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Resumo

A vaginose bacteriana € a causa de corrimento vaginal mais comum no mundo,
caracterizada pela substituicho da microbiota vaginal comensal, composta
principalmente por Lactobacillus spp. e por outros microrganismos anaerobios
obrigatorios ou facultativos. As causas da vaginose ainda ndo foram completamente
elucidadas, mas sabe-se que o0 comportamento sexual e alguns habitos de vida
estao associados com o desenvolvimento dessa doenca. O diagnéstico laboratorial &
realizado utilizando a bacterioscopia pés-coloracdo de Gram (padrdo-ouro) ou o
método citolégico, empregando a coloracdo de Papanicolaou. Ferramentas
moleculares, como a PCR, surgiram como uma alternativa para a deteccdo de
patdgenos causadores de DSTs que podem estar associados com a presenca de
vaginose, possuindo maior sensibilidade que as técnicas tradicionalmente
empregadas. Os objetivos desse estudo foram: 1) determinar a prevaléncia de
vaginose bacteriana em mulheres e sua recorréncia na area urbana de Ouro Preto;
2) identificar os fatores de risco associados a vaginose bacteriana; 3) determinar e
comparar a frequéncia de doencas genitais por espécies ndo comensais Chlamydia
trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG) e Trichomonas vaginalis (TV)
utilizando diferentes métodos diagnosticos (Gram e citoldgico); 4) avaliar a possivel
associacdo entre a presenca de vaginose e a deteccdo das espécies nao
comensais; 5) avaliar a associacdo entre a presenca de vaginose pelo método de
Gram e citolégico e alteragcbes no exame citologico. 6) verificar, em uma sub-
amostra, a capacidade de deteccédo das espécies ndo comensais como Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e HPV pela PCR e a sua
associacdo com a presenca de vaginose. Para isso, foi realizado um estudo
transversal no municipio de Ouro Preto/MG composto por 341 mulheres com idade
igual ou superior a 18 anos, usuarias do SUS. Foram colhidas amostras cervicais
para a avaliacdo citologica do colo do utero e dois swabs vaginais para a avaliacdo
da microbiota vaginal (método de Gram) e realizacdo da PCR para pesquisa de
patdgenos ndo comensais. Os resultados mostraram prevaléncia de vaginose de
32,5% utilizando o método de bacterioscopia poés-coloracdo de Gram e 27,7%
utilizando o método citologico, com uma concordancia de 90,1% entre os métodos
(kappa=0,77). Os fatores de risco relacionados com o desenvolvimento de vaginose
foram: tabagismo, uso de DIU e histérico prévio de vaginose. Nao foi detectada a
presenca de CT pelo método de Gram, mas 1 caso foi detectado pelo citolégico e 20
pela PCR. Somente 1 caso de infec¢do por NG foi detectado utilizando o método de
Gram e dois utilizando a PCR. O patdégeno TV foi detectado pelo método citolégico
em 20 casos e 13 pela PCR. HPV foi detectado em 17 casos, sendo 12 em mulheres
com vaginose. Em conclusdo, o método citologico € eficaz e aplicavel ao diagndstico
de vaginose, sendo os fatores de risco para essa doenca o uso de DIU, o tabagismo
e 0 histérico prévio de vaginose. Os patdégenos Trichomonas vaginalis e HPV
apresentaram-se mais frequentes em mulheres com vaginose. O aumento de casos
estudados usando a PCR trara informacdes importantes sobre a aplicabilidade
dessa técnica juntamente com o0s métodos padrdo-ouro para a deteccdo de
diferentes patégenos, trazendo resultados mais seguros e confiaveis.

Palavras-chave: Bacterioscopia pos-coloragdo de Gram, citologia, fatores de risco,
HPV, Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR), vaginose.



Abstract

Bacterial vaginosis is the most common cause of vaginal discharge in the world,
characterized by the replacement of the commensal vaginal flora, composed mainly
of Lactobacillus spp and other strict anaerobic or facultative microorganisms. The
causes of vaginosis have not yet been fully elucidated, but it is known that sexual
behavior and some lifestyle habits are associated with the development of this
disease. The laboratory diagnosis is performed using bacterioscopy post Gram
staining (gold standard) or the cytological method, using Papanicolaou staining.
Molecular tools, such as PCR, have emerged as an alternative for the detection of
pathogens causing STDs that may be associated with the presence of vaginosis,
having a higher sensitivity than the techniques traditionally employed. The objectives
of this study were: 1) to determine the prevalence of bacterial vaginosis in women
and their recurrence in the urban area of Ouro Preto city; 2) to identify the risk factors
associated with bacterial vaginosis; 3) to determine and compare the frequency of
genital diseases by non-commensal species Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria
gonorrhoeae (NG) and Trichomonas vaginalis (TV) using different diagnostic
methods (Gram and cytological); 4) to evaluate the possible association between the
presence of vaginosis and the detection of non-commensal species; 5) to evaluate
the association between the presence of vaginosis by Gram and cytological methods
and abnormalities in cytological examination. 6) to verify, in a sub-sample, the
capacity of detection of non-commensal species such as Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis and HPV by PCR and their
association with the presence of vaginosis. For this, a cross-sectional study was
carried out in Ouro Preto city, MG, Brazil, comprising 341 women aged 18 years and
older, users of public health units. Cervical samples were collected for cervical
cytology evaluation and two vaginal swabs were used to evaluate the vaginal flora
(Gram method) and PCR for non-commensal pathogens. The results showed a
prevalence of 32.5% vaginosis using Gram method and 27.7% using the cytological
method, with a concordance of 90.1% between the methods (kappa = 0.77). Risk
factors related to the development of vaginosis were: smoking, use of DIU and
previous history of vaginosis. The presence of CT by the Gram method was not
detected, but 1 case was detected by cytology and 20 by PCR. Only 1 case of NG
infection was detected using the Gram method and two using PCR. The TV pathogen
was detected by cytological method in 20 cases and 13 by PCR. HPV was detected
in 17 cases, being 12 in women with vaginosis. In conclusion, the cytological method
is effective and applicable to the diagnosis of vaginosis, the risk factors for the
vaginosis are use of DIU, smoking and previous history of vaginosis. The pathogens
Trichomonas vaginalis and HPV were more frequent in women with vaginosis. The
increase of cases studied using PCR will provide important information about the
applicability of this technique together with standard gold methods for the detection of
different pathogens, bringing results safer and reliable.

Keywords: Cytology, Gram bacterioscopy, HPV, Polymerase Chain Reaction (PCR),
risk factors, vaginosis.
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1. INTRODUCAO

A microbiota vaginal tem sido descrita como sendo constituida principalmente
por bacilos Gram positivos do género Lactobacillus, sendo as espécies L. crispatus,
L. iners, L. gasseri e L. jensenii as predominantes. A flora lactobacilar tem um
importante papel na manutengcdo da saude do trato genital feminino, atuando na
prevencao de infec¢des do trato genitourinario (MACHADO et al., 2016).

Vaginose bacteriana (VB) é a enfermidade decorrente da alteracdo da flora
vaginal, de ocorréncia comum entre as mulheres. Esta condi¢do € caracterizada pela
substituicdo total ou parcial da flora local lactobacilar por outras bactérias,
principalmente a espécie Gardnerella vaginalis, e algumas anaerdbias obrigatorias
(MARCONI et al., 2015; LUCHIARI et al., 2015). Dentre as infec¢des genitais, VB € a
principal desordem vaginal em mulheres em idade feértil, contribuindo em mais de
60% das alteracdes vulvovaginais (MACHADO et al., 2016). Estima-se que entre 20
a 30% das mulheres no mundo apresentam VB. Entretanto, essa prevaléncia pode
ser de 50 a 60% em popula¢gbes que apresentam comportamento sexual de risco
(BAUTISTA et al., 2016).

Até recentemente, o papel da G. vaginalis na patogénese nao estava bem
elucidado. Entretanto, a presenca de biofilme bacteriano em VB recorrentes, sugere
a sua participacdo nesse processo (BACKER et al,. 2007). G. vaginalis tem sido
detectada em cultura de amostras de quase todas as mulheres sintométicas com VB
e em 50% das mulheres saudaveis. Outras bactérias podem causar VB, tais como
as dos géneros Prevotella, Peptostreptococcus, Bacterioides, Mobiluncos,
Micoplasma e a espécie Atopobium vaginae (MALAGUTI et al., 2015 ; BAUTISTA et
al., 2016).

Clinicamente, a vaginose bacteriana € frequentemente diagnosticada baseada
no critério descrito por Amsel e colaboradores (1983), em que trés dos quatro
seguintes critérios devem estar evidentes: |) fluido vaginal com pH superior a 4,5; Il)
presenca de corrimento vaginal homogéneo no momento da avaliagdo médica; Ill)
deteccdo de odor de peixe ap0s a adicdo de hidroxido de potassio a 10% sobre o

fluido vaginal e 1V) presenca significativa de clue cells (>20%) (AMARAL, 2012).
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O método laboratorial mais empregado na rotina para o diagnéstico de VB € a
bacterioscopia pés-coloracdo de Gram. Esse método apresenta alta correlacdo
positiva com a cultura, sendo préxima de 100% (MARTINS at al., 2007). O escore
definido por Nugent e colaboradores (1991) é considerado a avaliagdo padrao para o
diagnéstico de VB. Utilizando o critério de Nugent, cada morfotipo bacteriano
observado no esfregaco vaginal corado é quantificado e pontuado em uma escala de
0 a 10. Se o valor encontrado for igual ou maior que 7, € considerado positivo para
VB (FILHO et al,. 2010). Por serem realizados rotineiramente no exame preventivo
de céncer do colo do utero, os esfregacos de Papanicolaou tém sido também
utilizados como método auxiliar no diagnostico da VB (TONINATO et al., 2016).

Embora a etiologia da VB ndo esteja elucidada, muitos fatores
sociodemograficos e de comportamento sexual tém sido associados com o
desenvolvimento dessa condicdo, como 0 numero de parceiros sexuais, relacao
sexual entre mulheres e auséncia do uso de camisinha (MARCONI et al., 2015;
FETHERS et al., 2008). Além disso, estudos tém mostrado associacdo entre a
presenca de vaginose e anormalidades no exame citolégico e aquisicao de doencas
sexualmente transmissiveis (DSTs), como tricomoniases, gonorréia, clamidia e HPV
(NAM et al., 2009; BAUTISTA et al., 2016; LU et al., 2015).

Devido a importancia da vaginose bacteriana, este estudo esta sendo
realizado com o objetivo de investigar a associacdo, prevaléncia e 0s possiveis
fatores de risco da VB, de modo a permitir o conhecimento do seu perfil
epidemioldgico nas mulheres usuérias do Sistema Unico de Satde do municipio de
Ouro Preto, MG. Além disso, a pesquisa de patdégenos causadores de DSTs por trés
diferentes métodos permite melhor deteccdo desses agentes, possibilitando uma

associacao mais fidedigna entre vaginose e DSTSs.
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2. JUSTIFICATIVA

A vaginose bacteriana € uma enfermidade de alta prevaléncia em todo o
mundo (BAUTISTA et al., 2016). Embora os tratamentos medicamentosos
atualmente disponiveis apresentem bons resultados, tem-se observado elevadas
taxas de recorréncia. A presenca de biofilme contendo principalmente Gardnerella
vaginalis e Atopobium vaginae tem sido a principal raz&o para falhas no tratamento
(POLLATI et al., 2012). Além disso, habitos de vida e comportamento sexual tém
sido apontados como fatores de predisposicao a vaginose recorrente (BRADSHAW
et al., 2013). Diante de um cenario em que ha aumento do numero de novos casos
de DSTs, e, levando em consideracdo que a vaginose pode ser um fator de risco,
faz-se necessario a realizagdo de estudos que abordem esta relacdo (BAUTISTA et
al., 2016).

Os avancos dos métodos moleculares para deteccdo de agentes causadores
de DSTs tém contribuido para melhorar o diagnostico destas doencas quando
comparado aos metodos tradicionais empregados (ABOUTAYOUN et al., 2015).
Desta forma, € de grande importancia que técnicas mais refinadas possam ser
validadas e estarem disponiveis para os laboratorios clinicos, o que ira contribuir

para um diagndéstico mais preciso.

A realizacdo de estudos populacionais permite que sejam coletadas
informacOes sobre habitos e historico de vida das pessoas que podem estar
diretamente relacionados com o surgimento de doencas. Isso permite que medidas
sécio-educativas possam ser tomadas a fim de se prevenir doencas e melhorar a

gualidade de vida da populacao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar a prevaléncia e os fatores associados com a vaginose bacteriana em

mulheres residentes na area urbana de Ouro Preto.

3.2 Especificos

e Determinar a prevaléncia de vaginose bacteriana em mulheres e sua recorréncia

na area urbana de Ouro Preto;

e I|dentificar os fatores de risco associados a vaginose bacteriana;

e Determinar e comparar a frequéncia de doencas genitais por espécies nao

comensais Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e Trichomonas

vaginalis utilizando diferentes métodos diagndésticos (Gram e citolégico);

e Avaliar a possivel associacdo entre a presenca de vaginose e a deteccdo das

espécies ndo comensais;

e Avaliar a associacdo entre a presenca de vaginose pelo método de Gram e

citolégico e alteracdes no exame citoldgico;

e Verificar, em uma sub-amostra, a capacidade de deteccdo das espécies nao
comensais como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas

vaginalis e HPV pela PCR e a sua associagdo com a presenca de vaginose.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Microbiota vaginal normal

A microbiota vaginal sofre influéncia da agdo dos hormonios femininos,
principalmente o estrogénio. No (tero, a vagina do feto € microbiologicamente
estéril. Os primeiros microrganismos a habitarem o ambiente vaginal da crianca sdo
provenientes das méaos dos cuidadores e das fezes da crianca. Nas primeiras seis
semanas de vida, o estrogénio proveniente da méae esta presente no epitélio vaginal
da crianca, proporcionando a microbiologia e morfologia da flora vaginal adulta,
caracterizada pela presenca predominante de lactobacilos facultativos. Apds o
estrogénio ser metabolizado, a flora vaginal da crianca passa a ser composta por
microrganismos habitantes da pele, como estafilococos coagulase negativa e

microrganismos fecais, como Escherichia coli (SPIEGEL, 1991).

Apés a menarca, 0 ambiente vaginal saudavel passa a ser composto
principalmente por bacilos Gram positivos pertencentes ao género Lactobacillus,
sendo L. crispatus, L. iners, L. gasseri e L. jensenii as principais espécies (RAVEL et
al., 2011). Outros microrganismos também estdo presentes em menor quantidade,
como os difterdides, Gardnerella vaginalis, estafilococos coagulase negativa,
estreptococos alfa e ndo-hemoliticos e outros bacilos Gram negativos. A vagina da
maioria das mulheres também é colonizada por organismos anaerdbios obrigatérios,
como peptostreptococos, Prevotella bivia, Prevotella disiens, Porphyromonas spp.,
Mycoplasma spp. entre outros (SPIEGEL, 1991; FILHO et al., 2010).

A presenca predominante de Lactobacillus spp. no ambiente vaginal saudavel
inibe o crescimento das demais espécies bacterianas nocivas a mucosa vaginal por
manter o pH vaginal acido (3,8 a 4,5) (OLIVEIRA et al., 2007). O uso do glicogénio
do epitélio vaginal como substrato pelos lactobacilos permite que sejam produzidos
acidos organicos, responsaveis por manter o pH vaginal abaixo de 4,5 (MARTIN et
al., 2008).
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A microbiota lactobacilar possui propriedades que dificultam a proliferacéo de
patdgenos como a adeséo especifica a superficie das células epiteliais e a producéo
de substancias com propriedades antimicrobianas, como o peréxido de hidrogénio
(H202), os acidos organicos e as bacteriocinas, entre outras substancias (FILHO et
al., 2010).

A protecdo da mucosa vaginal depende do reconhecimento de estruturas
especificas da superficie dos lactobacilos (adesinas) ao epitélio vaginal (receptores).
Esta interacdo adesina-receptor resulta na formacdo de um biofilme que exerce a
acdo protetora no local contra a colonizacdo de microrganismos indesejaveis
(BORIS et al., 1998).

O peroxido de hidrogénio oferece grande vantagem aos lactobacilos, pela
inibicAo do crescimento de microrganismos que ndo produzem catalase. O efeito
bactericida do H>-O, é determinado pela sua atividade oxidante e pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio, como os radicais hidroxila (OH:) (MARTIN., et al
2008).

4.2 Vaginose bacteriana

4.2.1 Conceito

A vaginose bacteriana (VB) € a desordem mais comum do trato genital
feminino caracterizada pela substituicdo da microbiota comensal lactobacilar por
outros microrganismos anaerobios obrigatorios ou facultativos (EADE et al., 2012;
MALAGUTI et al., 2015).

Gardnerella vaginalis € um microrganismo anaerébio facultativo, fastidioso,
beta hemolitico, oxidase e catalase negativos, imovel, encapsulado, pleomorfico e
Gram positiva, ou seja, podendo se apresentar negativo ou fracamente positivo. O
interesse cientifico na G. vaginalis estd no fato desta bactéria ser encontrada em
praticamente 100% das mulheres que apresentam sintomatologia clinica para VB
(FILHO et al., 2010).
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Inicialmente isolado por Leopold em 1953 a partir de mulheres com cervicite e
de homens com prostatite, sugeriu-se que 0 microrganismo encontrado fosse
pertencente ao género Haemophilus. Entretanto, dois anos depois, Gardner e Dukes
isolaram-a de paciente que apresentava vaginite inespecifica, e entdo essa bactéria

passou a ser denominada de Haemophilus vaginalis.

Em 1963 foi proposta uma mudanca de nome de H. vaginalis para
Corynebacterium vaginale, devido & semelhanga morfolégica da bactéria as do
género Corynebacterium. Em 1980, os cientistas Greenwood e Pickett, utilizando
técnicas como hibridacdo do DNA, analises bioquimicas da parede celular e
microscopia eletrdnica demonstraram que a bactéria inicialmente descrita como
pertencente ao género Haemophilus n&o pertencia a este género, e entao
propuseram que fosse entdo renomeada como Gardnerella vaginalis, em
homenagem a Gardner, que foi o primeiro cientista a reportar a associacdo entre

vaginite inespecifica e esta bactéria (BAUTISTA et al., 2016).

4.2.2 Causas e mecanismo de patogenicidade da vaginose bacteriana

As causas da vaginose bacteriana ainda ndo foram completamente
elucidadas, no entanto, a teoria que diz que a vaginose também pode ser
sexualmente transmissivel € sustentada pelo fato da G. vaginalis ser encontrada na
uretra e sobre a pele do pénis de parceiros sexuais de mulheres com vaginose
bacteriana. Mulheres que apresentam vaginose recorrente frequentemente possuem
0 mesmo parceiro sexual antes e apos o tratamento, podendo assim, ser reinfectada
por G. vaginalis (BAGNALL et al., 2017).

Na vaginose bacteriana, ha liberacdo de aminas devido a descarboxilacéo de
aminoacidos presentes no meio, responsaveis pela formacdo de fluidos vaginais
com odor semelhante a peixe. Entre essas aminas aromaticas sao: putrescina,
isobutilamina, cadaverina, histamina e trimetilamina. A cadaverina, fenilamina e
metilamina podem irritar a pele, a isobutilamina causa eritemas e bolhas e a
histamina possui acdo na dilatagdo e aumento da microcirculagdo. Durante a

vaginose bacteriana também séo produzidos acidos organicos como propidnico,
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isobutirico, isovalérico e succinico, que pela sua acdo citotoxica produzem
esfoliagdo das células epiteliais da vagina. A descamacdo das células epiteliais,
juntamente com a presenca do pH basico, faz com que a G. vaginalis possa se
aderir a estas células, formando as células-guia ou clue-cells (FERRADA, 2012).

4.2.3 Caracteristicas, fatores de risco e consequéncias

Ao exame fisico, a vaginose bacteriana se caracteriza pela presenca de um
corrimento branco-acinzentado, homogéneo e com um odor que nos remete ao
cheiro de peixe. Dentre os principais fatores de risco ja descritos para o surgimento
da vaginose estdo: uso regular de ducha vaginal; tabagismo; multiplos parceiros
sexuais; relacao sexual sem o uso de preservativos e relacdo sexual entre mulheres.
Ha uma predominancia nas populagcdes de origem africana e hispanicos (BAGNALL
et al., 2017).

Dentre as principais consequéncias associadas a vaginose estao:
infertilidade, parto prematuro ou recém-nascido de baixo peso, aborto, endometrite
pos-cesarea, aumento do risco de contrair doencas de transmissédo sexual, como a

AIDS, gonorréia, tricomoniase, entre outras (AMARAL, 2012).

4.2.4 Tratamento

O tratamento e controle da vaginose tém como finalidade restaurar o
equilibrio da microflora vaginal, através da diminuicdo do numero de bactérias
anaerobias obrigatdrias e um possivel aumento dos lactobacilos (FERREIRA, 2014).
O tratamento € baseado no uso de antibiéticos para mulheres sintomaticas e
também nos casos assintomaticos em que as mulheres estejam com risco de aborto

ou histerectomia.

Os derivados imidazolicos, como o metronidazol, sdo agentes antimicrobianos
geralmente considerados como a primeira op¢do terapéutica para tratar VB.

Descoberto em 1957, o metronidazol é ativo contra G. vaginalis e bastante eficaz
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contra as bactérias anaerobias que atuam sinergicamente com esta espécie na VB.
Ambas as formula¢Bes oral e intravaginal estdo disponiveis e, embora apresentem
eficacias similares, com taxas de cura entre 70-80% apds quatro semanas, a forma
intravaginal apresenta menores efeitos adversos (SCHWEBKE et al.,, 2004).
Alternativamente ao metronidazol, a vaginose bacteriana pode ser tratada com
clindamicina ou tinidazol (BAGNALL et al., 2017).

7z

O metronidazol atravessa a barreira placentaria e € excretado no leite
materno, sendo por isso contraindicado para mulheres gravidas e em periodo de
aleitamento. A administracdo de clindamicina é uma alternativa segura para o
controle da VB, pois apresenta boa atividade contra bactérias anaerobias,
apresentando resultados semelhantes ao do metronidazol. A desvantagem da
utilizagdo da clindamicina estd no fato deste eliminar a flora bacteriana normal

lactobacilar, o que ndo ocorre com o uso do metronidazol (FERREIRA, 2014).

Os probidticos sdo uma alternativa para o uso de antibiéticos na reposicao da
flora vaginal. Estudos tem mostrado que o tratamento com probidticos orais e
topicos sao eficazes como auxiliares no tratamento da VB, podendo reduzir ainda

mais a sua recorréncia (BAGNALL et al., 2017).

4.2.5 Epidemiologia

A VB é a causa mais comum de corrimento vaginal, afetando cerca de 30%
das mulheres em todo o mundo (BAGNALL et al., 2017). A prevaléncia de mulheres
com vaginose pode chegar entre 50-60% em algumas populacdes que apresentam
comportamento sexual de risco (BAUTISTA et al.,, 2016). As maiores taxas de
vaginose no mundo esto localizadas em paises do sul e do leste da Africa (68% em
Mocambique, 51% em Lesoto, 44% no Quénia e 37% em Gambia). No oeste da
Africa, no entanto, as taxas de vaginose sdo mais baixas, como em Burkina Faso
(7%) (NUGENT et al., 1991).

Na Europa, as taxas de vaginose sdo moderadamente elevadas, como na
Polénia (19%), Turquia (23%) e Noruega (24%). Mulheres do sudeste da Asia,

Australia, Nova Zelandia e Indonésia possuem taxas de vaginose tipicamente
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superiores a 30%. Mulheres da América Latina e Caribe possuem as menores taxas
de vaginose, com excecdo de paises como a Jamaica e Peru (cerca de 40%)
(BAUTISTA et al., 2016).

Nos Estados Unidos da América, a vaginose € uma condicdo comum entre as
mulheres, com as taxas de prevaléncia variando entre as etnias: afro-americanos
(51%), hispéanicos (32%) e brancos (23%). Dados similares foram obtidos na
populacdo do Canada, onde tanto as mulheres de origem indigena, quanto as de
origem aborigena, possuem elevadas taxas de prevaléncia (33%) (BAUTISTA et
al.,2016).

No Brasil, estudos realizados por Bonfati e Gongalves (2010) detectaram a
presenca de VB pelo exame citologico em 38,24% das mulheres atendidas no
Hospital Universitario de Santa Maria (RS). Vasconcelos e colaboradores (2010)
realizaram pesquisa documental e retrospectiva que envolveu mulheres atendidas
no centro de saude da familia na cidade de Fortaleza, Ceara, e identificaram nos
exames colpocitologicos que as infecgdes vaginais sugestivas eram causadas por G.

vaginalis em 25,3% dos casos.

4.3 Métodos de diagndstico de vaginose bacteriana

4.3.1 Avaliacao clinica

Na pratica clinica, a vaginose é tipicamente diagnosticada através do critério
de Amsel, onde devem ser observados pelo menos trés dos seguintes achados
clinicos (AMSEL et al., 1983):

e presenca de corrimento vaginal homogéneo

e pH vaginal superior a 4,5

e odor de “peixe” apds a adicao de hidroxido de potassio ao fluido vaginal (teste
de whiff positivo)

e Presenca de clue-cells em microscopia de esfregaco de material a fresco
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4.3.2 Avaliacdo microscoOpica pos-coloragao pelo método de Gram

Atualmente, o padrdo-ouro para o diagnéstico de vaginose bacteriana é
através da avaliacdo microscépica pés-coloracdo pelo método de Gram e escore de
Nugent (ANUKAM et al., 2014).

e Escore de Nugent

Este método envolve a identificacdo e quantificacdo de Lactobacillus spp.,
bem como de outras espécies como G. vaginalis, Mobiluncus spp. e Bacterioides
spp. Neste método, uma pontuacdo numeérica é calculada pela identificacdo e
guantificacdo das espécies bacterianas descritas em cada campo microscopico.
Pontuacao entre 0-3 & considerada como microbiota normal; entre 4-6 € considerada
microbiota intermediaria e entre 7-10 € considerada como VB (BAGNALL et al.,
2017).

Entre os meétodos laboratoriais empregados no diagndstico de VB, a
bacterioscopia em esfregaco corado de fluido vaginal apresenta como vantagens: o
baixo custo, menor tempo para ser realizado e também o fato de estar mais
disponivel nos laboratérios do que outros métodos. No entanto, este € um método
interpretativo, sendo uma limitacdo (NUGENT, 1991). Outra limitacdo do escore de
Nugent estd no fato deste sistema de pontuacdo gerar confusdo na presenca de
uma flora vaginal mais complexa, classificando-a em uma categoria. A partir de
entdo foram criadas outras versdes de escore que permitem a classificacao
gualitativa de forma mais eficaz (VERHELST et al, 2005).

e Sistema de Spiegel

E considerada flora vaginal normal quando ha o predominio na amostra do
morfotipo lactobacilar com ou sem a presenca de cocobacilos Gram variaveis. VB
por este sistema de classificacdo passa a ser considerada quando for observada
uma quantidade de Lactobacillus spp. inferior a 5 morfotipos por campo aliada a
observacédo de uma quantidade maior ou igual a 5 morfotipos das seguintes
bactérias: cocobacilos Gram variavel ou Gram negativo, bacilos curvos Gram
variavel, bacilos Gram negativos fusiformes e cocos Gram positivo (MARTINEZ et
al., 2011).
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e Sistema de Ison/Hay

Sistema de classificacdo criado em 2002, onde a bacterioscopia dos
esfregagos previamente corados pelo método de Gram séo classificados em cinco
categorias: | (flora normal), caracterizada pela presenca de Lactobacillus spp.
somente; Il (flora intermediaria), caracterizada pela presenca de diferentes tipos
morfologicos de bactérias e uma quantidade reduzida de Lactobacillus spp.; Il
(vaginose bacteriana), caracterizada pela presenca de diferentes tipos de bactérias e
por poucos ou nenhum morfotipo lactobacilar; IV caracterizada pela presenca de
células epiteliais cobertas somente com cocos Gram positivo e; V quando ha

presenca de células epiteliais sem a presenca de bactérias (ISON, HAY; 2002).

4.3.3 Avaliagéao citologica

Outro método que tem sido utilizado para o diagnéstico de VB é a avaliagcao
citologica pelos esfregacos corados pelo método de Papanicolaou (ERIKSSON et
al., 2007). Em casos sugestivos de vaginose, os patologistas relatam a presenca de
clue-cells na amostra (INCA, 2006).

A técnica de Papanicolaou possui 50% de sensibilidade e 95% de
especificidade quando comparado ao padrao-ouro (microscopia pos-coloracédo pelo
método de Gram). Isso significa que um caso de vaginose detectado pelo método
citolégico possui uma forte evidéncia de que a doenca esta presente, mas que a
auséncia de bacilos supracitoplasmaticos ndo descarta a presenca de vaginose
(FILHO et al., 2010).

A realizacdo da técnica de Papanicolaou para a avaliagdo citolégica das
células escamativas do colo do utero tem contribuido para o diagnéstico de VB por
ser um procedimento facil de ser realizado e abranger grande parte da populacao de
mulheres no Brasil, pois faz parte do programa nacional de prevencéo ao cancer de
colo do utero. Dessa forma, é considerada uma ferramenta Gtil para diagnosticar VB,

principalmente quando um resultado positivo € obtido (FILHO et al., 2010).
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4.3.4 Outros métodos de diagnéstico

A cultura e o uso de métodos moleculares, principalmente a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), tém sido utilizados somente na area de pesquisa, sendo
pouco utilizados na rotina laboratorial (LIVENGOOD, 2009). A cultura ndo € muito
utilizada porque a G. vaginalis € um microrganismo que pode ser detectado em
mulheres assintomaticas com vaginose e também em mulheres saudaveis que
possuem esta bactéria na composicdo da flora vaginal normal (ERIKSSON et al.,
2007). Além disso, a cultura para G. vaginalis ndo é especifica, € um procedimento
incémodo e inviavel financeiramente para a pratica clinica (LIVENGOOD, 2009).

A PCR multiplex € um método que se mostrou capaz de identificar 13
bactérias associadas com o surgimento de vaginose em um estudo realizado por
Malaguti e colaboradores (2015), fornecendo informacdes que podem contribuir para
um melhor entendimento da doenca, podendo ser utii no gerenciamento do
tratamento médico das mulheres que sdo acometidas por esta doenca.

A avaliacdo microscopica do material a fresco € um método que pode ser
utilizado para o diagnéstico de VB através da deteccao da presenca de clue-cells,
sendo um dos critérios descritos por Amsel. Também permite a identificacdo
adicional de Trichomonas spp. e estruturas leveduriformes em brotamento e pseudo-

hifas. Esse método permite o inicio rapido do tratamento (BAGNALL et al., 2017).

4.4 Doencas sexualmente transmissiveis

Embora a vaginose bacteriana ndo seja considerada uma doenca
sexualmente transmissivel (DST), ha estudos que mostram uma relagdo entre o
comportamento sexual e o desequilibrio da flora vaginal normal, causando a
vaginose (MASCARENHAS et al., 2012). Além disso, a VB tem sido associada com

0 aumento a susceptibilidade ao desenvolvimento de DSTs, como AIDS e outras
(MORRIS et al., 2001).
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4.4.1 Tricomoniase

A tricomoniase é uma DST, cujo agente etiolégico é o protozoario movel
Trichomonas vaginalis. Esta é a DST ndo viral de maior prevaléncia no mundo.
Dados da Organizacao Mundial de Saude de 2008 estimam 276,4 milhdes de novos
casos por ano em pessoas com idade entre 15 e 49 anos, fazendo desta doenca a
DST mais comum curavel em jovens e em homens e mulheres sexualmente ativas
(GAYDOS et al., 2017).

Os classicos sintomas da tricomoniase estdo associados a presenca de
corrimento bolhoso amarelo-esverdeado, prurido, disaria e lesbes pontuais
hemorragicas na cérvice (MASCARENHAS et al, 2012).

Varios estudos tém mostrado que pelo menos 80% das infeccdes por
Trichomonas vaginalis sdo assintomaticas. No entanto, até mesmo as infec¢des
assintomaticas, tem despertado preocupacdo na saude publica. Além do risco de
transmissao ao parceiro sexual, esta doenca esta associada ao aumento do risco de
aquisicao de HIV (2,7 vezes), trabalho de parto prematuro (1,3 vezes) e aumento de
risco de desenvolvimento de doenca pélvica inflamatéria (4,7 vezes) (LAGA et al.,
1993; VAN DER POL et al., 2008; POOLE et al., 2013).

Os métodos convencionais utilizados para a deteccdo de Trichomonas
vaginalis em swabs de secrecdes vaginais sdo a analise microscopica utilizando o
material a fresco e técnicas de cultura. A analise microscopica a fresco é o método
mais comum para a deteccdo de T. vaginalis, e embora esta técnica seja rapida e
barata, apresenta sensibilidade de apenas 36-75% comparada com a cultura,
mesmo quando as laminas sdo analisadas por microscopistas experientes (NYE et
al., 2009).

A sensibilidade da cultura é menor quando comparada a métodos de
amplificacdo de acidos nucleicos (PCR). Dessa forma, o uso de técnicas
moleculares mais sensiveis é recomendado para a detec¢do de T. vaginalis em
homens e mulheres (GAYDOS et al., 2017). Entre mulheres, os testes de
amplificacdo de acidos nucleicos podem detectar a prevaléncia de 3 a 5 vezes maior

do que em prepara¢des microscopicas a fresco (SCHWEBKE et al., 2004).
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Ha ainda a deteccdo de infeccdes genitais por Trichomonas vaginalis
utilizando o método citolégico com a coloragédo de Papanicolaou. O protozoério pode
ser identificado por seus aspectos morfologicos (arredondado, estruturas piriformes
ou irregulares, medindo entre 10 e 20 um, com citoplasma cianofilico e pequeno
nucleo excéntrico) (MACARENHAS et al., 2012).

J& esta estabelecido que a maior incidéncia de tricomoniase nas mulheres é
influenciada por variacdes de classe social e pela multiplicidade de parceiros
sexuais, dentre outros fatores (PETRIN et al., 1998). Além disso, a presenca de
vaginose é um fator de risco para a aquisicdo de tricomoniase (ALLSWORTH et al.,
2011).

4.4.2 Gonorréia

A gonorréia é uma DST curavel e muito contagiosa, sendo adquirida
principalmente por relagdo sexual genital e anal e menos frequentemente pelo sexo
oral (BAUTISTA et al., 2016). Neisseria gonorrhoeae é o agente etioloégico desta
doenca, uma bactéria Gram negativa, observada na forma de diplococos que
medem entre 0,6 e 1,0 um. A estrutura celular € caracterizada pela presenca de
fimbrias, endotoxina, membrana externa contendo lipooligossacarideos (LOS), IgA
protease e capsula. Estas estruturas conferem viruléncia a esta bactéria podendo se
fixar as células do hospedeiro, impedem a fagocitose por neutrofilos
polimorfonuclares e inibem a atividade bactericida do soro humano normal
(OLIVEIRA et al., 2004).

A gonorréia é a segunda DST mais comum no mundo representando 106
milhdes dos estimados 498 milh6es de novos casos de DSTs curaveis que ocorrem
no mundo todos os anos. A ocorréncia de diminuicdo da sensibilidade e aumento da
resisténcia a varios farmacos, como cefalosporinas, penicilinas, sulfonamidas,
tetraciclinas e, mais recentemente, a quinolonas e macrolideos é motivo de

preocupacao (WHO, 2012).

Em homens, a doenca pode se manifestar como uretrite aguda, porém grande

parte das infeccbes (até 75%) sd@o assintométicas. Em mulheres, inicialmente a



29

bactéria infecta o canal endocervical causando cervicite gonocdcica. No entanto, a
gonorréia pode ser assintomética em 70-90% dos casos nas mulheres, sendo um
importante reservatorio da infeccdo (WALKER et al.,2011).

Em mulheres sintomaticas, os sinais e sintomas sao a presenca de corrimento
vaginal amarelo ou esverdeado, com odor desagradavel, presenca de sangue
durante a relagdo sexual e dor ou prurido ao urinar (BAUTISTA et al., 2016). No
entanto, sinais e sintomas desta doenca podem estar ausentes ou indistinguiveis

das infec¢bes causadas por Chlamydia trachomatis (VERMA et al., 2016).

Os métodos laboratoriais mais utilizados para o diagnéstico de gonorréia sao
a microscopia e a cultura, sendo este ultimo considerado padrao-ouro. O diagndstico
pela microscopia utilizando o método de coloragdo de Gram é rapido e barato, e
baseia-se na observacao de diplococos Gram negativo intracelulares nos neutrofilos.
A sensibilidade e especificidade desta técnica para homens com uretrite séo
comparaveis com a cultura, sendo de 95% de sensibilidade e 99% de especificidade
(VERMA et al., 2016). Para o diagnostico em mulheres e homens assintomaticos, a
sensibilidade da microscopia cai para 37-70% e especificidade para 40-60%
respectivamente (KOUMANS et al.,, 1998). A realizacdo da bacterioscopia pos-
coloracdo de Gram de espécimes endocervical, faringeal ou retal ndo ¢é
recomendada (PAPP et al., 2014).

s

A cultura ainda € considerada padrédo-ouro para o diagnéstico definitivo de
gonorréia. Os gonococos sao muito exigentes a respeito da composicdo do meio de
cultura e a atmosfera que deve conter pelo menos 3% de CO. (VERMA et al., 2016).
O isolamento primario de gonococos requer a presenca de meios de cultura
contendo antibiéticos que inibem o crescimento de outras bactérias e fungos

indesejaveis. A sensibilidade da cultura pode chegar a 80-95% (NG et al., 2005).

Além da microscopia e cultura, a deteccao direta de componentes celulares
de N.gonorrheae também pode ser realizada. Estes métodos podem ter grande
impacto na saude publica, pois permite que sejam aplicados em populacdes que
atualmente escapam da vigilancia epidemioldgica. Além disso, podem ser utilizados
guando os microrganismos estdo mortos, sendo sua utilizagéo viavel mesmo quando
o transporte das amostras bioldgicas ndo € adequado. Entre estes testes disponiveis

estdo a hibridacdo e a amplificacdo de acidos nucleicos (PCR), possuindo elevadas
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taxas de sensibilidade e especificidade (90 e 99%) respectivamente (VERMA et al.,
2016).

Para ambos os sexos, os fatores de risco para a infeccdo por Neisseria
gonorrhoeae sao: baixa idade (15 a 24 anos), populacao de descendéncia africana e
hispanica, uso de drogas ilicitas, multiplos parceiros sexuais, presenca de outros
patégenos causadores de DSTs e ndo uso de preservativo . A presenca de vaginose
constitui um fator de risco para a aquisi¢cdo de gonorréia (BAUTISTA et al., 2016).

4.4.3 Clamidia

As DSTs causadas pela bactéria Chlamydia trachomatis sdo comuns em todo
o mundo, podendo ser transmitidas através do sexo anal, oral e vaginal em ambos
0s sexos (BAUTISTA et al., 2016). C. trachomatis € uma bactéria desprovida da
camada de peptidioglicano na parede celular e parasita intracelular obrigatério. Em
funcdo do seu parasitismo intracelular, foi considerado como virus durante muito
tempo (FREITAS, 2007).

A bactéria possui um ciclo de desenvolvimento bifasico e replicacdo dentro de
vacuolos na célula hospedeira, formando inclusdes citoplasmaticas caracteristicas
(BRUNHAM, REY-LADINO, 2005). O ciclo de desenvolvimento da clamidia ocorre
dentro da célula hospedeira, garantindo com isso um meio ambiente livre da
competicdo com outros microrganismos e preservacao da acdo do sistema imune
(SILVA, LONGATTO, 2000).

A infeccdo por Chlamydia trachomatis é caracterizada por ser assintomatica
em grande parte das mulheres (75%) e homens (50%) (DIELISSEN et al., 2013). Em
mulheres, os sintomas da infeccdo por esta bactéria incluem dor abdominal,
corrimento vaginal anormal, sangramento intermenstrual, dor durante a relacao
sexual, ardéncia ao urinar, sangramento ap0s a relacdo sexual e corrimento
amarelado com forte dor. Se nédo tratada, a clamidia pode causar cervicite, uretrite e
endometrite. A cervicite ndo tratada pode levar a doenca pélvica inflamatoria,

gravidez ectopica, infertilidade e dor pélvica crénica (BAUTISTA et al., 2016).
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Em homens, o sintoma mais comum € a uretrite, seguido por ardéncia ao
urinar e prurido sobre o pénis. A infeccdo n&o tratada em homens pode causar
inchago nos testiculos e declinio da concentragdo e motilidade dos
espermatozoides, levando a infertilidade (BAUTISTA et al., 2016)

Ha uma variedade de testes laboratoriais desenvolvidos para o diagnéstico da
C. trachomatis como a microscopia pds-coloracao pela técnica de Giemsa, citologia
pela técnica de Papanicolaou, histopatologia, cultura de células, técnicas
moleculares (PCR e hibridacdo com sondas de DNA), testes de imunodeteccéo

através da imunofluorescéncia direta e enzimaimunoensaio.

Microscopia pos-coloragdo pela técnica de Giemsa detecta as densas
inclusdes citoplasmaticas granulosas causadas pela presenca de C. trachomatis
(MICHELON et al., 2005).

A citopatologia pela técnica de Papanicolaou mostra as mesmas inclusdes
encontradas na coloracao pela microscopia pos-coloracdo pela técnica de Giemsa.
O exame de Papanicolaou é considerado de baixa sensibilidade e ndo deve ser
utilizado como método de rastreio para a presenca de clamidia. Na histopatologia, a
presenca de lesdes inflamatérias cronicas e fibrocisticas com granulacbes e
formacdo de foliculos sdo consideradas suspeitas de infeccdo por clamidia
(FREITAS, 2007).

Até alguns anos, por apresentar alta especificidade, a cultura em células
McCoy era considerada o teste padrdo-ouro para o diagnostico da infeccdo por C.
trachomatis (FREITAS, 2007). Este teste possui sensibilidade de 70% a 85% e
especificidade de 100% (MICHELON et al., 2005). Apesar de sua alta
especificidade, a cultura apresenta algumas restricbes, como o longo tempo para
obtencao do resultado (48 a 72 horas apds a inoculacédo) e o fato de detectar apenas
bactérias vivas. Além disso, requer uma estrutura laboratorial onerosa (MICHELON
et al., 2005; FREITAS, 2007)

A pesquisa de acidos nucleicos é considerada o teste mais promissor para o
diagnéstico das infec¢des por clamidia, possuindo sensibilidade em torno de 75% e
especificidade entre 95% e 99% (MICHELON et al., 2005).
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Além da baixa idade, outros fatores de risco estdo associados com a infecgéo:
tabagismo, infeccdo prévia por HPV, mdlltiplos parceiros sexuais, ndo uso de
preservativo, relagdes sexuais com parceiros com cervicite, infectados ou com
histérico de infeccdo por Chlamydia trachomatis ou outras DSTs (BAUTISTA et al.,
2016). A presenca de vaginose bacteriana tem se mostrado como um fator de risco
para a infeccéo por C. trachomatis (BAUTISTA et al., 2016).

4.4.4 HPV

O Papiloma Virus Humano (HPV) é transmitido pelo contato direto ou indireto
com o individuo que tem a leséo. Disfuncdes na barreira epitelial por traumatismos,
pequenas agressdes ou maceracdes provocam perda de solucdo de continuidade na
pele, possibilitando a infeccéo viral. Apds a inoculacéo, o periodo de incubacéo varia
de trés semanas a oito meses. Observa-se regressdo espontanea na maioria dos
casos (LETO et al., 2011). A forma mais comum de transmissdo € através de
relacbes sexuais, durante a penetracdo, embora o contato genital na auséncia da
mesma também possa levar a contaminacao (GAVILLON et al., 2010; MOSCICKI et
al., 2012).

O HPV é um virus néo envelopado com aproximadamente 55nm de diametro.
Seu genoma € composto por uma molécula de DNA circular de fita dupla com
aproximadamente 8000pb (HUMANS,1995; BURD, 2003; ZUR HAUSEN, 2002).

As verrugas sao as manifestacdes clinicas mais comuns e caracteristicas da
infeccdo pelo HPV. Sao tumores induzidos por virus pleomorficos, qgue acometem
diversas localizagBes, principalmente a pele de extremidades, pele genital e
mucosas oral e laringea (LETO et al., 2011). Estudos tém mostrado elevadas taxas
de deteccdo de HPV em alguns tipos de cancer como o vulvar (30 a 70%), o peniano
(40-70%) e o anal (80-96%) (DE VUYST et al., 2009; HEIDEMAN et al., 2007). Além
disso, um grande numero de lesBes da regido cervical esta associado a presenca do
HPV, desde anormalidades citolégicas incipientes, displasias de diferentes graus,
até o cancer cervical. Observa-se relagdo causal de HPV e cancer de colo do utero

em cerca de 90% a 100% dos casos (MUNOZ et al., 2003). A infeccdo cervical por
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alguns tipos de HPV é um fator precursor na génese da neoplasia cervical, embora
outros cofatores atuem para que ocorra 0 desenvolvimento da neoplasia (LETO et
al., 2011).

O diagnostico da infec¢éo por HPV é realizado por meio da histopatologia das
lesBes ou da deteccdo do DNA viral nas células infectadas. Técnicas sorolégicas
apresentam preciséo limitada e, além disso, o HPV n&o cresce em meio de cultura
convencional (LETO et al.,, 2011). As técnicas de biologia molecular tornaram
possivel a pesquisa do DNA do HPV nas amostras cervicais, sendo a captura
hibrida de segunda geracdo (HC2) e a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), as
técnicas mais utilizadas (POLJAK et al., 2012; GIBSON, 2014). A HC2 possui alta
sensibilidade e permite a deteccéo de 13 tipos diferentes de HPV (GIBSON, 2014).
Essa técnica se baseia na hibridagdo de sondas complementares de RNA a
sequéncias do DNA viral, sendo possivel diferenciar a infeccéo por HPV de alto risco
oncogénico de infec¢des por tipos virais de baixo risco, fornecendo uma medida
semi-quantitativa da carga viral. Entretanto, ha a possibilidade de reacfes cruzadas
acontecerem, o que diminui a especificidade da HC2 (PEYTON et al., 1998). A PCR
€ 0 método mais sensivel e mais largamente utilizado para deteccéo viral e encontra
sua principal aplicacdo em situacdes em que a quantidade de DNA disponivel é
reduzida (LETO et al., 2011). Esta técnica consiste na amplificacdo in vitro no DNA
do HPV, utilizando-se conjuntos de iniciadores genéricos, que amplificam regifes
altamente conservadas do gene L1 do HPV, permitindo a amplificacdo de
basicamente todos os tipos virais (DE RODA HUSMAN et al., 1995; KLETER et al.,
1998; GRAVITT et al., 2000). Os pares de iniciadores genéricos mais utilizados séo:
a) MY09/11 e sua versdo modificada PGMY09/11 (GRAVITT et al.,, 2000) e b)
GP5/GP6 e sua versao estendida GP5+/GP6+ (DE RODA HUSMAN et al., 1995).
Testes de genotipagem do HPV também sdo amplamente utilizados, por meio da
técnica de hibridizacdo reversa. Nesta técnica, primeiramente um fragmento do
genoma do HPV é amplificado utilizando a PCR. Os fragmentos amplificados desse
processo sdo entdo desnaturados e detectados utilizando sondas HPV especificas
imobilizadas em tira, filtro ou poco de microtitulagcdo (POLJAK et al., 2012). Além dos
métodos moleculares, o HPV pode ser detectado utilizando a imuno-histoquimica,

através de anticorpos especificos para a proteina L1 do virus. Esta metodologia
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permite ndo sé a deteccdo viral, como também a diferenciacdo do momento da
infeccao (RAUBER et al., 2008).

Maiores taxas de prevaléncia da infeccdo pelo HPV foram observadas em
mulheres com idade inferior a 25 anos, diminuindo com o aumento da faixa etaria
em algumas populagbes. No entanto, em alguns casos, verificou-se um pico
secundario da infeccao viral, antecedendo a menopausa e no inicio desta fase. Por
outro lado, alguns estudos mostraram que a prevaléncia do HPV entre as mulheres
independe da faixa etaria (BOSCH et al., 2013).

Os fatores de risco para a aquisicdo do HPV e desenvolvimento do cancer
cervical sdo: idade da mulher, idade da primeira relacéo sexual, nimero de parceiros
sexuais, tabagismo, uso de anticoncepcionais hormonais e co-infeccdo com outras
DSTs (OBIRI-YEBOAH et al., 2017).

Tendo em vista o grande nuamero de mulheres acometidas pela vaginose
bacteriana no mundo e as principais consequéncias deste disturbio, € necessaria a
realizacdo de estudos que buscam os principais fatores de risco que levam a
vaginose, para que medidas educativas possam ser tomadas a fim de reduzir o

ndmero de casos desta enfermidade.
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5. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) em 03 de Fevereiro de 2017, conforme

Anexo 1, sob protocolo nimero 1.907.198.

5.1 Analise epidemioldgica

5.1.1 Delineamento e area de estudo

Foi realizado um estudo transversal na area sede do municipio de Ouro Preto,
Minas Gerais, onde foram avaliados casos de vaginose em mulheres com idade =18
anos. O municipio de Ouro Preto tem uma populacdo de 70.281 habitantes, sendo
aproximadamente 20.000 mulheres com idade igual ou superior a 18 anos (IBGE,
censo 2010). O municipio € dividido em 20 Estratégias Saude da Familia (ESFs),
sendo 11 em distritos e areas rurais e nove localizadas na sede do municipio. Para o
presente estudo foram avaliadas trés delas, todas localizadas na sede de Ouro
Preto: ESF Bauxita (localizada no bairro Bauxita); ESF Andorinhas (localizada no
bairro Morro Santana) e ESF Alvorada (localizada no bairro Sao Cristovdo). A
escolha das ESFs que fizeram parte deste estudo foi baseada nas condi¢cdes
socioeconbmicas das diferentes regibes da cidade, proporcionando um grupo
amostral mais representativo da sede do municipio, 0 numero de mulheres
atendidas em cada unidade de saude e a facilidade de deslocamento até estes
locais. As ESFs localizadas em distritos ndo fizeram parte do estudo devido a
distancia e dificuldade de locomocédo. Desta forma, este estudo foi composto por um
grupo amostral de conveniéncia. O estudo foi realizado no periodo de fevereiro de
2017 a dezembro de 2017 e contou com a colaboracédo da Secretaria Municipal de
Saude de Ouro Preto, que foi apresentada ao projeto através de reunides com 0s

enfermeiros e médicos responsaveis por cada ESF que fizeram parte deste trabalho.

Mulheres que foram as diferentes ESFs para a realizacdo do exame

preventivo do colo do Utero foram convidadas a participar deste estudo. Antes da
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realizacdo da coleta das amostras para o preventivo, as mulheres foram convidadas
individualmente a participar de uma entrevista onde foi exposto o objetivo do projeto.
As mulheres que aceitaram participar assinaram um Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (Anexo 2) e preencheram um questionéario (Anexo 3).

Antes da realizacdo deste estudo, foi realizada uma validacdo do questionério
e das coletas das amostras vaginais através de um estudo piloto realizado durante o
més de Fevereiro de 2017 na ESF Bauxita, onde foram selecionadas mulheres que
foram realizar o exame preventivo do colo do Utero nesta unidade de saude. Para a
elaboracdo do questionario deste estudo, foram utilizados como modelo os
guestionarios dos estudos realizados por Mascarenhas e colaboradores, 2012 e
Bradshow e colaboradores, 2013.

5.1.2 Céalculo da amostra

O calculo amostral foi realizado baseado em uma populacdo de 6.200
mulheres com idade 218 anos nas trés ESF avaliadas. Esta estimativa populacional
foi obtida com dados da Secretaria Municipal de Saude de Ouro Preto. A prevaléncia
de vaginose estimada utilizada no calculo amostral foi de 20% (OLIVEIRA et al.,
2007), nivel de confianca de 95% e precisdo estimada de 4%. Através destes
parametros foi estabelecido que o tamanho amostral seria de aproximadamente 362

mulheres. Os calculos foram realizados utilizando o programa OpenEpi.

5.1.3 Critérios de inclusédo e exclusao

Como requisitos para a participacao do presente estudo, 0s seguintes critérios de

inclusao foram definidos:

e Mulheres residentes em Ouro Preto-MG, usuérias do Sistema Unico de Salde
(SUS), que foram as ESFs para a realizacdo do exame preventivo do colo do

Utero.
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Foram estabelecidos os seguintes critérios de exclusao:

e Mulheres com idade inferior a 18 anos de idade.

e Mulheres que estavam em uso ou fizeram uso de antibidticos orais ou topicos
nas 4 semanas anteriores a coleta.

e Mulheres submetidas a histerectomia total.

e Mulheres que apresentassem resultado do Gram de secre¢do vaginal

“indeterminado”.

O uso de antibidtico foi considerado um critério de exclusdo devido a
possibilidade de alteragcdo da flora vaginal com o uso destes medicamentos,

podendo ocasionar resultados falso-negativos para vaginose bacteriana.

5.1.4 Populagéo de estudo

Foram coletadas informacbes e amostras biolégicas de 406 mulheres
usuarias do SUS atendidas nas trés ESFs participantes do estudo. Dessas, foram
excluidas do estudo 65 mulheres, sendo 31 devido ao uso de antibiético nas quatro
semanas anteriores ao dia da coleta de amostras, uma por ser menor de 18 anos,
uma por ter sido submetida a histerectomia total, e 32 por apresentarem resultado
do Gram de secregao vaginal “indeterminado”, totalizando um namero amostral de

341 mulheres.

5.1.5 Procedimento e obtencdo das amostras

Apbs a assinatura do TCLE e preenchimento do questionario, as participantes
foram encaminhadas para a sala de coleta, onde a enfermeira realizou a coleta das
amostras para o exame preventivo do colo do utero e também de dois swabs
vaginais. Este procedimento foi realizado conforme preconizado pelo Ministério da
Saude (BRASIL, 2006). Um dos swabs vaginais foi utilizado para a confeccdo de

uma lamina que foi corada pelo método de Gram. O outro swab vaginal foi
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armazenado em um tubo (Eppendorf, Brasil) contendo 500 pL de solu¢cdo NaCl 0,9%

estéril para estudos moleculares.

5.2 Detecc¢ao de vaginose por bacterioscopia pos-coloracao de Gram

As laminas contendo material vaginal confeccionadas pelas enfermeiras
foram encaminhadas ao laboratério de Microbiologia da UFOP onde foram coradas
pelo método de Gram (CLAUS,1992). Inicialmente, as laminas foram fixadas em
calor utilizando bico de Bunsen. Posteriormente, foi adicionado violeta de genciana
por um minuto até cobrir 0 esfregaco completamente. Em seguida, foi aplicado lugol
por um minuto. As laminas foram entdo descoradas com alcool-acetona por cerca de
15 segundos e, por fim, foi adicionado fucsina basica por 30 segundos.
Posteriormente, foram lavadas em agua corrente e deixadas secar ao ambiente. A

leitura ocorreu em microscopio Optico utilizando aumento de 100X (BX41, Olympus).

A flora vaginal foi avaliada utilizando o escore de Nugent (NUGENT et al,
1991). Assim, cada morfotipo bacteriano foi classificado e quantificado. Os seguintes
critérios foram utilizados para classificacdo: 1) bacilos grandes Gram positivos como
Lactobacillus sp; 2) bacilos pequenos Gram variaveis como Gardnerella vaginalis; 3)
pequenos bacilos Gram negativos como Bacterioides spp; 4) bacilos curvos Gram
variaveis como Mobiluncus spp e 5) cocos Gram positivos também foram levados
em consideracdo. ApoOs a identificacdo de cada morfotipo bacteriano, estes foram
guantificados em cada campo microscopico em uma escala de 0 a 4+, sendo O:
nenhum morfotipo encontrado; 1+: menos de 1 morfotipo; 2+: 1 a 4 morfotipos; 3+: 5
a 30 morfotipos e 4+: 30 ou mais morfotipos. Foi entdo realizado o somatorio das
pontuacdes, onde se classificou como vaginose bacteriana um escore igual ou maior
gue 7. Escores entre 4 e 6 foram considerados como intermediarios e escores igual
ou inferiores a 3 foram considerados normais. A presenca de flora lactobacilar foi
sempre pontuada com escore igual a zero, independentemente da quantidade

observada, pois se trata da flora vaginal normal.
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5.3 Deteccdo de vaginose e alteracdes cervicais pelo método citoldgico

As laminas confeccionadas com as amostras cervicais foram mantidas em
solucdo de alcool 70% (fixador) e posteriormente encaminhadas ao setor de
Citologia Esfoliativa do Colo do Utero do Laboratério Piloto de Analises
Clinicas/lUFOP (Lapac), onde foram coradas pelo método de Papanicolaou
(PAPANICOLAOQU, 1942) e analisadas por cinco citologistas.

A coloracdo de Papanicolaou foi realizada conforme descrito por Copetti,
2004: 1) 10 imersBes em solucdo de alcool etilico absoluto; 2) 10 imersbes em
solucéo de alcool etilico (95%); 3) 10 imersdes em solucéo de alcool etilico (70%); 4)
10 imersGes em agua deionizada; 5) um minuto em Hematoxilina de Harris; 6) 20-30
imersbes em agua deionizada; 7) cinco imersdes em agua amoniacal; 8) lavar a
lamina em agua corrente até que a mesma nao desprenda mais residuos de
corante; 9) 10 imersdes em solucdo de alcool etilico (70%); 10) 10 imersbes em
solucdo de alcool etilico (95%); 11) 10 imers6es em solucdo de alcool etilico
absoluto; 12) 40 imersdes no corante Orange G; 13) 10 imersdes em solucao de
alcool etilico absoluto; 14) 10 imersdes em solucdo de alcool etilico absoluto; 15)
dois minutos no corante hematoxilina-eosina 36; 16) 10 imersfes em solucdo de
alcool etilico absoluto; 17) 10 imersdes em solucdo de alcool etilico absoluto; 18) 10
imers@es em solucao de xilol fenicado; 19) 10 imersdes em solucéo de xilol; 20) um

minuto na solucéo de xilol.

Os laudos do exame citologico foram analisados quanto a presenca de
alteracoes cervicais e a deteccdo de vaginose. Para as alteracfes cervicais, foram
considerados positivos: ASC-US (células escamosas atipicas de significado
indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas), ASC-H (células escamosas atipicas
de significado indeterminado, ndo se pode afastar lesdo de alto grau), LSIL (leséo
intraepitelial escamosa de baixo grau) e AGC-SOE (células glandulares atipicas de
significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas). A presenca de vaginose
foi considerada positiva quando foi detectada a presenca de Bacilos

supracitoplasmaticos (sugestivos de Gardnerella / Mobiluncus) (INCA, 2006).
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5.4 PCR para detecc¢éo de Trichomonas vaginalis (TV), Neisseria gonorrhoeae
(NG), Chlamydia trachomatis (CT) e Papiloma Virus Humano (HPV)

Os tubos (Eppendorf, Brasil) contendo o0s swabs vaginais foram
encaminhados ao Laboratério de Pesquisas Cinicas (LPC) da UFOP logo apés a

coleta e foram armazenados em freezer a -20°C.

A extracdo do DNA foi realizada em 80 amostras, sendo 40 de mulheres que
apresentavam a flora bacteriana normal e 40 que apresentavam vaginose
bacteriana, de acordo com as andlises das laminas coradas pelo método de Gram. A
selecdo foi composta pelas mulheres positivas para os patégenos ndo comensais
detectados pelo Gram e/ou citolégico somadas aos casos negativos selecionados
aleatoriamente até compor dois grupos (com e sem vaginose). Essas amostras
foram selecionadas a fim de se avaliar a detec¢do de CT, NG, TV e HPV pela PCR.
Primeiramente, os tubos contendo o swab vaginal foram descongelados em
temperatura ambiente. A extracdo de DNA foi feita utilizando o Kit de extracéo
Wizard™ Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, USA), seguindo as

recomendacdes descritas pelo fabricante.

5.4.1 Amplificacdo do genef globina

A amplificacdo do gene constitutivo B globina foi realizada para a checagem
da qualidade da extracdo de DNA. A PCR foi realizada em termociclador (Techne,
Inglaterrra) utilizando os iniciadores PCO3 (ACACAAACTGTGTTCACTAGC) e PCOg4
(CAACTTCATCCACGTTCACC). A reacao teve o produto final de 12uL, contendo
0,84uM de cada iniciador (Invitrogen, Brasil), 6,25uL de 2x Tag PCR MasterMix
(Tiangen, Beijing Shi, China), 1,75uL de agua e 2uL de DNA genbémico. O ciclo de
amplificacdo iniciou-se com quatro minutos de desnaturacéo inicial a 95°C, seguido
por 35 ciclos de 94°C por 30s; 51,5°C por 30s; 72°C por 30seg e um ciclo final de
72°C por 7 minutos. Utillizou-se agua como controle negativo da reagédo. O produto

amplificado de 123pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2%.
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5.4.2 PCR para detecc¢édo da Trichomonas vaginalis (TV)

A amplificagédo do fragmento de 84pb foi realizada em termociclador (Techne,
Inglaterrra) utilizando os iniciadores 5-AAGATGGGTGTTTTAAGCTAGATAAGGT-3'
e 5-CGTCTTCAAGTATGCCCCAGTAC-3' descritos por (TAYOUN et al., 2015). A
reacao teve o produto final de 12uL, contendo 0,84uM de cada iniciador (Invitrogen,
Brasil), 6,25uL de 2x Tag PCR MasterMix (Tiangen, Beijing Shi, China), 1,75uL de
agua e 2uL de DNA genémico. O ciclo de amplificac&o iniciou-se com 10 minutos de
desnaturacao inicial a 95°C, seguido por 40 ciclos de 95°C por 30s; 60°C por 30s;
72°C por 30seg e um ciclo final de 72°C por 5 minutos. Amostra de DNA de TV
obtida em urina foi usada como controle positivo. O produto amplificado foi analisado

por eletroforese em gel de agarose 2%.

5.4.3 PCR para deteccédo de Neisseria gonorrhoeae (NG)

A amplificacdo do fragmento de 102pb foi realizada em termociclador
(Techne, Inglaterrra) utilizando os iniciadores 5-CCGGAACTGGTTTCATCTGATT-3'
e 5-GTTTCAGCGGCAGCATTCA-3' descritos por (TAYOUN et al., 2015). A reacéo
teve o produto final de 12pL, contendo 0,84 uM de cada iniciador (Invitrogen, Brasil),
6,25uL de 2x Taq PCR MasterMix (Tiangen, Beijing Shi, China), 1,75uL de agua e
2uL de DNA gendmico. O ciclo de amplificacdo iniciou-se com 10 minutos de
desnaturacao inicial a 95°C, seguido por 40 ciclos de 95°C por 30s; 65°C por 30s;
72°C por 30seg e um ciclo final de 72°C por 5 minutos. Utilizou-se dgua como
controle negativo e amostra de DNA de NG obtida em urina como controle positivo.

O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2%.

5.4.4 PCR para deteccdo de Chlamydia trachomatis (CT)

A amplificacdo do fragmento de 150pb foi realizada em termociclador
(Techne, Inglaterrra) utilizando os iniciadores 5-TCTGAGCACCCTAGGCGTTT-3' e
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5-CGTAACTCGCTCCGGAAAAA-3' descritos por (TAYOUN et al., 2015). A reacéo
teve o produto final de 12puL, contendo 0,84uM de cada iniciador (Invitrogen, Brasil),
6,25uL de 2x Tag PCR MasterMix (Tiangen, Beijing Shi, China), 1,75uL de agua e
2uL de DNA gendmico. O ciclo de amplificagdo iniciou-se com 10 minutos de
desnaturacao inicial a 95°C, seguido por 40 ciclos de 95°C por 30s; 57°C por 30s;
72°C por 30seg e um ciclo final de 72°C por 5 minutos. Amostras de DNA de CT
obtidas em cultivo de células infectadas com a bactéria foram utilizadas como
controle positivo. O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 2%.

5.4.5 PCR para deteccado do Papiloma Virus Humano (HPV)

A amplificacdo do fragmento de 160pb foi realizada em termociclador
(Techne, Inglaterrra) utilizando 0s iniciadores GP5+ (5'-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC -3') e GP6+ (5-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3') descritos por (DE RODA HUSMAN et al.,
1995). A reacdao teve o produto final de 52uL, contendo 0,19 uM de cada iniciador
(IGT, Brasil), 45uL de 1,5x Tag PCR MasterMix (Ludwig, Brasil) e 5uL de DNA
gendémico. O ciclo de amplificacao iniciou-se com 5 minutos de desnaturacéo inicial
a 95°C, seguido por 40 ciclos de 94°C por 1min; 45°C por 1min; 72°C por 45seg e
um ciclo final de 72°C por 5 minutos. Amostras de DNA de HPV obtidas em
amostras de mulheres sabidamente positivas foram utilizadas como controle

positivo. O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2%.

5.4.6 Eletroforese em gel de agarose a 2%

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 2%, corado
com brometo de etidio. A eletroforese foi realizada em 100 Volts com duracao

aproximada de uma hora. Os fragmentos foram visualizados em transluminador.
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5.5 Avaliacéo estatistica e epidemiolégica

As informacdes coletadas foram codificadas e duplamente digitadas utilizando
o programa EpiData (versao 3.2). Os arquivos foram posteriormente comparados e
as divergéncias de digitacdo corrigidas. Para a analise dos dados foi utilizado o
pacote estatistico STATA versao 10.0.

Para a determinacédo da classe social da populagéo estudada foi realizado um
escore socioeconémico de cada participante deste estudo de acordo com o Critério
Brasil de Classificacdo Econémica 2015 (ABEP, 2016). Para isso, foram realizadas
perguntas relacionadas a quantidade de itens domésticos (geladeira, freezer,
maquina de lavar roupa, entre outros), bem como a escolaridade da participante e a
presenca de servigos publicos (agua encanada e rua asfaltada) no local onde reside
a familia. Para cada pergunta respondida foi gerada uma pontuacéo. Ao final, estes

pontos foram somados e a classe social determinada.

Para os calculos de prevaléncia de vaginose na populacdo estudada foram
utilizados os resultados obtidos pelos métodos de Gram e exame citopatoldgico do
colo do utero. Foi avaliada a concordancia entre estes métodos atraves do kappa. A
interpretacéo do resultado foi de acordo com a seguinte escala: 1,00-0,81 excelente;
0,80-0,61 bom; 0,61-0,40 moderado; 0,40-0,21 fraco; 0,20-0,0 auséncia de
concordancia (SZKLO, NIETO, 2000).

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva dos dados coletados por
meio do questionario utilizando medidas resumo (média, mediana, frequéncia
relativa). As questdes ndo respondidas em cada questionario foram transformadas

em dados “missing”.

Para a busca dos fatores de risco associados a vaginose foi realizado
previamente uma analise univariada, utilizando o modelo estatistico de Poisson com
variacao robusta. A variavel resposta avaliada foi a presenca de vaginose pelo Gram
e foram testadas todas as variaveis do questionario. Foram selecionadas para a

analise multivariada, as variaveis que apresentaram um valor de p <0,25.

Na analise multivariada partiu-se de um modelo completo, com todas as

variaveis selecionadas na univariada, e foi realizado o descarte sucessivo (passo a
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passo) das varidveis nado significativas. Nesta etapa, utilizou-se o nivel de
significancia de 0,05, isto €, as variaveis que apresentaram p> 0,05 foram retiradas
do modelo passo a passo. O modelo final foi constituido apenas por varidveis com

nivel de significancia < 0,05.

Foi realizado o teste de correlacdo de Spearman para avaliar a presenca
correlacdo entre vaginose pelo Gram e a presenca de alteracfes citologicas, além
disso, entre a vaginose e a presenca de outros patdégenos (Trichomonas vaginalis,

Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e HPV).

Os resultados das andlises moleculares para CT, NG, TV e HPV foram
apresentados de forma descritiva onde foi calculada a frequéncia de cada patégeno
em mulheres com e sem vaginose, onde procurou-se associar a presenca destes

microrganismos com a presenca de vaginose.



45

6. RESULTADOS

6.1 Analise epidemioldgica

6.1.1 Caracteristicas da populacao avaliada

O estudo foi composto por 341 mulheres sendo a média de idade desta
populacdo de 40,1 anos, com idade minima de 18 e maxima de 83 anos (dados nao
mostrados). A maior parte da populacdo (50,1%) apresentou idade superior a 40
anos. A maioria das mulheres (53,4%) era casada ou vivia com parceiro, 48,7%
declarou possuir ensino médio completo ou incompleto, 39,4% se declaravam
pardas ou de origem asiatico-indigena e a maior parte (34,2%) eram pertencentes a

classe social C2 (Tabela 1).
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Tabela 1: Perfil socioecondmico da populacéo de estudo, Ouro Preto-MG, 2017

Variavel N %

Idade (anos)

18a30 95 27,9
>30 e <40 75 22,0
>40 e < 50 82 24,0
>50 89 26,1
ESF

Bauxita 44 12,9
Alvorada 118 34,6
Andorinhas 179 52,5
Nivel educacional

Analfabeto/Fundamental 118 34,6
Médio 166 48,7
Superior 57 16,7
Estado civil

Casada/vive com parceiro 182 53,4
Vilva/ Separada/divorciada 42 12,3
Solteira 117 34,3
Origem étnica*

Branco 83 25,8
Afro-descendente 112 34,8
Asiatico-indigena + Parda 127 394
Classe social*/**

A:BleB2 72 21,6
Cc1 76 22,8
c2 114 34,2
DeE 71 214

* excluindo “Nao Respondeu”
** de acordo com Critério Brasil de Classificagdo Econémica 2015

A Tabela 2 mostra os habitos de vida mais comuns entre as mulheres
entrevistadas. A maioria ndo fuma (83,0%) ou nunca fumou (74,3%) e ndo fazem
uso de drogas ilicitas (98,5%). A maioria das mulheres relatou que faz uso de bebida
alcodlica (55,6%), ndo faz uso de anticoncepcional oral (51,6%), ndo faz uso de
anticoncepcional injetavel (67,6%), ndo faz uso de DIU (72,7%) e nado utilizam

camisinha durante as relagdes sexuais (72,6%).
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Tabela 2: Habitos de vida da populacdo de estudo, Ouro Preto-MG, 2017

Variavel N %
Fumantes*
N&o 279 83,0
Sim 57 17,0
Ex fumantes*
Nzo 208 74,3
Sim 72 25,7
Uso de bebida alcodlica*
Nzo 149 44 4
Sim 187 55,6
Consumo de bebida
alcodlica*
N&o bebe 149 447
< 1 vez por semana 78 23,4
1 vez por semana 59 17,7
2 vezes por semana ou mais 47 14,2
Uso de drogas ilicitas*
Nzo 330 98,5
Sim 5 1,5

Fazem uso (_je
anticoncepcional oral

Nao 176 51,6
N&o se aplica** 90 26,4
Sim 75 22,0

Fazemusode
anticoncepcional injetavel*

N&o 230 67,6
N&o se aplica** 90 26,5
Sim 20 5,9
Usam DIU

N&o 248 72,7
N&o se aplica** 90 26,4
Sim 3 0,9
Usam preservativo*

N&o 212 72,6
Sim 80 27,4

* excluindo “Nao Respondeu”
** Nao se aplica: refere-se a mulheres na menopausa

Como mostrado na Tabela 3, a maioria das mulheres entrevistadas né&o
estavam gravidas (96,8%) no dia da entrevista, nunca tiveram aborto (79,2%) ou
DSTs (92,0%) e ja tiveram vaginose (50,8%). A maior parte delas ndo estava na
menopausa (73,3%), ja tiveram pelo menos uma gestacdo na vida (72,9%) e
possuiam ciclo menstrual regular (67,4%). A média de idade da primeira
menstruacado foi de 12,8 anos (DP: 3,5) e a média de idade da primeira relacao
sexual foi de 18,3 anos (DP: 1,8) (dados ndo mostrados). Além disso, a maior parte
das mulheres relatou que possuia vida sexual ativa (77,6%), possuia parceiro sexual

fixo (96,0%) e nunca tiveram relacao sexual com mulheres (97,9%).



Tabela 3: Comportamento sexual da populacédo de estudo, Ouro Preto-MG, 2017

Variavel N %
Gravidas*

N&o 328 96,8
Sim 11 3,2
Jé tiveram aborto

N&o 270 79,2
Sim 71 20,8
Jéa tiveram DST*

N&o 310 92,0
Sim 27 8,0
Ja tiveram vaginose*

N&o 163 49,2
Sim 168 50,8
Estdo na menopausa*

N&o 247 73,3
Sim 90 26,7
Ja tiveram alguma

gestacao*

N&o 92 27,1
Sim 247 72,9
Idade da 12 menstruacao*

<13 anos 221 67,8
> 13 anos 105 32,2
Ciclo menstrual regular*

N&o 78 32,6
Sim 161 67,4
Idade da 12 relagdo

sexual*

<18 anos 202 62,0
>18 anos 124 38,0
Possuem vida sexual

ativa*

N&o 76 22,4
Sim 264 77,6
Possuem mais que um

parceiro (a) sexual*

N&o 316 96,0
Sim 13 4,0
Tem ou tiveram relacdo

sexual com mulheres

N&o 334 97,9
Sim 7 2,1

* excluindo “Nao Respondeu”

48
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6.1.2 Prevaléncia e recorréncia de vaginose utilizando bacterioscopia pos-

coloracdo de Gram

Os resultados do estudo mostraram prevaléncia de vaginose de 32,5% dentro
da populacao estudada, utilizando bacterioscopia pds-coloracdo de Gram associada
ao escore de Nugent (padrdo-ouro). A andlise de prevaléncia separada por regido
apresentou resultados semelhantes, sendo a regido contemplada pela ESF Alvorada
com a maior prevaléncia de vaginose (33,9%), seguida pela ESF Andorinhas
(32,4%) e ESFs Bauxita (29,5%), conforme apresentado na Tabela 4. A taxa de
recorréncia de vaginose na populacédo estudada foi de 50,8% de acordo com o

guestionario.

Tabela 4: Prevaléncia de vaginose por regido de Ouro Preto-MG utilizando
bacterioscopia pos-coloracédo de Gram

Armia (0 Intervalo de
ESF Prevaléncia (%) confianca (IC 95%)
Bauxita 29,5 17,5-44,2
Andorinhas 32,4 25,8 -39,5
Alvorada 33,9 25,8-42,8
Total 32,5 27,7-37,7

6.1.3 Prevaléncia de vaginose utilizando método citolégico

Utilizando o método citologico (coloracdo de Papanicolaou), a prevaléncia de
vaginose foi de 27,7% na populacdo estudada. A andlise de prevaléncia separada
por regido apresentou resultados semelhantes, sendo a populacdo cuidada pela
ESF Alvorada com a maior prevaléncia de vaginose (29,4%) seguida pela ESF
Andorinhas (27,0%) e ESF Bauxita (26,2%), conforme apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5: Prevaléncia de vaginose por regido de Ouro Preto-MG utilizando método
citolégico

A i 0 Intervalo de
ESF Prevaléncia (%) confianca (IC 95%)
Bauxita 26,2 14,6 — 41,0
Andorinhas 27,0 20,6 — 34,2
Alvorada 29,4 21,4-38,4
Total 27,7 23,0-32,8

Foi observada uma boa concordancia entre os métodos bacterioscopia pés-
coloracédo de Gram e citolégico para a deteccao de vaginose, sendo encontrada uma
concordancia de 90,1% entre os métodos e kappa=0,77.

6.1.4 Fatores de risco associados a vaginose

Para a identificacdo dos fatores de risco associados a vaginose foram
comparadas mulheres com vaginose e sem vaginose, de acordo com o método
bacterioscopia pos-coloracdo de Gram. A analise univariada empregando o modelo
de Poisson estd descrita nas Tabelas 6, 7 e 8. As variaveis com nivel de

significancia <0,25 foram selecionadas para o modelo multivariado.
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Tabela 6: Andlise univariada correlacionando a presenca de vaginose e o perfil

socioecondmico da populacao estudada

Vaginose

Variavel Positivo Negativo RP**(IC95%) p

n(%) n(%)
Idade (anos)
18a30 30 (27,0) 65 (28,3)
>30e<40 26 (23,4) 49 (21,3) 1,1 (0,7-1,6) 0,671
>40 e <50 27 (24,3) 55 (23,9) 1,0 (0,7-1,6) 0,848
>50 28 (25,2) 61 (26,5) 1,0 (0,6-1,5) 0,986
Nivel educacional
Superior 17 (15,3) 40 (17,4)
Médio 44 (39,6) 122 (53,0) 0,9 (0,5-1,4) 0,625
Analfabeto/Fundamental 50 (45,1) 68 (29,6) 1,4 (0,9-2,2) 0,127
Estado civil
Casadalvive com parceiro 52 (46,9) 130 (56,5)
Viliva/ Separada/divorciada 19 (17,1) 23 (10,0) 1,6 (1,0-2,4) 0,026
Solteira 40 (36,0) 77 (33,5) 1,2 (0,8-1,7) 0,302
Origem étnica*
Branco 24 (23,1) 59 (27,1)
Afro-descendente 38 (36,5) 74 (33,9) 1,2 (0,8-1,8) 0,462
Asidtico-indigena + Parda 42 (40,4) 85 (39,0) 1,1(0,7-1,7) 0,530
Classe social*/**
A;BleB2 21 (19,4) 51 (22,7)
C1 19 (17,6) 57 (25,3) 0,8 (0,5-1,4) 0,569
C2 41 (38,0) 73 (32,4) 1,2 (0,8-1,9) 0,346
DeE 27 (25,0) 44 (19,6) 1,3 (0,8-2,1) 0,266

* excluindo “Nao Respondeu”
** de acordo com Critério Brasil de Classificacdo Econdmica 2015
*** RP: raz&o de prevaléncia
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Tabela 7: Andlise univariada correlacionando a presenca de vaginose e 0s habitos

de vida da populacao estudada

Vaginose

Variavel Positivo Negativo RP*** (1C95%) p

n(%) n(%)
Fumantes*
N&o 85 (78,0) 194 (85,5)
Sim 24 (22,0) 33 (14,5) 1,4 (1,0-2,0) 0,072
Ex fumantes*
N&o 65 (76,5) 143 (73,3)
Sim 20 (23,5) 52 (26,7) 0,9 (0,6-1,3) 0,586
Uso de bebida
alcodlica*
Nzo 47 (43,1) 102 (44,9)
Sim 62 (56,9) 125 (55,1) 1,0 (0,8-1,4) 0,755
Consumo de bebida
alcodlica*
N&o bebe 47 (43,0) 102 (45,6)
< 1 vez por semana 26 (23,9) 52 (23,2) 1,0 (0,7-1,6) 0,783
1 vez por semana 15 (13,8) 44 (19,6) 0,8 (0,5-1,3) 0,396
2 vezes por semana ou mais 21 (19,3) 26 (11,6) 1,4 (0,9-2,1) 0,086
Uso de drogas ilicitas*
N&o 107 (98,2) 223 (98,7)
Sim 2(1,8) 3(1,3) 1,2 (0,4-3,6) 0,705
Fazem uso de
anticoncepcional oral
N&o 62 (55,9) 114 (49,6)
N&o se aplica** 26 (23,4) 64 (27,8) 0,8 (0,6-1,2) 0,308
Sim 23 (20,7) 52 (22,6) 0,9 (0,6-1,3) 0,492
Fazem uso de
anticoncepcional
injetavel*
N&o 75 (68,2) 155 (67,4)
N&o se aplica** 26 (23,6) 64 (23,8) 0,9 (0,6-1,3) 0,526
Sim 9(8,2) 11 (4,8) 1,4 (0,8-2,3) 0,224
Usam DIU
N&o 83 (74,8) 165 (71,7)
N&o se aplica** 26 (23,4) 64 (27,8) 0,9 (0,6-1,2) 0,435
Sim 2(1,8) 1(0,5) 2,0 (0,9-4,5) 0,100
Usam preservativo*
N&o 76 (78,4) 136 (69,7)
Sim 21 (21,6) 59 (30,3) 0,7 (0,5-1,1) 0,136

* excluindo “Nao Respondeu”
** Nao se aplica: refere-se a mulheres na menopausa
*** RP: razdo de prevaléncia
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Tabela 8: Andlise univariada correlacionando a presenca de vaginose e 0
comportamento sexual da populacdo estudada

Vaginose
Variavel Positivo Negativo RP** (1C95%) p
n(%) n(%)
Gravidas*
N&o 107 (96,4) 221 (96,9)
Sim 4 (3,6) 7 (3,1) 1,1 (0,5-2,5) 0,790
Ja tiveram aborto
N&o 90 (81,1) 180 (78,3)
Sim 21 (18,9) 50 (21,7) 0,9 (0,6-1,3) 0,555
Ja tiveram DST*
N&o 98 (89,9) 212 (93,0)
Sim 11 (10,1) 16 (7,0) 1,28 (0,8-2,0) 0,305
Ja tiveram vaginose*
N&o 43 (40,6) 120 (53,3)
Sim 63 (59,4) 105 (46,7) 1,4 (1,0-1,9) 0,033
Estdo na menopausa*
Nzo 84 (76,4) 163 (71,8)
Sim 26 (23,6) 64 (28,2) 0,8 (0,5-1,3) 0,376
Ja tiveram alguma
gestacao*
N&o 30 (27,3) 62 (27,1)
Sim 80 (72,7) 167 (72,9) 1,0 (0,7-1,4) 0,969
Idade da 12
menstruacao*
< 13 anos 32 (29,9) 73 (33,3)
> 13 anos 75 (70,1) 146 (66,7) 1,1 (0,8-1,6) 0,539
Ciclo menstrual
regular*
N&o 25 (30,1) 53 (34,0)
Sim 58 (69,9) 103 (66,0) 1,2 (0,7-2,1) 0,545
Idade da 12 relagdo
sexual*
<18 anos 37 (34,6) 87 (39,7)
>18 anos 70 (65,4) 132 (60,3) 1,2 (0,8-1,6) 0,375
Possuem vida sexual
ativa*
N&o 27 (24,6) 49 (21,3)
Sim 83 (75,4) 181 (78,7) 0,9 (0,6-1,2) 0,496
Possuem mais que um
parceiro (a) sexual*
N&o 103 (95,4) 213 (96,4)
Sim 5 (4,6) 8 (3,6) 1,2 (0,6-2,4) 0,646
Tem ou tiveram
relacdo sexual com
mulheres
N&o 108 (97,3) 226 (98,3)
Sim 3(2,7) 4(1,7) 1,3 (0,5-3,1) 0,526

* excluindo “Nao Respondeu” / ** RP: raz&o de prevaléncia



54

Apos a realizagdo do modelo multivariado de Poisson, foi observado que
mulheres que fumavam, usavam DIU e que possuiam histérico de vaginose
apresentavam aumento do risco de desenvolvimento de vaginose em 1,5; 3,0e 1,5

vezes respectivamente, conforme mostrado na Tabela 9.

Tabela 9: Fatores de risco para o desenvolvimento de vaginose bacteriana

Variavel RP Bruto (95% CI) RP Ajustado (95% CI)
Tabagismo
Nao versus Sim 1,4 (1,0-2,0) 1,5(1,1-2,1)
Uso de DIU
Nao versus Sim 2,0 (0,9-4,5) 2,8 (1,2-6,5)

Historico de vaginose

Nao versus Sim 1,4 (1,0-1,9) 1,5(1,1-2,1)

Legenda: RP: razdo de prevaléncia

6.1.5 Associacao entre vaginose bacteriana e alteracdes citoldgicas

Foi observado que 7,2% (n=24) da populacéo avaliada apresentou algum tipo
de alteracdo no exame citopatoldgico. A frequéncia destas alteracbes em relacdo a
populacéo total avaliada foi de 3,6% (n=12) com ASC-US, 0,6% (n=2) com ASC-H,
2,1% (n=7) com LSIL e 0,9% (n= 3) apresentando células glandulares atipicas
(AGC-SOE). Entretanto, nao foi observada correlacdo entre a presenca de vaginose

pelos métodos de Gram e citoldgico e alteracdes citoldgicas.

6.2 Deteccao de patdbgenos ndo comensais

6.2.1 Deteccao de Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia

trachomatis utilizando bacterioscopia pods-coloracdo de Gram
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Utilizando a bacterioscopia poés-coloracdo de Gram, casos de infeccdo por
Trichomonas vaginalis e Chlamydia trachomatis néo foram detectados nas amostras
avaliadas. No entanto, foi detectada a presenca de Neisseria gonorrhoeae em uma
mulher que ndo apresentava vaginose, conforme mostrado na Tabela 10 e Figura 1.

Tabela 10: Deteccao de Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae e
Chlamydia trachomatis utilizando bacterioscopia p6s-coloracdo de Gram

Agente patoldgico CASOS/TOTAL %
Trichomonas vaginalis

com vaginose 0/111 0,0

sem vaginose 0/230 0,0

Total 0/341 0,0
Neisseria gonorrhoeae

com vaginose 0/111 0,0

sem vaginose 1/230 0,4

Total 1/341 0,3
Chlamydia trachomatis

com vaginose 0/111 0,0

sem vaginose 0/230 0,0

Total 0/341 0,0

Figura 1: Foto da bacterioscopia pds-coloragdo de Gram de uma mulher infectada
por diplococos Gram negativos sugestivos de Neisseria gonorrhoea.

6.2.2 Deteccao de Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia

trachomatis utilizando o método citolégico

Utilizando o método citolégico, ndo foram detectados casos de infeccdo por

Neisseria gonorrhoeae nas amostras avaliadas. No entanto, a presenca de
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Trichomonas vaginalis foi detectada em 20 casos, sendo 19 em mulheres com
vaginose e um caso em mulher sem vaginose. Além disso, Chlamydia trachomatis
foi detectado em somente um caso, sendo em uma mulher que ndo apresentava

vaginose, conforme mostrado na Tabela 11.

Tabela 11: Deteccdo de Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae e
Chlamydia trachomatis utilizando método citologico

Agente patoldgico CASOS/TOTAL %

Trichomonas vaginalis

com vaginose 19/111 17,1

sem vaginose 1/230 0,4

Total 20/341 59
Neisseria gonorrhoeae

com vaginose 0/111 0,0

sem vaginose 0/230 0,0

Total 0/341 0,0
Chlamydia trachomatis

com vaginose 0/111 0,0

sem vaginose 1/230 0,4

Total 1/341 0,3

6.2.3 Deteccdo de Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia

trachomatis e HPV em uma sub-amostra utilizando PCR

A técnica de PCR foi realizada em uma sub-amostra (n=80) das pacientes
avaliadas pelos outros dois métodos. Nesse caso, a casuistica foi composta pelas
mulheres positivas pela técnica de Gram e/ou citolégico para os patdbgenos
Chlamydia trachomatis (CT), Trichomonas vaginalis (TV), Neisseria gonorrhoeae
(NG) somadas aos casos negativos selecionados aleatoriamente até compor dois
grupos (com e sem vaginose) de 40 pacientes cada. Além de CT, NG e TV foi

realizada a pesquisa do Papiloma Virus Humano (HPV) nestas amostras.

A presenca dos 4 patégenos foi detectada utilizando o método PCR. A
infeccdo por TV esteve mais presente em mulheres que apresentavam vaginose

(25,0%), assim como o HPV (30,0%). Foram detectados somente dois casos de
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infeccdo por NG, sendo ambos em mulheres que ndo apresentavam vaginose. O
patégeno mais encontrado utilizando a PCR foi CT (25,0%), sendo nove dos casos
(22,5%) em mulheres que apresentavam vaginose e 11 casos em mulheres sem
vaginose (27,5%), conforme mostrado na Tabela 12 e Figura 2. Foi observada
correlacdo entre a presenca de vaginose e a deteccdo de Trichomonas vaginalis
através do teste de correlacdo de Spearman (r=0,24; p=0,03). Para os outros
patdgenos pesquisados, essa correlacdo nao foi observada.

Tabela 12: Deteccao de Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, Neisseria
gonorrhoeae e HPV utilizando PCR

Agente patologico CASOS/TOTAL %
Trichomonas vaginalis
com vaginose 10/40 25,0
sem vaginose 3/40 7,5
Total 13/80 16,3
Neisseria gonorrhoeae
com vaginose 0/40 0,0
sem vaginose 2/40 5,0
Total 2/80 2,5
Chlamydia trachomatis
com vaginose 9/40 22,5
sem vaginose 11/40 27,5
Total 20/80 25,0
HPV
com vaginose 12/40 30,0
sem vaginose 5/40 12,5
Total 17/80 21,3

Utilizando a PCR, foram detectados 15% (12/80) de casos de co-infec¢éo
entre os patdgenos pesquisados. Dentre estes, a co-infeccdo entre CT e HPV foi a
mais frequente [41,7% (5/12)] seguida por CT e TV [25,0% (3/12)], TV e HPV [16,7%
(2/12)], NG e CT [8,3% (1/12)] e CT, HPV e TV [8,3% (1/12)]. Dos casos que

apresentaram co-infeccdo, metade era de mulheres com vaginose.
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Figura 2: Gel de agarose (2%) para (A) Trichomonas vaginalis. Legenda: NO (controle negativo);
CP (controle positivo); amostras positivas: (059A, 062A, 064A, 065A, 136A, 301A), amostras
negativas (054A, 061A, 076A,109A). (B) Neisseria gonorrhoeae. Legenda: PM (peso molecular) NO
(controle negativo); CP (controle positivo); amostra positiva: (076A), amostras negativas (064A, 108A,
109A, 217A, 237A). (C) Chlamydia trachomatis. Legenda: NO (controle negativo); CP (controle
positivo); amostras positivas: (206A, 245A), amostras negativas (123A, 136A, 146A, 202A, 213A,
217A, 218A, 219A, 224A, 231A, 237A, 242A, 243A, 272A, 301A). (D) HPV. Legenda: NO (controle
negativo); CP (controle positivo); amostras positivas: (312A, 342A, 367A, 213A, 055A); amostras
negativas (335A, 373A, 397A, 109A)
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7. DISCUSSAO

A vaginose bacteriana (VB) é a principal causa de corrimento vaginal,
afetando cerca de 30% das mulheres em todo o mundo e, se ndo tratada, pode levar
a sérias complicacbes (BAGNALL et al., 2017). Além disso, grande parte das
mulheres apresentam episédios recorrentes da doenga, mesmo com a realizag¢édo do
tratamento de forma adequada. Sendo assim, faz-se necesséria a realizacdo de
estudos nesta area, visto que os habitos de vida estdo diretamente relacionados

com o surgimento dessa enfermidade.

As taxas de prevaléncia de vaginose variam de acordo com a populacao
estudada e o método utilizado para o diagnostico. No presente estudo realizado em
uma populagcdo de mulheres com idade 218 anos, a prevaléncia de vaginose
utilizando a bacterioscopia pos-coloracao de Gram foi 32,5%. Em estudos realizados
na Lituania e na Etiopia com mulheres na mesma faixa etaria e utilizando o mesmo
método diagnodstico, as prevaléncias de 24,4 e 48,6% foram respectivamente
encontradas (JANULAITIENE et al., 2017; BITEW et al., 2017). A desigualdade na
composicao da flora vaginal tem sido apontada como um fator importante para a
diferenca de prevaléncia entre as populacfes. A maior prevaléncia de vaginose em
mulheres africanas, por exemplo, pode ser explicada pela baixa ocorréncia de
espécies de Lactobacillus produtoras de peroxido de hidrogénio, que sdo menos
frequentes em mulheres de raca negra e que possuem atividade de defesa contra
patdgenos (LINHARES et al., 2010). A populacao brasileira € bastante miscigenada,
apresentando taxa de prevaléncia semelhante a paises como Canada (33,0%) e
Estados Unidos da América (30,1%) (BAUTISTA et al., 2016; MARCONI et al.,
2015).

O exame citologico pds-coloracdo de Papanicolaou foi o outro método
empregado para a avaliacdo de vaginose. Nesse caso, a prevaléncia foi de 27,7%.
Utilizando uma populacdo semelhante no Brasil, Peres e colaboradores (2015)
encontraram prevaléncia similar (28,1%) ao presente estudo. Embora tenha sido
observada diferenca na taxa de prevaléncia entre os métodos citolégico e Gram, boa

concordancia entre eles foi encontrada (kappa=0,77). Esse resultado mostra que
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tanto o método de Gram quanto o citolégico podem ser utilizados para o diagndéstico

de vaginose, como ja descrito por Martins e colaboradores (2007).

O método de Gram associado ao critério de Nugent é considerado o padréo-
ouro para o diagndstico de vaginose (ANUKAM et al., 2014). Uma limitagdo esta no
sistema de pontuagcdo que pode gerar confusdo na presenca de uma flora vaginal
mais complexa, classificando-a em somente uma categoria (VERHELST et al, 2005).
Por outro lado, o método citolégico possui papel importante no reconhecimento das
alteracfes inflamatdrias e infecciosas do trato genital feminino, designadas como
alteracbes celulares reativas (MARTINS et al., 2007). Em casos positivos para VB,
bacilos supracitoplasmaticos sugestivos de Gardnerella/Mobiluncos e clue-cells séo
detectados (INCA, 2006). Entretanto, alguns autores (MARTINS et al., 2007; DAVIS
et al., 1997) mostraram que esse método possui 50% de sensibilidade e 95% de
especificidade, em meédia, quando comparado com o padrdo-ouro. Essa baixa
sensibilidade pode explicar a menor taxa de prevaléncia (27,7%) encontrada por

este método no presente estudo quando comparada ao método de Gram (32,5%).

Para elucidar o motivo de uma elevada prevaléncia de vaginose, os fatores de
risco correlacionados a esta doenca foram investigados. Nesse estudo, tabagismo,
uso de DIU e histérico prévio de vaginose foram associados. O habito de fumar
também mostrou estar relacionado com o surgimento de vaginose no estudo
realizado por Brotman e colaboradores (2014), ja que a reducéo da flora lactobacilar
protetora em mulheres fumantes estava diminuida quando comparada a de néo
fumantes. Ademais, alguns autores mostraram que o cigarro possui efeito anti-
estrogénico, além de permitir o acumulo de aminas no epitélio vaginal, predispondo
a mulher a desenvolver vaginose (HELLBERG et al.,1988; WESTHOFF et al., 1996).

Em relacdo ao uso de DIU, resultados similares foram encontrados por
Chéavez e colaboradores (2009) e Li e colaboradores (2014). Acredita-se que o DIU
possa modificar a flora vaginal, favorecendo a colonizacdo de bactérias associadas
a vaginose (FARLEY et al., 1992). A presenca desse dispositivo poderia facilitar a
ascensao dos microrganismos cervicovaginais, predispondo as mulheres a vaginose

e a doenca inflamatoria pélvica (JOESOEF et al., 2001).

A taxa de recorréncia de vaginose nesse estudo foi de 50,8%. O historico

prévio de vaginose associado a novos casos de vaginose também foi observado nos



61

estudos de Marconi e colaboradores (2015), Sobel e colaboradores (1993) e
Bradshaw e colaboradores (2013). Episodios de recidivas frequentemente estédo
associados a falha no tratamento com antibiéticos. Isso se deve principalmente a
formacédo do biofilme na mucosa vaginal. Acredita-se que a fraca penetragdo e
difusdo das drogas antimicrobianas através da matriz polissacaridica possa explicar

a resisténcia aos antibioticos em células sésseis (POLLATI, 2012).

Ha ainda outros fatores de risco que, embora ndo tenham sido encontrados
associados com o surgimento de vaginose no presente estudo, ha relatos dessa
relacdo na literatura, como multiplos parceiros sexuais e relacdo sexual entre
mulheres (KOUMANS et al., 2007, CHAVES et al., 2009, BAUTISTA et al., 2016). O
baixo numero de mulheres que relataram possuir mais que um parceiro sexual
(n=13) e relacao sexual com mulheres (n=7) inviabilizou qualquer associacdo desses

fatores com vaginose.

A presenca de vaginose, além de estar associada a sérias complicacdes
como aborto, parto prematuro e infertilidade, também pode estar relacionada ao
aumento do risco de aquisicdo de doencas sexualmente transmissiveis e
desenvolvimento de neoplasia cervical (AMARAL, 2012; NAM et al., 2009). Foi
realizada uma analise de correlacdo entre a presenca de vaginose detectada pelos
métodos de Gram e citologico e a presenca de alteracBes cervicais no exame
citopatologico. No presente estudo nado foi encontrada correlacdo entre esses
fatores, assim como nos estudos realizados por Discacciati e colaboradores (2006) e
Boyle e colaboradores (2003). No entanto, ha estudos que sugerem que a presenca
de vaginose pode ser um importante fator para o desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais escamosas devido a producdo de nitrosaminas carcinogénicas pela
flora vaginal anormal e estimulo a liberacdo de algumas citocinas, como a
interleucina 1-B (GUIJON et al., 1992; BEHBAKHT et al., 2002). Os resultados de
estudos que buscam estabelecer associacao entre vaginose e alteracdes citologicas
ainda sdo controversos. O fato de varios estudos utilizarem diferentes métodos de
diagndstico para vaginose, como critério de Amsel, pesquisa de clue-cells no exame
citopatologico e método de Gram, pode contribuir para a divergéncia entre esses
resultados, jA& que estes métodos diferem entre si quanto a sensibilidade e

especificidade (NAM et al., 2009). Além disso, estudos que utilizaram o diagndstico
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clinico para vaginose apresentam como limitacdo a interpretacdo subjetiva de cada

clinico quanto a presenca ou a auséncia de vaginose (NAM et al., 2009).

Estudos tém mostrado que mulheres com vaginose apresentam maior risco
de aquisicdo de DSTs, principalmente tricomoniase, gonorreia e infec¢do por
Chlamydia trachomatis e HPV (BAUTISTA et al., 2016; LU et al., 2015). Ainda n&o
estao claros os motivos que levam a esse aumento, mas acredita-se que seja devido
a elevacdo do pH vaginal e a presenca de mediadores inflamatérios e de enzimas
como a mucinase, que proporcionariam um ambiente favoravel para a instalagdo dos
patdgenos (ALLSWORTH et al., 2011).

O presente estudo avaliou a deteccdo de quatro patdogenos causadores de
DSTs. O patégeno Trichomonas vaginalis foi detectado pelo método citoldgico e pela
PCR, nao sendo detectado pelo método de Gram. Nesse estudo, a frequéncia desse
patogeno foi de 5,9% pelo método citologico. Resultado semelhante (3,5%) foi obtido
por Almeida e colaboradores (2010). A frequéncia de deteccdo de Trichomonas
vaginalis foi maior em mulheres que apresentavam vaginose do que naguelas com
flora normal, tanto pelo método citolégico (17,1%) quanto pela PCR (25,0%).
Resultados semelhantes foram encontrados por Moodley e colaboradores (2002) e
Allsworth e colaboradores (2011). Alguns autores tentaram explicar essa
associacao. Brotman e colaboradores (2010) realizando estudos in vitro mostraram
gue o patogeno Trichomonas vaginalis cresce melhor em pH elevado, ambiente
proporcionado quando a mulher estd com vaginose. Entretanto, o presente estudo
nao é longitudinal e, portanto, ndo podemos afirmar que todos os casos de infec¢éo

por Trichomonas vaginalis ocorreram apos a mulher apresentar vaginose.

Como pode-se observar, a frequéncia de deteccdo de Trichomonas vaginalis
foi maior pelo método citologico do que pela PCR. Embora a técnica molecular
apresente maior sensibilidade que o método citolégico (BALKUS et al., 2014), dois
fatores poderiam explicar a diferenca de resultados: o material analisado e as
limitacbes da técnica de Papanicolaou. Em primeiro lugar, a pesquisa de
Trichomonas vaginalis pelo método citolégico ocorreu em material cervical, enquanto
a deteccédo pela PCR foi realizada em material vaginal. Aléem disso, a técnica de
Papanicolaou para a detecgéao de Trichomonas vaginalis apresenta sensibilidade de
35 a 85% e especificidade de 78 a 100% (BLACK et al., 1999). Somando-se a isso,
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Wiese e colaboradores (2000) mostraram uma taxa de erro de 48% quando somente

esse metodo foi utilizado para a deteccao de Trichomonas vaginalis.

Diplococos gram negativos intra e extracelulares sugestivos de Neisseria
gonorrhoeae foram detectados pela bacterioscopia pds-coloracdo de Gram. A PCR
também foi capaz de detectar Neisseria gonorrhoeae, porém esta bactéria ndo foi
detectada pelo método citolégico. A frequéncia desse patdgeno foi de 0,3%
utilizando o método de Gram. Resultado semelhante (0,9%) foi encontrado por
Ramos e colaboradores (2003). Utilizando o método de Gram foi detectado somente
um caso de infecgcéo por N. gonorrhoeae enquanto a PCR foi capaz de detectar dois
casos. Devido ao pequeno numero de casos de infeccdo por este patdogeno na
populacdo estudada, ndo foi possivel estabelecer relacdo de risco entre vaginose e
a presenca de N. gonorrhoeae.

Outro patogeno pesquisado foi a Chlamydia trachomatis. Essa bactéria foi
detectada em um caso pelo método citolégico e em 20 casos pela PCR. Entretanto,
nao foi observada relacdo de risco entre a presenca de vaginose e a aquisicdo de
Chlamydia trachomatis, visto que sua frequéncia em mulheres com vaginose foi
menor que em mulheres com flora vaginal normal. A citologia pelo método de
Papanicolaou € um método capaz de detectar C. trachomatis por meio de inclusées
citoplasmaticas causadas por esta bactéria. No entanto, por possuir baixa
sensibilidade, Freitas (2007) mostrou que esse método ndo deve ser utilizado para
rastreio dessa bactéria. Assim como o método de Papanicolaou, a coloragédo pelo
Gram possui baixa sensibilidade (23%) para a deteccdo de C. trachomatis, como
demonstrado no estudo de Orellana e colaboradores (2012), inviabilizando sua

utilizacéo para a deteccéo deste patdégeno.

As técnicas de biologia molecular tornaram possivel a pesquisa do DNA do
HPV nas amostras cervicais e vaginais, sendo a captura hibrida de segunda geracao
e a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), as técnicas mais utilizadas (POLJAK et
al., 2012). No presente estudo, a pesquisa para HPV foi realizada utilizando a PCR
como meétodo. Dois pares de primers foram avaliados inicialmente em amostras
sabidamente positivas para HPV: GP5+/6+ e MY09/11. Como o primeiro apresentou
melhor desempenho que o segundo na detec¢do de HPV em um maior numero de

amostras, optou-se pela escolha dos primers GP5+/6+ para a andlise das 80
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amostras selecionadas. Estudo realizado por Peres e colaboradores (2015)
apresentou resultado semelhante, onde os primers GP5+/6+ foram mais eficientes
gue MY 09/11 para deteccdo de HPV. Essa diferenca de sensibilidade pode ser
explicada pelo fato dos primers MY09/11 serem degenerados para a regido
conservada de leitura L1, o que pode reduzir o nivel de sensibilidade (MANOS et al.,
1989). Além disso, os primers GP5+/6+ sao capazes de detectar um maior nimero
de genotipos de HPV (DE RODA HUSMAN et al., 1995).

O HPV foi detectado em 17 das 80 sub-amostras utilizadas na analise, sendo
12 casos em mulheres com vaginose. Assim, como no presente estudo, Liu e
colaboradores (2015) também encontraram associacao entre HPV e vaginose. Essa
associacao pode ser atribuida a dois fatores: 1) o elevado pH vaginal em mulheres
com vaginose pode aumentar a susceptibilidade as DSTs, podendo estar associado
ao aumento do risco de aquisi¢ao do HPV (HUH, 2009); 2) a infec¢éo por HPV pode
causar danos no epitélio vaginal e degradar o muco cervical, facilitando o
desenvolvimento de vaginose (WATTS et al., 2005). Apesar da maioria dos estudos
apresentarem associacdo entre vaginose e HPV, ha estudos em que essa
associacdo nao € observada, como no estudo realizado por Reboucas e
colaboradores (2014). No entanto, a divergéncia entre os resultados pode ocorrer
dependendo da populacdo estudada e do método empregado para o diagnostico de
vaginose (REBOUCAS et al.,2014). A pesquisa de HPV nesse estudo foi realizada
em swabs vaginais, ao contrario da maioria dos estudos onde sao utilizadas
amostras cervicais. Coorevits e colaboradores (2018) realizaram a comparacéao
sobre a sensibilidade de deteccdo do HPV em amostras cervicais e vaginais e foi
observado que estas amostras sdo equivalentes para a deteccdo do HPV, podendo
0s swabs vaginais serem utilizados para a deteccdo de HPV em estratégias de

triagem para o cancer cervical.

A realizacdo da técnica PCR em somente 80 amostras impds algumas
limitacdes para um estudo comparativo com os métodos de Gram e citologico. No
entanto, a PCR se mostrou eficaz, pois foi a Unica técnica capaz de detectar os 4
patégenos pesquisados (Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae e Chlamydia
trachomatis e HPV). Com o advento dos métodos de pesquisa de &cidos nucleicos,
alguns métodos antes considerados padrao-ouro deixaram de ser referéncia para a

deteccdo de patégenos (FREITAS, 2007). A utilizacdo de métodos moleculares em
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combinacdo com os métodos padrdo-ouro pode ser importante para a obtencéo de
resultados mais fidedignos.

O presente estudo apresenta como limitacdes o fato de ndo ser longitudinal e
de utilizar uma amostra de conveniéncia, 0 que nao permite que afirmemos que a
infeccdo pelos patdégenos Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis e HPV ocorreu apés as mulheres ja estarem com vaginose. Além disso,
0 numero amostral deste estudo representa uma populacao de mulheres residentes
na area urbana de Ouro Preto-MG usuérias do SUS. Foi levado em consideracao,
para a realizacdo deste estudo, o deslocamento até as unidades de saulde e o
numero de mulheres atendidas em cada unidade, de forma a se obter um maior

numero amostral e representativo da area urbana do municipio.



66

8. CONCLUSAO

A prevaléncia de vaginose observada neste estudo foi similar a outros
estudos realizados no Brasil. Os métodos bacterioscopia pés-coloracdo de Gram e
citolégico apresentaram boa concordancia em relacdo a deteccado de vaginose na
populacdo estudada, mostrando que ambas as técnicas sédo eficazes e aplicaveis
para o diagnéstico de vaginose.

E importante que médicos das unidades basicas de salde tenham mais
atencdo com mulheres fumantes, usuarias de DIU e com histérico de vaginose, pois
apresentam risco maior de vaginose.

Dentre os patdgenos causadores de doencas sexualmente transmissiveis
estudadas, Trichomonas vaginalis e HPV foram detectados com maior frequéncia
em mulheres com vaginose. Além disso, o método de PCR foi eficaz para detectar
0S quatro patdgenos pesquisados (Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis e HPV), devendo ser avaliado seu emprego na rotina
laboratorial, a fim de se obter resultados mais fidedignos no rastreio de DSTSs.

N&o foi observada correlacdo entre vaginose e alteracdes citologicas na

populacédo estudada.
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10. Anexos
Anexo 1

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo da etiologia microbiana das vaginoses em mulheres

residentes em Ouro Preto/MG

Pesquisador: Glenda Nicioli da Silva

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 62883616.8.0000.5150
Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ouro Preto

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
DADOS DO PARECER
NUumero do Parecer: 1.907.198

Apresentacao do Projeto:

Em condi¢cdes normais, a flora bacteriana vaginal tem sido descrita como sendo
composta principalmente por bacilos GRAM positivos do género Lactobacillus.
Fatores como o numero elevado de parceiros sexuais, 0 inicio precoce da vida
sexual e a pratica de duchas vaginais podem levar a substituicdo total ou parcial da
flora normal por outras bactérias, principalmente anaerdbias. Esta condicdo é
chamada de vaginose bacteriana (VB). Trata-se da principal desordem vaginal
em mulheres em idade fértil e pode ser caracterizada pela presenca de fluido

vaginal com pH superior a 4,5,odor de peixe apds a adicdo de KOH 10% ao fluido e
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presenca de clue cells ao exame citoldgico. O principal agente causador de
vaginoses € a Gardnerella vaginalis, porém outras espécies bacterianas também
podem estar envolvidas, como Prevotella, Peptostreptococcus e Bacterioides spp,
além de Mobiluncos spp, Micoplasma hominis, Atopobium vaginae. VB é uma
desordem que ocorre em mulheres de todo o mundo, estando presente
principalmente em paises do leste e sul da Africa, apresentado indices superiores a
50%. Dentre os métodos laboratoriais mais rotineiramente utilizados para o
diagnéstico de VB estdo a Bacteroscopia pOs- coloracdo de GRAM e a coloracao de
Papanicolaou (exame colpocitolégico). O “método de GRAM” com a utilizagdo do
escore de Nugent tem sido considerado como o padrdo- ouro, sendo uma técnica
de baixo custo, baixo tempo de execucdo e alta correlacdo com a cultura
bacteriana. O método de Papanicolaou, por sua vez, apresenta sensibilidade de
50% e especificidade de 95% quando comparado ao “método de GRAM”. Devido a
sua facilidade de execucédo, o método de Papanicolaou tem sido utilizado para a
caracterizacdo de VB, principalmente nos casos positivos. Isto também tem
permitido seu emprego no diagnostico de VB assintomatica. Com o surgimento de
novos agentes causadores de VB, a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) emergiu como ferramenta atil no diagnéstico de VB, podendo ser utilizada na
deteccédo das varias espécies causadoras de vaginose, assim como na deteccao de
genes ligados a resisténcia bacteriana, que levam a vaginoses recorrentes. Sendo
assim, os objetivos deste estudo serdo: 1)Determinar a prevaléncia de mulheres
com vaginose e a sua recorréncia na regidao de Ouro Preto/MG; 2) Identificar as
espécies bacterianas causadoras de vaginose utilizando trés diferentes métodos:
coloracdo de Papanicolaou, bacterioscopia pos-coloracdo de GRAM e PCR; 3)
Identificar entre os métodos utilizados, o mais adequado para o diagnéstico de
vaginose. Para isso, serdo coletados swabs vaginais de mulheres atendidas pelo
Sistema Unico de Sautde (SUS) em Ouro Preto/MG. O material coletado sera
analisado pelos métodos de coloracdo de Papanicolaou, bacterioscopia pos-
coloracdo de GRAM e PCR. Espera-se que os resultados contribuam para o melhor

entendimento desta doenca infecciosa tdo importante na saude da mulher.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primério:

Determinar a prevaléncia de mulheres com vaginose e a sua recorréncia na regido de Ouro
Preto/MG.
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Objetivo Secundario:

* |dentificar as espécies bacterianas causadoras de vaginose utilizando trés diferentes métodos:
coloracao de Papanicolaou, bacterioscopia pés-coloracdo de GRAM e PCR.

* |dentificar entre os métodos utilizados, o mais adequado para o diagnostico de vaginose.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os procedimentos utilizados apresentam risco habitual, visto serem de rotina clinica e
laboratorial. Para diminuir os riscos, todo o material utilizado sera descartavel, seguindo as
normas de biosseguranca estabelecidas pelo laboratorio.

Beneficios:

As mulheres participantes deste projeto poderdo ter seus resultados dos exames preventivo do
colo do utero e também do gram de secrecdo vaginal. Ambos os resultados sdo de grande
importancia para a prevencgado do cancer de colo do Utero e vaginose bacteriana, que acometem
grande nimero de mulheres no Brasil.

Comentarios e Considerag8es sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de pesquisa do Programa de Pés Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas/
UFOP.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Todos os documentos referentes a resolucdo CNS 466/2012 foram entregues.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento | Arquivo Postagem | Autor Situacéo
InformagBes Bésicas | PB_INFORMACOES_BASICAS | 16/01/2017 Aceito
do Projeto DO_P 15:31:26

ROJETO 823729.pdf

Folha de Rosto FolhaderostoGlenda.pdf 16/01/2017 |Glenda Niciolida | Aceito
15:30:37 [ Silva

Recurso Anexado cartaComite.doc 16/01/2017 |Glenda Niciolida | Aceito

pelo Pesquisador 15:29:39 [ Silva

TCLE / Termos de TCLEPedrol6.docx 16/01/2017 | Glenda Nicioli Aceito

Assentimento / 15:26:58 [da Silva

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | ProjetoPedrol16.docx 16/01/2017 | Glenda Nicioli Aceito

Brochura 15:26:14 |da Silva

Investigador




Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
OURO PRETO, 03 de Fevereiro de 2017

Assinado por:
Nincio Antbnio Araljo Sél
(Coordenador)
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Anexo 2
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezada paciente, vocé esta sendo convidada a participar de um projeto de
pesquisa sobre vaginose bacteriana. Esse projeto sera realizado no municipio de
Ouro Preto, MG e teréd inicio em dezembro de 2016 com término previsto para
janeiro de 2019. Com este estudo poderemos compreender fatores relacionados
com o surgimento de vaginoses recorrentes, bem como as técnicas laboratoriais
mais adequadas para a sua deteccdo. Se vocé quiser participar, devera
responder um questionario e, durante seu exame preventivo (Papanicolaou) de
rotina para coleta de material do colo do Utero para analise citologica, trés swabs
vaginais (raspados vaginais) serdo também coletados para a pesquisa dos
agentes causadores de vaginose. As coletas serdo realizadas por profissionais
habilitados e devidamente treinados. Os procedimentos utilizados apresentam
risco habitual, visto serem de rotina clinica e laboratorial. Para diminuir os riscos,
todo o material utilizado é descartavel, seguindo as normas de biosseguranca
estabelecidas pelo laboratério. Os materiais coletados serdo divididos em
pequenas quantidades e armazenados no Laboratério de Pesquisa Clinica e
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Ouro Preto (Campus
Universitario Morro do Cruzeiro, Bauxita, CEP 35400-000, Ouro Preto, MG) e
deverda ser utilizado exclusivamente para as finalidades acima. Sua participacao
nesse projeto € voluntaria. Vocé pode abandonar o estudo em qualquer momento
sem que isto lhe cause prejuizo, inclusive no seu acompanhamento. Todos os
exames serdo gratuitos e realizados no Laboratério Piloto de Analises Clinicas
(LAPAC), seguindo rigorosamente os critérios estabelecidos. Todos os dados
obtidos serdo armazenados e mantidos em sigilo por um periodo minimo de 5
anos. Vocé podera esclarecer qualquer davida sobre o projeto com a Professora
Glenda Nicioli da Silva, com o professor Luiz Fernando Teixeira de Medeiros ou
com o Farmacéutico Pedro Moregola Teixeira, de segunda a sexta-feira, de 8h as
11h e de 13h as 17h horas, no Departamento de Analises Clinicas, Escola de
Farmacia, UFOP, campus universitario ou pelo telefone (31) 3559-1071. Para
quaisquer esclarecimentos em relacdo aos aspectos éticos, vocé também podera

entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
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de Ouro Preto no Campus Universitario, Morro do Cruzeiro, ICEB I, sala 29, pelos

telefones (31)3559-1368 ou (31)3559-1370 ou pelo e-mail propp@ufop.br.

Desde ja, agradecemos sua colaboracéo.

Eu,

apos ser esclarecida sobre o projeto de pesquisa, concordo em participar do

estudo acima.

Assinatura da Paciente

Assinatura do Coordenador(a)

Outro Preto, de de 20
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Anexo 3

Estudo da etiologia microbiana das vaginoses em mulheres residentes em CODIFICACAO
Ouro Preto/MG

Numero de Identificagdo: Indent:

Nome:

Endereco: Rua/Av: ne:

Comp.

Bairro: Tel .fixo celular:

Email: PSF:

Data de nascimento: / / datanas

Data da entrevista: / / dataent

Coleta de material cervical:0 ( ) ndo 1 ( ) sim colcerv

Data: / / Responsével datcerv

Coleta de material vaginal:0 ( ) ndo 1 ( ) sim colvag

Data: / / Responsavel datvag

Qual o nivel educacional mais alto que vocé alcangou?

0 () analfabeto 5 ( ) médio incompleto

1 ( ) fundamental | incompleto 6 ( ) médio completo escol

2 () fundamental | completo 7 () superior incompleto

3 () fundamental Il incompleto 8 () superior completo

4 () fundamental Il completo 9 () Nao respondeu

Atualmente vocé é:

0 ( )casada 2 ( )viava 4 () vive com parceiro civil

1 ( ) solteira 3 () separada/divorciada 9 ( ) Nao respondeu

Qual sua origem étnica? etnica

0 ( )branco 1 ( )afro-descendente 2 () asiético-indigena 9 ( ) N&o respondeu

Qual a renda média domiciliar mensal de sua familia? reais 9( |renda

) N&o respondeu

Quantos banheiros vocé tem em casa? banheir

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9 ( ) Nao respondeu

Quantos empregados domésticos ha em sua casa? empreg

()O0()1 ()2 ()3 ()4oumais 9 ( ) Nao respondeu

Quantos automdveis ha em sua casa? automov

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9 ( )Nao respondeu

Quantos computadores ha em sua casa? computa

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9( ) Nao respondeu

Quantas lava loucas ha em sua casa? lavalou

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9( ) Nao respondeu

Quantas geladeiras ha em sua casa? geladei

()0 ()1 ()2 ()3 ()roumais 9( )N&o respondeu

Quantos freezers ha em sua casa? freezer

()0 ()L ()2 ()3 ()4oumais 9( ) Néao respondeu

Quantas maquinas de lavar roupas h4 em sua casa? maglav

()0 ()L ()2 ()3 ()soumais 9( ) N&o respondeu

Quantos aparelhos de DVD ha em sua casa? dvd

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9( ) Néao respondeu

Quantos micro-ondas ha em sua casa? microon

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9( ) Nao respondeu
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Quantas motos ha em sua casa? moto____

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9 ( ) Néao respondeu

Quantas secadoras de roupa ha em sua casa? secrou

()0 ()1 ()2 ()3 ()4oumais 9( ) Nao respondeu

A agua utilizada em sua casa € proveniente de: agua

0 ( )estacdo de tratamento 1 ( )poco 9 ( ) Nao respondeu

A rua de sua casa € asfaltada? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) N&o respondeu rua

Vc fuma? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Ndo respondeu A quanto tempo? anos |fuma tfum__

Vocé jafumou? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Nao respondeu Durante quanto tempo? | fumou gtfum_
anos -

Vc faz uso de bebida alcodlica? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Ndo respondeu Com | alcool

qual frequéncia? 2 ( ) 1x semana 3 ( )2x semana 4( )3 ou maisx semana 5( fregbalc

)menos que 1x semana

Vc faz uso de drogas ilicitas? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Néo respondeu drogas

Agora eu gostaria de fazer algumas perguntas sobre sua vida sexual.

Vocé esta gravida? 0 ( )ndo 1 ( ) sim 9 ( ) Nao respondeu gravida

Vocé ja teve aborto? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Nao respondeu aborto

Vocé ja teve alguma DST? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Nao respondeu dst

Vc faz uso de ducha vaginal? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Nao respondeu Com ducha

qual frequéncia? fducha

Vocé faz uso de anticoncepcionais orais? 0 ( )ndo 1 () sim 9 ( ) Nao antiora

respondeu H& quanto tempo? meses tantiara

Vocé faz uso de anticoncepcionais injetaveis? 0 ( ) ndo 1 () sim 9 ( ) Nao antiinj

respondeu H& quanto tempo? meses tantiinj

Vocé faz uso de DIU? 0 ( ) ndo 1 () sim 9 ( ) Nao respondeu Ha quanto diu

tempo? meses tdiu

Vocé esta fazendo uso de algum antibiético oral ou tépico? O ( ) ndo 1 ( ) sim antibio

9 ( ) Nao respondeu Ha quanto tempo? meses tantibio

Vocé jateve vaginose? 0 ( ) ndo 1 () sim 9 ( ) Nao respondeu vaginose

Vocé estd na menopausa? 0 ( )ndo 1 () sim 9 ( ) N&o respondeu menop

Vocé teve alguma gestacdo? 0 ( ) ndo 1 ( ) sim 9 ( ) N&o respondeu gesta

Com qual idade vc menstruou pela primeira vez? anos idamens

99 () Nao respondeu

Seu ciclo menstrual é regular? 0 ( )ndo 1 ( )sim 9 ( ) Nao respondeu ciclmen

Qual idade vocé tinha quando teve sua primeira relacdo sexual? anos idarel

99 () Nao respondeu

Vocé possui vida sexual ativa? 0 ( ) ndo 1 ( )sim 9 ( ) N&o respondeu vidsex

Vocé ou seu parceiro(a) fazem uso de camisinha? 0 ( ) ndo 1 ( ) sim 9( ) Ndo |camisi

respondeu

Atualmente vocé possui mais que um parceiro(a) sexual? parsex

0( )ndo 1 ()sim99 ( ) Nao respondeu

Vocé tem ou ja teve relagfes sexuais com mulheres? relmulhe

0()ndo 1l ()sim 9( )Nao respondeu
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