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DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Inovacoes no diagndstico laboratorial da Microbiota vaginal -
dos Lactobacillus a Candidiase, - e a estreita relacdo com a

Microbiota intestinal

A Microbiota é definida como uma comunidade
ecologica de micro-organismos comensais, simbidticos
e patogénicos que compartilham nosso corpo ou vivem
em um nicho especifico dele (LEDERBERG e McCRAY
2001, LIU, 2016). E a colegdo de genomas que consti-
tuem esses micro-organismos € o que chamamos de mi-
crobioma (LIU, 2016).

A microbiota vaginal (VMB) normal é constituida
predominantemente por Lactobacillus, embora existam
outras bactérias, e alguns fungos como Candida spp. que
vivem como comensais neste ambiente. Alteracdes dessa
microbiota, também chamadas de disbiose ou disbacte-
riose, podem trazer condi¢des sintomaticas ou nao, em-
bora patogénicas, chamadas de vaginose bacteriana (VB)
e vaginites (HOLMES et al., 2008).

Entre os Lactobacillus predominantes na microbiota
vaginal, podemos destacar Lactobacillus crispatus, L. gas-
seri, L. iners e L. jensenii, por vezes aparecem também L.
salivarius e L. vaginalis, além dos Lactobacillus provenientes
do trato gastrointestinal como o Lactobacillus rhamnosus, L.
casei e L. plantarum, uma vez que os Lactobacillus presentes
na vagina derivam principalmente deste nicho anatoémico,
que funciona como reservatorio desses micro-organismos
(CASTRO et al.,, 2015).

A presenca de Lactobacillus, sejam de origens na-
turais ou administrados (vias vaginal ou oral - os cha-
mados PROBIOTICOS), promove a manuten¢ao de um
pH inferior a 4,5, aumenta a producio de acido lactico
e de outras moléculas soltiveis como: perdxido de hi-
drogénio, bacteriocinas, biosurfactantes, moléculas de
coagregacao — que bloqueiam os receptores epiteliais
para fungos (CASTRO et al., 2015) -, e citocinas como
IL-8 e IL-10. Esse conjunto de fatores atuam de forma
eficiente contra micro-organismos patogénicos e opor-
tunistas quando presentes nesta microbiota, reduzindo
as vaginites (como a candidiase) e as vaginoses (KANG
et al., 2017; RUSSO, EDU E DE SETA, 2018). Em con-
trapartida, a redugdo dos Lactobacillus esta diretamente
relacionada ao aumento do risco de infecgao por HIV,
HPV e Trichomonas vaginalis (MITRA et al, 2016).

Além disso, estudos apontam que a microbiota va-
ginal com predominio de Lactobacillus crispatus tem me-
nor probabilidade de desenvolver vaginose bacteriana,
enquanto o contrario ocorre na microbiota dominada
por L. iners (JANNEKE et al., 2014, MITRA et al, 2016), o
que justifica o conhecimento dessa microbiota residente,
principalmente em pacientes que apresentem resultados

recorrentes de vaginoses bacterianas (VB) e vaginites.

Neste sentido, o diagndstico laboratorial atual abre novas
possibilidades através da pesquisa de painéis moleculares
especificos, que permitem identificar ndo s6 o microbio-
ma vaginal, como também os outros agentes etiologicos
das VB e vaginites recorrentes.

A vaginose bacteriana (VB) é caracterizada pela redu-
¢ao de Lactobacillus da microbiota vaginal e pelo supercres-
cimento de outras bactérias anaerdbias (facultativas), des-
tacam-se: Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, bactérias
da familia Lachnospiraceae chamadas BVABI, 2 e 3 (Clostri-
diales), Megasphaera tipo 1, Sneathia, Prevotella e espécies de
Peptostreptococcus (MITRA et al, 2016), além de Bacteroides
fragilis, Mobiluncus curtisii e Mobiluncus mulieris.

A VB é considerada a doenga mais comum nas mu-
Iheres em idade reprodutiva (PAZHOHIDEH et al., 2018),
no Brasil a prevaléncia e os fatores associados sao subesti-
mados e alguns estudos apontam a associagao da doenga,
com numerosas complicacdes ginecoldgicas, como infeccao
pos-operatoria, doenga inflamatéria pélvica e aumento dos
riscos de infec¢Ges sexualmente transmissiveis (DSTs), tais
como as infec¢des por Chlamydia trachomatis, Neisseria go-
norrhoeae e HIV. A prevaléncia americana de VB é estimada
em 29,1 %, enquanto na regido Sudeste do Brasil, que é a
mais populosa, a prevaléncia encontrada foi 30,1 %, um va-
lor representativo para o tamanho da populagao brasileira
(MARCONT et al., 2015).

O diagndstico das VB ¢ baseado nos critérios de
Amsel e no Score de Nugent, pois o diagndstico labo-
ratorial geralmente baseado em cultura de micro-orga-
nismos € moroso e nem sempre consegue isolar o agen-
te patogénico (NUGENT, KROHN E HILLIER, 1991;
JANNEKE et al., 2014). Como as VBs sao inflamatorias
e frequentemente assintomdticas, achados clinicos e
citolégicos auxiliam o clinico no diagndstico, mas a
disponibilidade de novos métodos diagnosticos como
os painéis moleculares especificos para diagndstico
dos principais micro-organismos causadores de VB,
trardo além de um diagndstico preciso, avaliagdes
epidemioldgicas sobre os micro-organismos mais
prevalentes em sua pratica clinica como médico, além
de um tratamento mais eficientes para o paciente com a
identificacdo exata do agente patogénico

As Vaginites mais comuns sao a tricomoniase (T7i-
chomonas vaginalis) e a candidiase, ambas diagnosticadas
laboratorialmente. A tricomoniase, Doenca Sexualmente
Transmissivel (DST), é facilmente diagnosticada através
da microscopia da urina, de cultura (menos frequente) e

mais recentemente através de técnicas moleculares como
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o PCR em tempo real (RT-PCR) (HOLMES et al., 2008; JANNEKE
et al,, 2014). Esta tltima permite a pesquisa em conjunto de varios
micro-organismos, agentes causadores de DST, vaginites e vagino-
ses, como € o caso do Painel molecular de cervicite/uretrite, agora
disponivel para um diagnostico com confiabilidade e especificidade
na identificacdo destes micro-organismos.

A vulvovaginite por Candida spp, ou candidiase vulvovaginal
(CVV), é uma infeccado comum, que afeta mais frequentemente mu-
lheres na fase reprodutiva, cujos sintomas, sdo caracterizados por
dor, prurido e secregao vaginal espessa, por vezes aderida a superfi-
cie da mucosa (SOBEL, 2007).

A prevaléncia de CVV nao é bem caracterizada na literatu-
ra, embora estudos estimem que 75 % das mulheres apresentam
pelo menos um episédio de CVV durante a vida, e como os sinto-
mas causam impacto sobre a qualidade de vidas destas mulheres
(KANG et al., 2017), um diagnéstico adequado reflete sobre um tra-
tamento eficiente, reduzindo as taxas de recorréncia da candidiase,
que variam entre 5 a 10 %, considerando como recorréncia o apa-
recimento de quatro ou mais episodios por ano (ILKIT & GUZEL,
2011; LIU, 2014; AMOURI et al., 2011).

Para o diagndstico laboratorial da candidiase, o padrao-ouro
para a identificagdo do fungo ainda é a cultura associada a outras
técnicas disponiveis para identificagao da espécie (JANNEKE et al.,
2014). Muitas destas metodologias, como as provas bioquimicas e os
testes automatizados falham na identificacao da espécie de Candida,
o que incide em um diagndstico errdneo, ou tratamento inadequa-
do, gerando nova recorréncia da candidiase.

Com o desenvolvimento da técnica de RT-PCR, vérios estu-
dos vem sendo publicados demonstrando sensibilidade > 90 % na
identificacao das espécies de Candida, quando comparada a cultu-
ra e aos métodos bioquimicos (AHMAD et al., 2012; NGUYEN et
al., 2012; AVNI et al.,, 2011; TELLAPRAGADA et al., 2014). E estao
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. C. albicans, C. glabrata, C. krusei
de Candida g

disponiveis hoje, a um bom custo-beneficio paineis moleculares
de Candidiase, com identificagdo de espécies de Candida albicans
e nao-albicans.

A maioria dos casos de CVV, cerca de 80 a 90 %, sdo causados
pelas espécies de Candida albicans (SOBEL et al., 1998; SOBEL,2007;
LIU,2014) embora alguns estudos tem demonstrado que as espécies
nao-albicans, tais como C. glabrata, C. krusei, and C. parapsilosis, sao res-
ponsaveis por até 30 % dos episddios de CVVR (CVV recorrentes) em
determinadas regices (KENEDY, 2010).

Por essa razdo, a identificagdo precisa das espécies, é espe-
cialmente relevante nos casos mais graves de CVV e nos casos de
candidiase vulvovaginal recorrente, pois muitas sao resistentes aos
derivados azdlicos, amplamente utilizados para o tratamento (MEN-
DLING,2015; KENNEDY, 2010), como Candida krusei que é natural-
mente resistente ao fluconazol (ARENDRUP E PATTERSON, 2017).
Nesses casos, € necessario um maior conhecimento sobre os fatores
determinantes para a recorréncia, e sobre a prevaléncia das espécies
de Candida envolvidas para ajustar um tratamento eficiente.

Por fim e ndo menos importante, sabe-se que a microbiota vagi-
nal guarda estreita relagdo com a microbiota intestinal, que funcio-
na como reservatorio de Lactobacillus e de espécies de Candida spp.
(CASTRO et al., 2015; KANG et al., 2017), razao pela qual é de fun-
damental importancia conhecé-la. Além disso, a microbiota intestinal
vem sendo recentemente alvo de muitos estudos cientificos, e exerce
uma influéncia crucial em varias fungdes fisiologicas, incluindo moti-
lidade gastrintestinal, metabolismo, nutri¢ao, imunidade e regulacao
do sistema neuroenddcrino (FUKUL XU E MIWA, 2018), que estao
diretamente relacionadas a manutengdo do equilibrio e da satide. E
os avangos das técnicas moleculares e de sequenciamento génico, nos
permite identificar a presenca qualitativa e quantitativa de disbiose
intestinal, e seus desdobramentossobre a manutencao da condicao

salutdgena do individuo.

Material Indicagoes

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo
endocervical, etc

Vaginites como a candidiase

Painel Molecular
completo de
Candida

C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. dublinensis,
C. guillermondi, C. parapsilosis, C.tropicalis.

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo
endocervical, etc

Vaginites como a candidiase

Perfil de vaginose

Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. iners, L.
e microbioma

jensenii, Atopobium vaginae, Gardnerella vaginalis,

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo

Vaginoses
Acompanhamento tratamento

Vaginal BVAB?2 (Clostridiales) e Megasphaera tipo 1 endocervical, etc com probidticos
Painel de 2 Swabs secos de Exsudados

Chlamydiu e Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae vaginal, uretral, endocolo DST
Neisseria endocervical, etc

Painel molecular
de cervicite/
uretrite

C. trachomatis, N. gonorrhoeae, Ureaplasma
urealyticum, U. parvum, Mycoplasma
genitalium, M.hominis, T. vaginalis

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo
endocervical, etc

DST, Vaginoses e vaginites

Painel molecular
de cervicite/
uretrite
anaerobios

curtisii, Mobiluncus mulieris, Atopobium vaginae

Gardnerella vaginalis, Bacteroides fragilis, Mobiluncus

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo
endocervical, etc

Vaginoses

Painel molecular
de cervicite/
uretrite bacteriano

Treponema pallidum, Haemophilus
ducrey, LGV (linfogranuloma venéreo),
GBS (Streptococcus do grupo B)

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo
endocervical, etc

Vaginoses e vaginites
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Painel molecular
de cervicite/
uretrite com
pesquisa de virus

Exame

C. trachomatis, N. gonorrhoeae, Ureaplasma
urealyticum, U. parvum, Mycoplasma genitalium,
M.hominis, T. vaginalis, Virus Herpes

simplex I, Virus herpes simplex II, e
Papilomavirus Virus

- de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 39,

45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68,

- de provavel alto risco: 26, 53, 73 e 82

- de baixo risco: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61,62,70,71,72,81,83,84,85e 89

Material

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo
endocervical, etc

Indicagoes

DST, Vaginoses e vaginites

Painel molecular
completo de
cervicite/uretrite
(bactérias,
fungos e virus)

C. trachomatis, N. gonorrhoeae, Ureaplasma
urealyticum, U. parvum, Mycoplasma genitalium,
M.hominis, Treponema pallidum, Haemophilus
ducrey, T. vaginalis, C. albicans, C. glabrata,

C. krusei, C. dublinensis, C. guillermondi, C.
parapsilosis, C.tropicalis, Virus Herpes simplex
I, Virus Herpes simplex II, Citomegalovirus

2 Swabs secos de Exsudados
vaginal, uretral, endocolo
endocervical, etc

DST, Vaginoses e vaginites
Candidiase

Painel molecular
completo de

C. trachomatis, N. gonorrhoeae, Ureaplasma
urealyticum, U. parvum, Mycoplasma genitalium,
M.hominis, Treponema pallidum, Haemophilus
ducrey, T. vaginalis, C. albicans, C. glabrata,

cervicite/uretrite C. krusei, C. dublinensis, C. guillermondi, C.
com HPV de parapsilosis, C.tropicalis, Virus Herpes simplex 2 Swabs secos de Exsudados DST, Vaginoses e vaginites
. I, Virus Herpes simplex II, Citomegalovirus e vaginal, uretral, endocolo Canc/:li digse &
alto I'}S'CO Papilomavirus endocervical, etc
(bactérias, - de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 39,
fungos e virus, 45,51, 52, 56, 58, 59, 66 € 68,
. . - de provavel alto risco: 26, 53, 73 e 82
incluindo HPV) - de baixo risco: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61,62,70,71,72,81, 83,84, 85 e 89
: com discriminagao dos subtipos de alto risco: 16, 2 Swabs secos de Exsudados
Pesqulsz! de HPV 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68, vaginal, uretral, endocolo HPV
de alto risco endocervical, etc
Papilomavirus com discriminagao dos subtipos
Pesquisa de - de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 39,
HPV de alto e 45,51, 52, 56, 58 59, 66 ¢ 68, vaginal uretral endocolo. HPV
; N - de provavel alto risco: 26, 53, 73 e 82 en;giocefvical eéc
baixo risco - de baixo risco: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, '
61,62,70,71,72,81,83,84,85e 89
Micro.bioma P . tificaca RT-PCR d Fezes (amostra tamanho
intestinal, estudo esquisa € quantiiicacao por ¢ de noz) em frasco sem Ver indicacdo Mapa

inicial do balango

Bacterdides, Firmicutes, Faecalibacterium
prausnitzii e Akkermansia muciniphilia.

conservante. Estavel 5 dias

completo de disbiose

intestinal Refrigerado
- Avaliagao apds tratamento da
disbiose com dieta, complexos
homeopaticos, probioticos
Pesquisa qualitativa por Sequenciamento ?&ﬁj?%friisggsieme
molecular de todas as bactérias representativas com co(r;lsumo excessivo de
do microbioma intestinal agrupadas por: .
alimentos processados em
- Bactérias em geral (Bifidobacterium spp, fif;‘l;g{il:n;g ggseesii;?sntos crus
Alistipes, Bacterioides fragilis, Faecalibacterium nutricio‘l;'lal do paciente*
prausnitzii, Lactobacillus spp., Ruminococcus B Envelhecimerfto
gnavus, Streptococcus salivaris spp., S. thermophilus - Avaliacio do estado imunitirio
e S. Sanguinis, Proteobacteria, Shigella spp., do hospge deiro
Escherichia spp., Akkermansia muciniphila). - Uso indiscriminado de
- Actinobacteria (Actinobacteria antibidticos e anti-inflamatorios
Actinomycetales e Bifidobacterium spp.) -Uso cronlcorde inibidores da
bomba de prétons — alteram
. . - Bacteriodetes (Alistipes, Alistipes onderdonki, opH do[e'stomagx') 0 qual tem
Microbioma que ser acido. Ex.: omeprazol

intestinal, mapa
completo de
disbiose

Bacterioides fragilis, Bacterioides spp., Prevotella spp.,
Bacterioides stercoralis, Bacterioides zoogleoformans,
Parabacteroides johnsonii e Parabacteroides spp.)

- Firmicutes (Firmicutes, Bacilli, Catenibacterium
mitsuokai, Clostridia, Clostridium spp.,

Dialister invisus, Dialister invisus e Megasphera
micronuciformis, Dorea spp., Eubacterium biforme)
- Proteobacteria (Proteobacteria, Shigella spp.)

- Tenericute (Mycoplasma hominis)

- Verrucomicrobia (Akkermansia muciniphila)
Todas as analises com mapa comparativo

em relagao ao microbiota saudavel e
Indice de disbiose

Fezes (amostra tamanho
de noz) em frasco sem
conservante. Estavel 5 dias
refrigerado

- Alergias alimentares

Uso prolongado de laxantes

- Doengas consumptivas

(cancer e AIDS)

- Disfungdes hepatopancredticas
(Diabetes)

- Doengas gastrintestinais e
associagdes, incluindo alguma
doengas autoimunes**

- Estresse

- Avaliagdo candidiase e
vaginoses graves e cronicas,
infecgbes urindrias recorrentes

- Avaliagao de hipovitaminose B***
- depressao, ansiedade, sindrome
do Panico e outros transtornos
psiquicos tendo em vista que
90% da serotonina e 50% da
dopamina do organismo sao
produzidas pelo intestino e se
comunica com o cérebro pelo
sistema nervoso entérico.
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*Uso de aglicares em excesso como a frutose, principalmente a industrializada na forma High Fructose Corn Syrup (HFCS) e de farinha de trigo em exces-
50; uso excessivo de adogantes artificiais como sucralose, sacarina e acessulfame; outros fatores alimentares, como dieta com excesso de proteina, gordura ou
carboidrato (uma grande ingestao de carboidrato leva a maior fermentacao pelas bactérias no intestino grosso), ou com baixo teor de fibras ou ainda caréncia

de vitaminas.

** Intolerancia a Lactose, Dispepsia, Doenga Inflamatéria Intestinal, Sindrome do Intestino Irritavel, Doenga de Crohn, Colite Ulcerativa, Doenga Celiaca, Into-
lerancia ao Gluten, entre outras doencas autoimunes e que desencadeiam leaky gut (quando as jun¢des compactas (ou ocludentes) que protegem a mucosa intestinal
sdo danificadas, e permitem que bactérias, toxinas, alérgenos e agentes cancerigenos passem pelas jungdes danificadas, desencadeando doencas autoimunes).

*** A disbiose inibe a formagao de vitaminas produzidas no intestino, como a B12 e permite o crescimento de fungos e bactérias capazes de

afetar o funcionamento do organismo, alterando a microbiota intestinal.
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