Bump et al, (1988), acompanharam, durante 3 meses, 68 meninas
adolescentes sexualmente ativas e 52 adolescentes virgens, todas assintomaticas.

Concluiram que nao havia diferenca significativa na prevaléncia de G.vaginalis nos
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dois grupos estudados, pois 12 % das adolescentes virgens e 15 % das sexualmente
ativas desenvolveram a doenca.

Guerreiro et al. (1987) estudaram 97 pacientes das quais 93,6 % apresentavam
um quadro de VB, tendo sido isolada G. vaginalis.

Apesar de, atualmente, a VB n&o ser considerada exclusivamente de
transmissao sexual, alguns autores a consideram mais frequente entre individuos
sexualmente ativos. Assim, Shafer et al. (1985), em seu estudo microbiolégico em
meninas adolescentes, relataram maior frequéncia de G. vaginalis naquelas
sexualmente ativas que naquelas sem experiéncia sexual.

Svidzinski et al. (1989), estudaram o fluido vaginal de 145 pacientes, das quais
65 apresentavam sintomas clinicos. Foi isolada G. vaginalis de espécimes de 29%
das pacientes sintomaticas. Do grupo das assintomaticas, nao houve isolamento.

Em estudo clinico-microbioldégico sobre a etiologia de infecgdes vaginais,
Gonzaélez et al. (2001) estudaram 700 espécimes vaginais obtidas de pacientes
atendidas em um laboratério clinico no México, durante um periodo de seis meses.
Foram realizados exames microscépicos com observagdo a fresco e utilizando
coloragéo de Gram. De 700 espécimes, 160 (22,86%) foram positivas para
C.albicans, 150 para G. vaginalis (21,43%) e 14 amostras (2%) eram positivas para
T. vaginalis. A associagdo mais frequente ocorreu entre C. albicans e G. vaginalis,

em 14 mulheres, das quais 12 estavam em periodo gestacional.

A VB ocorre com muita frequéncia entre as mulheres, estimando-se em 20%
das gravidas, 35% das pacientes atendidas em clinicas de DST, e 15% das mulheres
atendidas em clinicas ginecoldgicas (ESCHEMBACH, 1993; MEAD, 1993).

Muitas mulheres com VB sao excessivamente colonizadas por G.vaginalis;
entretanto, o exato papel desta bactéria no desenvolvimento de VB ndo é
completamente entendido. A atual teoria € que, tanto qualitativamente, quanto
quantitativamente, as alteragdes na populacdo microbiana sdo responsaveis pelo
estabelecimento de VB. Em relagao a G. vaginalis, o fato de que a bactéria pode ser
encontrada em até 69 % das mulheres que n&o apresentam sinais ou sintomas de
uma microbiota vaginal alterada corrobora esta teoria (SIMOES et al., 2001). Dados
na literatura confirmam que linhagens de G.vaginalis nem sempre causam VB e o

organismo pode estar presente em mulheres saudaveis (FREDERICKS et al., 2007).
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Entretanto, recentes estudos indicam que G. vaginalis possuem um grande
numero de fatores de viruléncia e consequentemente, a idéia de que este
microrganismo nao € o agente etiolégico de VB permanece por esclarescer
(SWIDSINSKI et al., 2005; GELBER et al., 2008).

2.5.3 Lactobacillus spp.

O género Lactobacillus € ubiquo em sua distribuicdo na natureza, sendo
usualmente encontrado como componente da microbiota indigena do homem e de
animais e, também, em plantas. No trato vaginal de mulheres saudaveis, os
Lactobacillus fazem parte da microbiota indigena dominante, sendo sua presenga
marcadamente influenciada pela produgcdo de estrogeno, cujas mudangas séo
dependentes do ciclo menstrual (KEANE et al., 1997).

Este género desempenha um papel importante na manutencgao do equilibrio do
ecossistema vaginal, pela produgcao de acido latico, perdoxido de hidrogénio,
bacteriocinas e outras substancias antimicrobianas, que sao capazes de inibir
microrganismos potencialmente patogénicos (BAERHEIM et al., 1994; HAWES et al.,
1996; OCANA et al. 1999).

A microbiota vaginal normal é colonizada por bacilos de DAderlein ou lactobacilos,
responsaveis pela manutengcdo do pH vaginal acido, normalmente entre 4 e 5,
através da produgao de acido lactico e peréxido de oxigénio, desfavorecendo assim
o desenvolvimento de patégenos (LONGATTO FILHO e SILVA FILHO, 2000).

Em mulheres saudaveis, lactobacilos sdo normalmente as espécies bacterianas
dominantes (SOBEL, 1997). Muitas destas mulheres apresentam com maior
freqUéncia as espécies L. crispatus, L. jensenni e L. gasseri. Algumas podem,
também, ser colonizadas por L. vaginalis, L. fermentum, L. mucosae, L. paracasei e
L. rhamnosus (PAVLOVA, 2002).

Anukam et al. (2006), em estudos por métodos convencionais baseados em
cultivo, encontraram L. acidophilus, sendo predominante no ecossistema vaginal
saudavel, seguida por outras, como L. fermentum, L. plantarum, L. brevis, L. jensenii,

L. casei, L. delbruckii, L. vaginalis e L. salivarius. Ao contrario, pela técnica molecular,
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utilizando sondas de DNA, foi indicada a colonizagao, primariamente, por L. crispatus
e L. jensenii.

Recentemente, Ribeiro - Branco et al., (2010) utilizou PCR - ARDRA para
identificacdo de 147 amostras do género Lactobacillus, estando esta técnica bem
definida do ponto de vista metodolégico. Neste trabalho, os autores verificaram L.
crispatus como sendo a espécie mais frequentemente encontrada em pacientes
assintomaticas para VB (p< 0,05), sendo que esta mesma espécie foi considerada a

melhor produtora de substancia antagonista e de H20: in vitro.

2.6 Substancias envolvidas no fenébmeno do antagonismo bacteriano no

ecossistema vaginal.

2.6.1 Substancias antagonistas tipo bacteriocinas

Varios microrganismos produzem substéncias com atividade inibitoria

sobre o crescimento de outros microrganismos presentes em um nicho ecologico.

Os lactobacilos formam um biofilme na superficie da mucosa vaginal e
assim, conferem protecédo por uma serie de fatores como: secrecao de acido latico,
producao de peroxido de hidrogénio, produgdo de bacteriocinas, competicdo por
nutrientes, exclusdo competitiva, coagregacao e estimulo da resposta imunolégica
(LEPARGNEUR & ROSSEAU, 2002; REID & BURTON, 2002).

Varias alternativas tém sido pesquisadas no sentido de prevenir a recidiva
da VB apds o tratamento habitual. A alternativa mais promissora seria o uso de
lactobacilos probidticos para recolonizagao vaginal. Infelizmente, nenhuma tentativa
neste sentido obteve sucesso. A maior dificuldade parece estar no encontro da
"linhagem ideal" de lactobacilos, capaz de recompor a microbiota vaginal, visto que
a grande maioria das cepas experimentadas nem sempre conseguem aderir ao
epitélio vaginal (OCANA et al., 1999; HILLIER et al., 2001).
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