UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CAMPUS TRINDADE
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS
CURSO DE FARMACIA

Julia de Abreu Azevedo

VAGINOSES NO CONTEXTO DE SAUDE PUBLICA EM FLORIANOPOLIS

Floriandpolis
2023



Julia de Abreu Azevedo

VAGINOSES E VAGINITES NO CONTEXTO DE SAUDE PUBLICA EM
FLORIANOPOLIS

Trabalho de Conclusao de Curso submetido
ao curso de Farmacia do Centro de Ciéncias
da Saude - CCS Campus Trindade da
Universidade Federal de Santa Catarina,
como requisito parcial para a obtengédo do
titulo de Bacharel em Farmacia.

Orientador(a): Prof?, Dra. Maria Luiza Bazzo
Coorientadora: Ma. Jéssica Motta Martins



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragédo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Azevedo, Julia

VAGINOSES NO CONTEXTO DE SAUDE PUBLICA EM FLORIANOPOLIS /
Julia Azevedo ; orientadora, Maria Luiza Bazzo,
coorientador, Jéssica Martins, 2023.

72 p.

Trabalho de Conclusido de Curso (graduagao) —
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
da Saude, Gradua¢do em Farmacia, Florianopolis, 2023.

Inclui referéncias.

1. Farmacia. 2. vaginoses. 3. andlise. 4. Nugent. 5.
gqPCR. I. Bazzo, Maria Luiza. II. Martins, Jéssica. I11.
Universidade Federal de Santa Catarina.

Graduacao em Farmacia. I'V. Titulo.




Floriandpolis, 2023
Julia de Abreu Azevedo
Vaginoses no contexto de saude publica em Florianépolis

Este Trabalho de Conclus&o de Curso foi julgado adequado para obtencgao do
titulo de bacharel e aprovado em sua forma final pelo Curso de Farmacia.

UFSC, 28 de novembro de 2023.

Documento assinado digitalmente

VALDECIR MARIA LAURA

Data: 08/12/2023 18:19:50-0300

CPF: ***.404.868-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Coordenacéao do Curso

Banca examinadora

Documento assinado digitalmente

Maria Luiza Bazzo

Data: 07/12/2023 11:14:03-0300

CPF: ***.035.019-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.2 Maria Luiza Bazzo, Dr?
Orientadora

Documento assinado digitalmente

Alexandre Sherlley Casimiro Onofre

Data: 07/12/2023 10:37:00-0300

CPF: *"*.7T87.994-""

verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

UFSC

Documento assinado digitalmente

Jussara Kasuko Palmeiro

Data: 08/12/2023 15:12:19-0300

CPF: *""*.846.529-""

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof.2 Jussara Kasuko Palmeiro, Dr@
UFSC

Florianépolis, 2023



Dedico este trabalho a toda equipe do LBMMS,
pela oportunidade de realizar esse trabalho, e poder
contar com o auxilio de pessoas tdo competentes. E
aos professores que me auxiliaram durante a jornada,
em especial minha orientadora Maria Luiza Bazzo e
minha coorientadora Jéssica M. Martins.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao laboratorio que me proporcionou a oportunidade de realizar
esse estudo. As minhas avos, Maria Elta e Maria de Lourdes, meus pais Alan e
Andréia que me apoiaram em cada decisdo e comemoraram junto comigo a cada
vitdria. As minhas amigas de curso, Lais, Maria Eduarda, Maria Julia, Julia
Demarchi, Julia Kinetz, Julia Rozicki e Christinni que estiveram ao meu lado nos
momentos mais dificeis e em certos momentos foram minhas professoras E por
fim ao meu querido Theodoro que sem duvidas foi meu grande suporte e

incentivo de continuar.



RESUMO

A microbiota vaginal exerce um papel importante para a manutencao da
saude do trato genital feminino. Os microrganismos produzem barreiras naturais
que inibem a proliferagao de agentes danosos a saude feminina. O desequilibrio
vaginal, decorrente da substituigdo da microbiota lactobacilar normal por outras
bactérias, fungos ou parasitas, pode desencadear uma série de sintomas, como
o corrimento anormal, prurido, ardor etc., que leva a quadros de vaginose
bacteriana (VB), vaginite, candidiase, cervicite e ISTs, dependendo do agente
causador. A metodologia de diagndstico padrédo é a coloragdo do esfregago
vaginal pelo Gram, que possibilita quantificar o numero de bactérias e
lactobacilos patogénicos, resultando em um escore que determina se ha
infeccdo ou normalidade da microbiota vaginal, chamado critérios de Nugent. O
diagnostico laboratorial da cervicite causada por ISTs pode ser feito pela
deteccdo do material genético dos agentes infecciosos por biologia molecular.
Foram incluidas neste estudo amostras de secregao vaginal cedidas pelo setor
de microbiologia da Unidade de Laboratério do HU/UFSC/EBSERH e amostras
dos centros de saude de Floriandépolis as quais foram anonimizadas,
identificadas apenas por numero sequencial. Por meio da classificagdo de
Nugent, das 99 amostras analisadas, 57 foram consideradas normais, ou seja,
sem elementos suficientes que justificassem um quadro infeccioso, levando em
consideragcdo apenas os critérios contemplados pelo método. Os que se
enquadraram em disbiose foram 36. Diversos microrganismos foram detectados
pelo teste de biologia molecular Allplex™ Bacterial Vaginosis, entretanto, apenas
38 das 103 submetidas ao teste, foram classificadas como positivas. GV, AV,
MEGA1 e BVAB2 foram os mais comumente encontrados. Essas mesmas
amostras foram testadas pelo kit AllplexTM CT/NG/MG/TV Assay (Seegene) e
dessas 103, 15 detectaram alguma IST, sendo cinco CT, trés MG, trés NG e
duas TV. Em duas amostras foram detectadas coinfeccao, sendo uma NG+CT e
uma TV+CT. Os resultados foram associados a detecc¢do de inflamagao (alta
presenca de leucdcitos) identificada durante a bacterioscopia para determinar a
ocorréncia de cervicite associada. Apenas cinco (5) eram sugestivas de Candida
spp., porém sem presenca alta de leucécitos, 10 apresentaram Candida spp.
associada a quantidade aumentada de leucécitos, sete (7) apresentaram sinais
de inflamagdo juntamente com a deteccado de alguma IST e cerca de 30%
apresentou sinal inflamatério sem um motivo determinado pelo estudo. O teste
kappa teve como resultado um valor considerado moderado, ndo sendo possivel
estabelecer uma relagcdo concreta entre os métodos moleculares e
bacterioscopia, sendo necessarios mais estudos desse tipo.

Palavras-chave: Vaginose, vaginites, cervicite, IST, Gram, PCR.



ABSTRACT

Vaginal microbiota plays an important role in maintaining the health of
female genital tract. Microorganisms produce natural barriers that inhibit
proliferation of agents that are harmful to female health. Vaginal imbalance,
resulting from the replacement of the normal lactobacillus microbiota by other
bacteria, fungi or parasites, can trigger a series of symptoms, such as abnormal
discharge, itching, burning, etc., which leads to bacterial vaginosis (BV), vaginitis,
candidiasis, cervicitis and STls, depending on the causative agent. The standard
diagnostic protocol is Gram staining of the vaginal smear, which makes it possible
to quantify the number of pathogenic bacteria and lactobacilli, resulting in a score
that determines whether there is an infection or normality of the vaginal
microbiota, called Nugent criteria. Laboratory diagnosis of cervicitis caused by
STIls can be made by detecting genetic material of infectious agents with
molecular biology. This study included samples of vaginal secretion provided by
the HU/UFSC/EBSERH Laboratory Unit and health centers in Florianépolis,
which were anonymized, being identified only by sequential number. Using the
Nugent classification, within the 99 analyzed samples, 57 were considered
normal, that is, without sufficient elements to justify an infectious condition, taking
into account only the criteria covered by the method. Whilst 36 of those were
classified as dysbiosis. Several microorganisms were detected by the AllplexTM
Bacterial Vaginosis molecular biology test (Seegener), however, only 38 of 103
samples submitted to the test were classified as positive. Gardnerella vaginalis,
Atopobium vaginae, Megasphaera-1 and Bacteria associated with bacterial
vaginosis 2 (BVAB2) were the most commonly found pathogens. The same
samples were tested using the AllplexTM CT/NG/MG/TV Assay kit (Seegene®)
and of these 103 specimens, 15 detected a STI, five of which were Chlamydia
trachomatis, three Mycoplasma genitalium, three Neisseria gonorrhoeae and two
Trichomonas vaginalis. Coinfections were detected in two samples, one NG+CT
and one TV+CT. The results were associated with the detection of inflammation
(high presence of leukocytes) identified during bacterioscopy to determine the
occurrence of associated cervicitis. Only 5 were suggestive of Candida spp.
however, without a high presence of leukocytes, 10 had Candida spp. associated
with an increased number of leukocytes, 7 showed signs of inflammation
alognside a detection of an STI and around 30% showed signs of inflammation
without a reason determined by the study. The Kappa test resulted in a value
considered moderate, making it not possible to establish a concrete relationship
between molecular methods and bacterioscopy, meaning more studies of this
type are necessary.

Keywords: Vaginosis, vaginitis,cervicitis, STI, Gram, PCR.
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1 INTRODUGAO

Vaginite € uma inflamacgéo infecciosa ou nao infecciosa da mucosa
vaginal e, as vezes, da vulva. Abrange um grupo de doengas, sendo as causas
mais comuns vaginose bacteriana (VB), candidiase vulvovaginal (CVV) e
tricomoniase causada por Trichomonas vaginalis (TV) (Paladine; Desai, 2018).
A capacidade do corpo de resistir a vaginite é afetada por alteragdes fisioldgicas
na vagina (Marnach; Wygant; Casey, 2022).

Na microbiota vaginal normal, frequentemente estdo presentes
lactobacilos (90-95%), mais especificamente as espécies Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus iners e Lactobacillus jensenii,
podendo ser possivel também encontrar algumas bactérias anaerdbias como
Gardnerella, e fungos na forma de leveduras, como Candida spp. Todos esses
microrganismos podem de forma simbidtica ou comensal colonizar o ambiente
vaginal (Ding; Yu; Zhou, 2021).

Entretanto, em certos ecossistemas vaginais aparentemente saudaveis,
na auséncia de uma predominancia de lactobacilos, Afopobium vaginae e
espécies de Megasphaera foram detectados. Ambos sédo produtores de acido
lactico, da mesma forma que lactobacilos. Portanto, mantém o ambiente acido
da vagina. Possivelmente, quando os lactobacilos ndo conseguem predominar
numa determinada vagina por qualquer raz&o, outra espécie produtora de acido
lactico preenche este nicho. Contudo, Megasphaera spp. também sao capazes
de produzir metabdlitos com cheiro desagradavel. Isto torna a deteccédo de odor
vaginal uma evidéncia inconclusiva para a identificagdo de uma entidade
patolégica como a VB, especialmente em mulheres assintomaticas. Da mesma
forma, a morfologia variavel de Atopobium, de cocos elipticos a organismos em
forma de bastonete que ocorrem isoladamente, em pares ou em cadeias, torna
problematica a sua detecgao por coloragcdo de Gram e é facilmente confundida
com outras bactérias supostamente marcadoras de vaginose bacteriana. Ainda
sao necessarios mais estudos para determinar as causas do porqué isso ocorre
(Witkin; Linhares; Giraldo, 2007).

A importancia da producdo de moléculas de acido latico, perdxido de
hidrogénio (H202), bacteriocinas, probidticos, biofilmes e biossurfactantes & de

manter o pH da vagina em 3,5 - 4,5 e prevenir o crescimento de outros
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microrganismos ao penetrar na parede celular do patégeno, reduzindo o pH
dentro da célula, inibindo o processo metabdlico da célula (Ding; Yu; Zhou,
2021).

A produgdo de H202 por Lactobacillus faz parte do mecanismo
antibacteriano do ecossistema vaginal. H202 é um oxidante toxico para bactérias
e virus e peroxidase-negativas, incluindo a maioria dos microrganismos
anaerobios (Ding; Yu; Zhou, 2021).

Quando algum evento perturba esse equilibrio, ocorre um quadro de
disbiose, que € uma alteracdo da microbiota com diminuicdo do numero de
lactobacilos e aumento na quantidade de microrganismos capazes de causar
disturbios na microbiota, como Gardnerella vaginalis (GV). O desequilibrio da
microbiota leva a sintomas como corrimento vaginal anormal, odor, irritagao,
coceira ou queimacao que pode se estender para a vulva. Sendo as causas mais
comuns a vaginose bacteriana (VB) e a candidiase vulvovaginal (CVV), porém
existem outras condigdes como a vaginose citolitica (VC).

As infecgdes do trato reprodutivo (ITR) sdo divididas em:

» Infecgdes enddgenas CVV e VB;

» Infecgdes iatrogénicas (infecgdes pds-aborto, pés-parto);

yInfecgdes Sexualmente Transmissiveis (ISTs): Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis, Mycoplasma spp., etc).

Entre as causas ndo infecciosas do corrimento vaginal, incluem-se
vaginite inflamatéria descamativa, vaginite atrofica (em mulheres na pés-
menopausa) ou presenca de corpo estranho. Outras condigcbes podem causar
prurido vulvovaginal sem corrimento, como dermatites alérgicas ou irritativas,
causadas por uso de sabonetes, perfumes e latex, além de doengas da pele
como liquen e psoriase (Carvalho et al., 2021).

Outra causa de corrimento vaginal é a cervicite. E um processo
caracterizado pela inflamagao do colo do utero. A inflamagao € um mecanismo
de defesa que visa cessar a causa inicial da lesao celular e suas consequéncias.
Logo, o processo inflamatorio cessa quando os agentes agressores e 0s
mediadores que foram secretados sao destruidos. Esse processo pode ser
dividido em agudo ou cronico. Inflamagao aguda quando se inicia rapidamente,
com acgao curta, tendo como principais caracteristicas o0 edema e a migracao de

leucécitos (neutrdfilos). Inflamagéo crénica tem como caracteristicas uma maior
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duragédo, presencga de linfocitos e macrofagos, proliferacdo de vasos, fibrose e
necrose (UFA, 2023). A inflamagao localiza-se principalmente nas células do
epitélio colunar das glandulas endocervicais, mas também pode afetar o epitélio
escamoso da ectocérvice (Ortiz-De La Tabla; Gutiérrez, 2019). Estima-se que
seja uma ocorréncia comum com prevaléncias de 20-40% em mulheres
atendidas em consultas para ISTs (Marrazzo; Martin, 2007).

Dado que tanto em casos infecciosos, alergénicos ou fisiolégicos as
queixas podem se assemelhar dificultando o diagnostico, foi necessario criar
critérios de avaliacéo, os mais conhecidos séo os critérios clinicos de Amsel e/ou
coloragao de Gram com base no escore de Nugent. Embora ambos os métodos
tenham sido amplamente aplicados em todo o0 mundo, por aproximadamente trés
décadas, o escore de Nugent ainda €& considerado o “padrdo ouro” das
ferramentas de diagndstico de VB. Devido as limitagbes dessas ferramentas,
meétodos baseados em biologia molecular tém sido desenvolvidos como
estratégias racionais alternativos para o diagnostico da VB (Abou Chacra;
Fenollar; Diop, 2022).

1.1 DIVERSIDADE DA MICROBIOTA DE ACORDO COM A ETNIA

As razdes exatas para diferengas entre os grupos étnicos sao
desconhecidas, contudo podem ser explicadas pelas diferencas nos sistemas
imunoldgico inato e adaptativo, composic¢ao e quantidade de secregdes vaginais
e ligantes nas superficies das células epiteliais, entre outros. Embora estes
possam ser fundamentais para moldar as comunidades vaginais, estudos
anteriores também mostraram que habitos e praticas humanas, incluindo higiene
pessoal, métodos de controle de natalidade e comportamentos sexuais, também

exercem fortes influéncias (Ravel et al., 2010).

1.1  AGENTES ETIOLOGICOS INFECCIOSOS E NAO INFECCIOSOS

1.1.1 Infecciosos

1.1.1.1 Vaginose bacteriana

E caracterizada pelo crescimento desordenado de inUmeras bactérias,

bacilos e cocos Gram-positivos anaerdbios chamados de forma genérica de
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CBGV (cocobacilos gram-variaveis) com grande predominio de infecgao pela
espécie Gardnerella vaginalis, seguida de Atopobium vaginae, Mobiluncus spp.,
bacteroides spp., Mycoplasma spp., que quando crescem desordenadamente
acabam por suprimir a populagdo de lactobacilos responsaveis por manter a
homeostase vaginal (Brasil, 2022).

A VB pode ser desencadeada pelo contato da mucosa com agentes
alergénicos, irritantes ou qualquer corpo estranho que naturalmente nao é
encontrado na regido, que devido ao rompimento do equilibrio vaginal permite o
crescimento de formas de vida potencialmente patogénicas (Reiter; Kellogg
Spadt, 2018; Bohbot et al., 2020). Todavia, nem sempre a VB é causada por
agente externo. A VB também pode ser desencadeada por horménios, estilo de
vida, habitos de higiene, genética, certos medicamentos e o estado de saude da
paciente, ja que doengas ou infec¢gdes em qualquer parte do corpo podem levar
a uma diminuigao da imunidade favorecendo a disbiose (Coudray; Madhivanan,
2020).

A VB é uma das infec¢gdes de maior prevaléncia mundial do trato genital
feminino, sendo responsavel por cerca de 29% dos casos. Cerca de 50%-75%
dos casos nao apresentam sintomas (Coudray; Madhivanan, Bohbot et al.,
2020). No restante dos casos as queixas mais usuais sao: mau cheiro, coceira e
corrimento, sendo este, a queixa principal que leva mulheres aos servigos de
saude (Brasil, 2022).

O mau cheiro, normalmente de peixe podre, esta relacionado a infecgdes
por GV, devido a auséncia de lactobacilos que por sua vez aumenta o pH e GV
produz aminoacidos, os quais sao quebrados pelas bactérias anaerdbicas em
aminas volateis (putrescina e cadaverina), levando ao odor desagradavel,
particularmente apds o coito e a menstruagdo (que alcalinizam o conteudo
vaginal). Este género é capaz de formar biofilmes no epitélio vaginal em
mulheres com VB, explicando a natureza das chamadas clue-cells, ou seja,
células cobertas por biofilme, predominantemente formadas por GV,
frequentemente encontrados em lamina de pacientes com VB, que fornece
evidéncias para o papel etiolégico de GV nesta condigao (Vaneechoutte et al.,
2019).

A VB aumenta o risco de aquisi¢cao de IST, incluindo o HIV, ja que n&do ha

a protecéo da peroxidase produzida pelos lactobacilos que € um agente virucida



18

(Ding; Yu; Zhou, 2021). Pode trazer complica¢des as cirurgias ginecologicas e a
gravidez, estando associada com ruptura prematura de membranas,
corioamnionite, prematuridade e endometrite pés-cesarea. Quando presente nos
procedimentos invasivos, como curetagem uterina, bidpsia de endométrio e
insercdo de dispositivo intrauterino (DIU), aumenta o risco de doenca
inflamatadria pélvica (DIP). O corrimento costuma ser discreto, de cor amarelada

ou acinzentada (Brasil, 2022).

1.1.1.2 Candida spp.

Causadora da candidiase vulvovaginal (CVV), € uma das infecgbes mais
prevalentes entre mulheres, afetando 75 a 80% pelo menos uma vez na vida,
principalmente das sexualmente ativas e é a segunda causa infecciosa mais
comum de vaginite (Shroff, 2023). A espécie Candida albicans é o agente
etiolégico mais comum da CVV (Rosati et al., 2020).

Os sintomas sao semelhantes aos de VB, porém incluem queimacao e
dor ao urinar, além de nao apresentar odor. O pH do sémen pode causar
desequilibrio da microbiota favorecendo o crescimento desordenado do fungo,
levando a sintomatologia. Certas praticas sexuais também favorecem o
surgimento do quadro patolégico como a utilizagdo de balas com agucar para a
pratica de sexo oral, bem como certos tipos de preservativos e lubrificantes que
podem causar irritacdo no local favorecendo a disbiose. Ocasionalmente
também pode ser causada devido a transmissao do parceiro(a), apesar disso
nao é considerada uma IST pois sua maior causa esta relacionada a fatores

imunoldgicos (Carvalho et al., 2021).

1.1.1.3 Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis (CT) € um dos agentes bacterianos mais
associados a IST globalmente. Estima-se que cerca de 70% dos casos sao
assintomaticos (Mohseni; Sung; Takov, 2020).

Quando sintomatica, as principais queixas sao corrimento vaginal
incomum e sangramento intermenstrual ou pods-coito. Apenas uma pequena

parcela pode manifestar complicagbes como cervicite mucopurulenta com
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secrecdo e sangramento endocervical facilmente induzido, uretrite e DIP, além
de uma infecgdo ocular chamada "tracoma", que € a principal causa infecciosa
de cegueira em todo o mundo.

Infecgbes nédo tratadas, aumentam o risco de infertilidade e gravidez
ectopica, levando a altos custos médicos. Além disso, bebés nascidos de parto
vaginal de maes infectadas com Chlamydia trachomatis genital podem
desenvolver conjuntivite e/ou pneumonia (Den Heijer et al., 2019; Mohseni;
Sung; Takov, 2020).

As mulheres com infertilidade e infecgdo por CT apresentaram uma
microbiota vaginal dominada por Lactobacillus iners, em vez de Lactobacillus
crispatus e diminui¢cado dos niveis de citocinas como IFN-y e IL-10 (Chen et al.,
2021). Evidéncias crescentes sugerem que L. iners é uma espécie de transigéo
que coloniza apds o ambiente vaginal ser perturbado e oferece, em geral, menos
protecao contra disbiose vaginal do que L. crispatus e, subsequentemente, leva

a VB, favorece as ISTs e resultados adversos da gravidez (Zheng et al., 2021).

1.1.1.4 Neisseria gonorrhoeae

Responsavel pela gonorreia, € um diplococo Gram-negativo que infecta
as regides urogenitais, retais e faringeas, sendo uma das ISTs bacterianas mais
diagnosticadas, com uma estimativa de 87 milhées de casos anuais em todo o
mundo. Apenas uma minoria dos casos em mulheres apresenta sintomas como
corrimento (Sunkavalli; Mcclure; Genco, 2022).

Em casos sintomaticos, uma secrec¢ao purulenta, composta de células
epiteliais esfoliadas, leucdcitos polimorfonucleares, e diplococos gram-negativos
intracelulares sao caracteristicas tipicas da gonorreia, todavia também pode
ocorrer disuria e caso afete o reto, pode causar dor intestinal, secregao retal e/ou
constipagao (Sunkavalli; 2022; Lin, 2021; Keshvani; Gupta; Incze, 2019).

Infecgbes ndo tratadas podem causar complicagdes graves, variando de
DIP, gravidez ectépica e infertilidade. A gonorreia também pode complicar a
gravidez e ser transmitida para a crianga durante o parto vaginal, causando
cegueira se nao for tratada. NG, como outras ISTs, pode facilitar a transmissao
€ aquisigao do virus da imunodeficiéncia humana (Keshvani; Gupta; Incze, 2019;

Lin; Adamson; Klausner, 2021).
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Apesar de existir um tratamento padronizado pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2015) em caso de diagndéstico no qual se utiliza Ciprofloxacino,
azitromicina ou doxiciclina, a bactéria tem apresentando resisténcia a esses
medicamentos. De acordo com Unemo e Shafer (2014), Neisseria gonorrhoeae
esta evoluindo para uma superbactéria, que € um grande problema de saude
publica em todo o mundo.

Como resultado, hd uma necessidade critica de desenvolver novas
estratégias para um melhor diagndstico e assim tratar de forma eficaz. Existe um
programa em andamento de Vigilancia Sentinela, o Projeto SenGono em
andamento no Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia
(LBMMS) dentro do hospital universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

1.1.1.5 Mycoplasma genitalium

E um reconhecido patégeno associado a endometrites, DIP, cervicites e
salpingites. O género Mycoplasma inclui varias espécies, mas a relacionada a
infeccbes do trato genital atualmente diagnosticada € majoritariamente M.
genitalium.

Micoplasmas sao bactérias desprovidas de parede celular, o que confere
certas caracteristicas importantes ao microrganismo. Nao se coram pelo Gram,
possuem uma morfologia pleomoérfica e sao extremamente sensiveis a
desidratacdo. Seu cultivo, em meios de cultura artificiais € desafiador,
apresentam sensibilidade a poucos antimicrobianos, colonizam a superficie das
membranas mucosas. Sao comensais e geralmente ndo sdo agentes primarios
de vaginites e uretrites, mas estao entre os varios microrganismos que proliferam
em pacientes com vaginose bacteriana e contribuem para essa condicao
(Oplustil, et al, 2020).

1.1.1.6 Trichomonas vaginalis

Estima-se que TV, causador da tricomoniase, seja 0 agente numero um
de ISTs nao virais do mundo, pois ndo é uma doenga de notificagdo compulsoria.

A nivel mundial, suspeita-se que entre as mulheres ocorrem 156 milhdes de
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NOVOS casos por ano, porém sua maior prevaléncia esta em paises com baixos
indices socioecondmicos e indisponibilidade de métodos de diagnosticos
(Kissinger et al., 2022; Belfort et al., 2021).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que a infecgédo por TV pode levar
a um risco aumentado de cancer cervical. A interagao entre cancer cervical e TV
ainda n&o esta totalmente elucidada, mas acredita-se que o processo
inflamatério causado por esse protozoario predisponha o epitélio a
carcinogénese. A ruptura do epitélio cervical deve-se ao processo inflamatoério
causado pela TV, que facilita a entrada do HPV na camada basal do epitélio
(Belfort et al., 2021).

Pacientes sintomaticas relatam varios sintomas, incluindo corrimento
vaginal, disuria prurido vaginal, odor, irritagdo, dor abdominal (Hendges et al.,
2018). Muitos pacientes infectados, entretanto, nunca apresentam sintomas.
Infecgdo por TV nao tratada ou persistente em mulheres tem sido associada a

infertilidade e a resultados adversos do parto (Van Gerwen; Muzny, 2019).

1.1.2 NAO INFECCIOSOS

Outras condicbes patoldgicas e medicamentosas podem influenciar na
vulnerabilidade das alteragdes de microbiota vaginal levando a quadros de
infeccbes cervicovaginais por alterar, entre outras condi¢gdes, o pH e a
imunidade; s&o elas: uso de antimicrobianos, imunossupressores,
quimioterapicos, DIU, uso de ducha vaginal, contraceptivo oral e doengas como
diabetes (Posser, 2016).

1.1.2.1 Hormébnios

De acordo com Punzén e colaboradores (2021), dependendo do periodo
da vida, seja menstrual, gestacional ou na pré e pds-menopausa, ocorrem
mudancgas na mucosa vaginal devido as variagdes hormonais de progesterona e
estrégeno. Mudancas essas, que podem causar microfissuras na mucosa
favorecendo a entrada de micro-organismos (Kaur et al., 2020).

Durante a menstruagdo, o contato do fluido menstrual com a vagina

neutraliza o microambiente vaginal acido, pois geralmente o nivel de pH do
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sangue menstrual € semelhante ao do sangue comum (7,2—7,4). Esse aumento
do pH leva a um aumento no numero de microrganismos anaerdbios que estao
presentes como comensais. Além disso, nesse periodo, o ferro torna-se
prontamente disponivel como fonte nutricional principal para muitas bactérias
genitais. Para adquirir ferro depositado nas superficies mucosas vaginais, micro-
organismos vaginais como Streptococcus e Gardnerella secretam compostos
quelantes de ferro chamados sideréforos. Todavia, os mediadores do sistema
imunoldgico, inibem o crescimento de bactérias dependentes de ferro,
obstruindo o sequestro de ferro disponivel, caso isso n&o ocorra, € possivel que
ocorra o crescimento desordenado dessas bactérias levando a quadros
patogénicos. A cessacao do fluxo menstrual na fase folicular subsequente reduz
o pH vaginal, auxiliando a proliferagao de lactobacilos, com retorno da microbiota
original (Kaur et al., 2020).

1.1.2.2 Sistema Imune

A imunidade apresenta-se como um dos fatores principais de alteragcao da
microbiota vaginal, pois ela € determinante para a instalacdo de doencas.
Mulheres imunossuprimidas apresentam maior probabilidade de adquirir ou
desenvolver disbioses (Jiang et al., 2021).

Como a mucosa vaginal é o primeiro ponto de contato com patdgenos,
as células epiteliais vaginais sdo a primeira linha de defesa fisica aumentando
as respostas imunoldgicas. Os mecanismos de defesa contra essa infecgao séo
evidenciados pela rapida descamacao de células epiteliais, presenca de
receptores de reconhecimento de padroes e liberacao de citocinas inflamatérias.
A microbiota bacteriana na camada mucosa apresenta outra forma de
mecanismo de defesa dentro da vagina por meio da regulagdo do pH acido,
liberacdo de peptideos antifungicos e controle fisiolégico contra a disbiose
(Balakrishnan et al., 2022).

1.1.2.3 Medicamentos

O uso de medicamentos imunossupressores pode alterar as populacbes
da microbiota. Os antimicrobianos podem alterar a homeostase da microbiota
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vaginal, em especial os de amplo espectro, pois eles interferem na manutengéo
dos microrganismos residentes. Os antimicrobianos podem induzir perturbagdes
nas populagdes e podem desencadear proliferagdo seletiva de microrganismos
prejudiciais (Nascimento, 2018).

Os medicamentos quimioterapicos e radioterapicos sao outros
mecanismos de alteracdo de microbiota, pois ocasionam traumas e danos no
epitélio. Esses danos geram modificagbes na mucosa, ocasionando processos
inflamatdrios. As fissuras e os processos inflamatérios sdo considerados meios
pelos quais ha a instalagdo de infecgdes cervicovaginais. Esses resultados
apontam que pacientes em uso de medicamentos ou com patologias crénicas
tém maior risco de apresentarem alteragdes de microbiota com predominio de

espécies patogénicas (Nascimento, 2018).

1.1.2.4 Habitos de higiene

Além disso, outro fator determinante para alteragcées de microbiota s&o os
habitos de higiene. Para Giraldo e colaboradores (2005), o uso de ducha vaginal
afeta a microbiota, pois faz uma limpeza mecéanica das bactérias comensais ao
mesmo tempo que introduz substancias exégenas que tém o potencial de alterar
o pH vaginal. Esses resultados apontam que duchas vaginais nado séao
aconselhadas e que o uso delas pode ocasionar risco a saude vaginal.

Para Souza (2009), os habitos também podem influir diretamente na
composi¢ao da microbiota vaginal por causarem alteragdes de pH. Dentre esses
habitos, estdo o uso de produtos de higiene intima, lubrificantes, 6leos e
perfumes. Além das alteracbes de pH, esses quimicos sao irritantes para a
mucosa. O uso inadequado de desodorantes, cremes, pomadas e sprays que
visam a limpeza podem modificar o pH da regido vaginal. Esses processos
alérgicos sao de dificil diagnodstico na clinica, por isso, faz-se necessario
investigacdo das pacientes que apresentarem sintomas alérgicos quanto ao
agente causador. Os varios resultados elencados evidenciam a multiplicidade de
fatores que causam alteragbes da microbiota vaginal (Tuddenham et al., 2021).

1.1.2.5 Dispositivo Intrauterino (DIU)
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As alteracbes de microbiota podem ainda ser causadas pelo uso de DIU
(dispositivo intrauterino). O uso do dispositivo pode ser um fator de
susceptibilidade a vaginose bacteriana devido a formagado de biofilmes por
microrganismos da microbiota cérvicovaginal, visto que essas bactérias
associadas ao exopolissacarideo tornam-se resistentes a antimicrobianos e aos
fagdcitos. Além disso, a cauda e o corddo do DIU podem transportar de forma
ascendente bactérias vaginais e cervicais para o utero, o que aliado a reagao
inflamatoria pela insergdo de um corpo estranho, favorecem o desenvolvimento
da infeccdo. Esta infeccdo normalmente ¢é causada por bactérias
vaginais distintas da microbiota vaginal, pois esta sofre uma mudanca apoés
a insergao do DIU, predispondo a infec¢des, sobretudo no primeiro ano de uso
(Adam et al., 2018; Achilles et al., 2018)

Os resultados ainda evidenciam que mulheres que fazem uso de DIU
devem ser acompanhadas mais regularmente, por apresentarem uma
probabilidade elevada de infeccbes especificas ligadas ao uso do dispositivo
(Achilles et al., 2018).

1.1.2.6 Vaginose citolitica

A vaginose citolitica permanece uma condicdo amplamente controversa
e pouco estudada. Ainda se questiona se € uma condigao fisiolégica ou ndo, e
normalmente nao € listado como uma condicdo nas diretrizes de vaginite
(Sherrard et al., 2018).

Nela ocorre crescimento excessivo de lactobacilos, com grande
destruicado de células escamosas intermediarias (citolise). Facilmente confundida
com candidiase pois causa irritagdo genital associada a um corrimento de
aspecto branco a branco-amarelado, em grumos, mas frequentemente com
comportamento ciclico, resultando em tratamento ineficaz e prolongado podendo
causar iatrogenia e prejudicar a sintomatologia da paciente, além dos gastos
desnecessarios do sistema de saude, ainda interfere em questdes psicologicas
e sexuais da paciente (Kraut et al., 2023).
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1.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

1.2.1 Diagnéstico de vaginose bacteriana

A metodologia mais utilizada € a coloragdo por Gram do fluido vaginal,
que possibilita quantificar o tipo e quantidade de organismo, resultando em um
escore que determina se ha infecgdo ou apenas colonizagdo. O mais comumente
utilizado €& o critério laboratorial de Nugent (Nugent, Krohn, Hillier, 1991),

conforme a tabela 1.

Tabela 1. Sistema de Nugent para diagndstico de vaginose bacteriana

Tipo Morfologico N°® de microrganismos/Campo Pontuacéao
de imerséo

Lactobacillus spp. ou >30 0
Bacilos de Doderlein 5-30 1
(BGP) 1-4 2
1 3
0 4
Mobiluncus sp. 0 0
(BGN curvos) 1-4 1
5 2
Gardnerella >30 4
vaginalis/Bacteroides sp. 5-30 3
(CBGV; BGN com 1-4 2
vacuolos) 1 1
0 0

Fonte: Brasil, 2022
Anteriormente a Nugent (1991), Amsel havia proposto, em 1983, critérios
para auxiliar na determinagéo do que era conhecido como vaginite inespecifica,
que hoje é conhecida como VB, que difere da vaginite pois nem sempre é
seguido de inflamacao (Amsel et al., 1983). Seus critérios sdo basicamente
clinicos e € considerado particularmente utii em situagdes nas quais a
experiéncia microscépica do técnico, a disponibilidade de ferramentas de
microscoépio ou o tempo podem ser um fator limitante. Existem quatro parametros
usados para determinar a presencga ou auséncia de VB. Estes sao:
o Corrimento fino, homogéneo de coloragcao branca ou amarela.
e Clue-cells em exame a fresco (visualizagdo do conteudo vaginal sem uso
de corantes)

» pH do fluido vaginal acima de 4,5.
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o Liberacdo de odor de peixe apo6s adicionar solugdo de hidréxido de
potassio (KOH) a 10% a montagem umida - também conhecido como
"teste de cheiro".

Trés dos quatro critérios apresentados na tabela 1 devem estar presentes
para confirmar o diagndstico, embora encontre-se na literatura atualizada a
modificagdo dos critérios para incluir apenas dois para obter um teste positivo
(Colonna; Steelman, 2020).

Os critérios de Nugent, embora sejam menos sensiveis na identificacdo
da VB, parecem ser mais confiaveis do ponto de vista de reprodutividade, pois
eliminam os aspectos subjetivos encontrados nos critérios de Amsel e
fundamenta-se principalmente pela presenca ou nédo dos lactobacilos e
estabelece trés classificagbes: (1) normalidade do ecossistema (escore 0 a 3),
(2) uma zona de transicéo ou de indefinicdo (escore de 4 a 6) e (3) uma completa
desestruturagcao do equilibrio dos microrganismos normais da microbiota vaginal

— vaginose bacteriana (escore 7 a 10).

1.2.2 Diagnéstico da Candida ssp.

E dado de forma clinica e laboratorial. Clinicamente ocorre a presenca de
prurido, corrimento vaginal e eritema, todavia, n&o sao especificos da CV ja que
outras causas sejam elas infecciosas ou ndo podem provocar 0S mesmos
sintomas. O exame frequentemente revela vulva e vagina bastante
hiperemiadas, as vezes edemaciadas e com fissuras. O corrimento é descrito
tipicamente como tipo "leite coalhado", entretanto ele pode ser extremamente
variavel, ou até muito discreto (Simdes, 2005).

Exames laboratoriais como a microscopia a fresco ou corada pelo Gram,
mostra a presenca do fungo na forma de leveduras e/ou pseudo-hifas (Hainer,
Gibson, 2020).
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1.2.3 Diagnéstico de cervicites

O diagndstico laboratorial da cervicite causada por CT e NG pode ser feito
pela deteccdo do material genético dos agentes infecciosos por biologia
molecular. Esse método € o de escolha para todos os casos, sintomaticos e
assintomaticos. Para os casos sintomaticos, a cervicite gonococica também
pode ser diagnosticada pela identificagdo do gonococo apds cultura em meio
seletivo (Thayer-Martin modificado), a partir de amostras endocervicais (WHO,
2021). Devido as suas caracteristicas de crescimento, os melhores métodos
para a deteccdo de M. genitalium sao os moleculares, ja disponiveis
comercialmente (Oplustil, et al. 2020). Atualmente, existem kits comerciais que

possibilitam o diagnéstico simultdneo de CT, NG, MG e TV.

1.2.4 Diagnéstico de Trichomonas vaginalis

O exame a fresco € a metodologia mais usual para observagao do
movimento do protozoario mediante gota do conteudo vaginal e solugao salina,
entretanto esse exame depende do protozoario vivo, por isso, dificimente a
amostra pode ser coletada fora do ambiente onde a microscopia foi realizada.
Habitualmente, visualiza-se o movimento do parasita, que possui flagelo, e
muitos leucocitos. Contudo, seu uso € limitado pela baixa sensibilidade, que varia
de 44 a 68% em comparagao com a cultura que possui sensibilidade de 81-94%
(Van Gerwen; Muzny, 2019).

Apesar da sensibilidade e especificidade relativamente altas, a cultura de
T. vaginalis permanece demorada, pois requer incubagao e leitura durante varios
dias. Nos ultimos anos, o teste molecular para T. vaginalis tornou-se a
modalidade diagndstica preferida (Van Gerwen; Muzny, 2019).

Na bacterioscopia com coloragao pelo método de Gram, observa-se o
parasita Gram-negativo, de morfologia caracteristica, mas € pouco comum que
se encontre o protozoario. O Gram e outros métodos de coloragdo dependem de
um bom morfologista para identificar em meio ao campo pois pode ser facilmente
confundido com uma célula epitelial (OplustiL, et al, 2020).
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Figura 1 - Trichomonas vaginalis visualizada em microscopio

- E

Fonte: Infoescola: Tricomoniase

1.2.5 Diagnéstico de Vaginose citolitica

A revisao escrita por Kraut e colaboradores (2023) descreve que a maioria
dos estudos utiliza critérios subjetivos para diagnosticar VC, uma vez que a
condicao carece de critérios microscépicos padrao-ouro. Somente em 1991 que
Leonard e Laurence Cibley cunharam o termo “VC” apds encontrar mulheres
com sintomas semelhantes aos da candidiase vulvovaginal (corrimento branco,
irritacdo, prurido), mas com uma fisiopatologia e tratamento marcadamente
diferentes (Cibley, 1991).
O exame especular evidencia o conteudo vaginal branco, leitoso e
grumoso, aderido as paredes vaginais. O pH vaginal é entre 3,5-4,5 e o teste de

aminas é negativo (Kraut et al., 2023).

1.3 METODOS PARA DIAGNOSTICO LABORATORIAL

1.3.1 Bacterioscopia

Utiliza-se a coloragao de Gram como método bacterioscopico para o
rastreamento ou mesmo confirmagdo em alguns casos, essa técnica é simples
e rapida, permitindo o diagndstico correto em aproximadamente 80% dos
pacientes em um pronto-socorro local. Os custos de investimento e manutencao
sao consideravelmente baixos em comparacido com a eficiéncia alcangada com
resultados imediatos dos testes. Dentre as vantagens esta a de uma instalagao
simples, necessitando apenas de um espago com agua e gas disponiveis, onde
devera ser instalado um balcdo com lavatorio e bico de Bunsen. Também é

necessario: um microscopio com objetiva de imersao e corantes de Gram. Os
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corantes podem ser feitos no proprio laboratorio ou por uma industria (Brasil,
2001).

1.3.2 Testes moleculares

A Reacao em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica de laboratorio
usada para fazer varias copias de um segmento de DNA. A PCR é muito precisa
e pode ser usada para amplificar ou copiar um alvo de DNA especifico de uma
mistura de moléculas de DNA. Primeiro, duas sequéncias curtas de DNA
chamadas de iniciadores sao projetadas para se ligar ao inicio e ao final do alvo
de DNA. Entdo, para realizar a PCR, o molde de DNA contendo o alvo é
adicionado a um tubo contendo os iniciadores, nucleotideos livres e uma enzima
chamada DNA polimerase, e a mistura € colocada em um termociclador
(Scitable, 2014).

O termociclador aumenta e diminui a temperatura da amostra em etapas
automaticas e programadas. Inicialmente, a mistura é aquecida para desnaturar,
ou separar, o molde de DNA de fita dupla em fitas simples. A mistura é entao
resfriada para que os iniciadores se liguem, ao molde de DNA. Nesse ponto, a
DNA polimerase comega a sintetizar novos filamentos de DNA a partir dos
iniciadores. Apds a sintese e no final do primeiro ciclo, cada molécula de DNA
de fita dupla consiste em uma nova e uma velha fita de DNA (Scitable, 2014).

A PCR entdo continua com ciclos adicionais que repetem as etapas
mencionadas. Os segmentos de DNA recém-sintetizados servem como moldes
em ciclos posteriores, o que permite que o alvo de DNA seja exponencialmente
amplificado milhdes de vezes (Scitable, 2014).

A PCR multiplex € uma reacao para detectar a presenca de multiplos
patdogenos simultaneamente (Ex: Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e Mycoplasma genitalium), em uma unica
reagao para cada amostra. O material genético de cada patdégeno € amplificado
no mesmo tubo pela PCR. A presenca de uma sequéncia especifica para cada
patdgeno na reagéo é detectada por um aumento na fluorescéncia observada a
partir da sonda correspondente duplamente marcada, e é relatado como o valor
limiar de ciclo (Ct) pelo programa acoplado ao termociclador em Tempo Real
(Dards, 2020).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a utilidade da avaliagdo do desequilibrio da microbiota vaginal
com teste molecular em relagao aos critérios de Nugent e detectar associagéo
de cervicite por CT/NG/MG/TV nos casos de vaginose em mulheres atendidas
no HU/UFSC/EBSERH e nos centros de saude da cidade de Florianépolis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Classificar as vaginoses por meio da bacterioscopia utilizando os critérios
de Nugent.

e Detectar agentes causadores de vaginoses (Atopobium vaginae;
Bactérias associadas a vaginose bacteriana 2; bacteroides fragilis;
Gardnerella vaginalis; Lactobacillus spp.; Megasphaera Tipo 1;
Mobiluncus spp.) por testes moleculares.

e Detectar cervicites por Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium,
Trichomonas vaginalis e Neisseria gonorrhoeae por testes moleculares.

e Comparar os resultados dos critérios de Nugent com os resultados dos
testes moleculares na classificagdo das vaginoses.

e Avaliar a concordancia entre a bacterioscopia classificada pelos critérios

de Nugent e a qPCR para pesquisa de vaginose bacteriana.

3 JUSTIFICATIVA

Aplicado em todo o mundo por aproximadamente trés décadas, o escore
de Nugent ainda é considerado o “padrao ouro” das ferramentas de diagndstico
de VB. Porém devido as limitacbes dessa ferramenta, métodos baseados em
biologia molecular tém sido desenvolvidos como estratégias alternativas a essas

limitagdes para o diagndstico da VB.
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4 METODOLOGIA
4.1 ETICA E CONSENTIMENTO

O projeto foi submetido ao comité de ética e foi aprovado pelo numero

do parecer 6.448.151, no anexo 1.

4.2 AMOSTRAGEM E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidas nesse estudo amostras cedidas pelo setor de
microbiologia da Unidade de Laboratério do HU/UFSC/EBSERH, provenientes
de mulheres atendidas no hospital universitario. Também foram incluidas neste
estudo, amostras vaginais de mulheres atendidas em unidades de Saude de
Florianopolis como Saco Grande, Itacorubi, Pantanal e Saco dos Limdes. As
participantes preencheram o Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE).

Foram coletados um swab vaginal para confec¢cdo da lamina para a
bacterioscopia e um swab que foi inserido em um tubo com meio UTM-RT
(Copan®, Italia) para preservagao do material genético para os testes de biologia
molecular. As amostras foram identificadas com numero sequencial e

desvinculadas dos dados das participantes.

4.3 BACTERIOSCOPIA

A coloragédo de Gram é utilizada para classificar bactérias com base no
tamanho, morfologia celular e comportamento diante dos corantes.
As laminas recebidas foram coradas pelo método de Gram (OplustilL, et
al, 2020) de acordo com as seguintes etapas:
a. Em uma pia, colocou-se a lamina de microscopia seca (contendo o
esfregago) sobre o suporte de laminas;
b. Aplicou-se o corante cristal-violeta (Gram |) sobre todo o esfregago, que
agiu por 1 minuto. Apds esse tempo, a lamina foi lavada rapidamente com
agua corrente (com cuidado para nao remover o esfregago).
c. Foi aplicado o Lugol (Gram Il) sobre o esfregaco, que ficou agindo por 1

minuto;
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d. O esfregaco foi lavado rapidamente com agua corrente

e. Foirealizado o procedimento de descoloragdo com a solugéo de alcool-
acetona (Gram IllI). Onde foi adicionado um pouco da solugéo e realizado
movimentos circulares com a lamina. Foi necessario escorrer e repetir o
procedimento até que a coloragao violeta ndo se desprender mais da lamina
(tempo critico: aproximadamente cinco segundos) e foi enxaguado
imediatamente com agua corrente;

f. O esfregago foi coberto com safarina (Gram 1V) e deixado agir por 30
segundos;

g. Foilavado rapidamente com agua corrente com cuidado;

h. O excesso de agua foi escorrido e o verso da lamina limpo com papel
toalha.

i. Os esfregacos secaram a temperatura ambiente;

j- A leitura foi realizada em microscépio, objetiva de 100x com auxilio de
uma gota de 6leo de imersao sobre o esfregaco;

Na bacterioscopia observa-se a presenca de estruturas celulares, e
utilizando o sistema de Nugent foram aplicados o escore para o quantitativo de
lactobacilos, Gardnerella vaginalis e Mobiluncus sp.

Foi avaliado por meio da Bacterioscopia, a presenga ou auséncia de
leveduras e pseudo-hifas, sugestivas de candidiase.

Quando as estruturas celulares sdo cobertas pela violeta-de-metila,
todas se coram em roxo. Com a adigao do lugol, ocorre a formagao do completo
iodo-pararosanilina. Esta reacdo tem a propriedade de fixar o corante primario
nas estruturas coradas. Algumas estruturas perdem a cor violeta rapidamente,
quando se aplica um agente descorante, como alcool etilico, enquanto outras
perdem sua cor mais lentamente ou ndo perdem a cor. A safranina cora as
estruturas que foram descoradas (BRASIL,2001).

As bactérias que tém a parede celular composta por peptideoglicano —
peptideo de acido n-acetil muramico, durante o processo de descoloragcdo com
alcool etilico, retém o corante. Ja as bactérias com parede celular composta
predominantemente por acidos graxos (lipopolissacarideos e lipoproteinas)
perdem o complexo iodo-pararosanilina, assumindo a cor do corante de fundo
(BRASIL,2001).
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Nem todos os microrganismos sao corados com a técnica. Existe um
grupo de bactérias chamado micoplasmas, que n&o possui parede celular nem
peptidoglicano, devido ao carater hidrofébico de sua parede apesar de estudos
moleculares os colocarem proximos das bactérias Gram negativas, estes s&o
incapazes de serem corados pelo método de Gram, ja que ndo possuem parede.
Alguns deles possuem esterdis em suas membranas, diferenciando-os mais
ainda dos outros procariotos (BRASIL, 2018).

4.4 TESTES MOLECULARES

Para a identificacdo das vaginoses, foi realizada a extracdo do material
genético (DNA) a partir do swab das amostras coletadas e conservadas em meio
UTM-RT. Foi utilizado o kit ReliaPrep Blood gDNA Miniprep (Promega, EUA)
para extracdo de DNA seguindo o protocolo do fabricante.

A amplificacdo do material genético foi realizada utilizando dois kits: O
primeiro kit é Alplex™ CT/NG/MG/TV Assay (Seegene, Coreia do Sul), PCR
multiplex em tempo real, que detecta e identifica simultaneamente os quatro
patdogenos (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Trichomonas vaginalis). O segundo kit utilizado foi o kit AllplexTM
Bacterial Vaginosis Assay (Seegene, Coreia do Sul), que é um teste para
deteccao e quantificagao in vitro, podendo ser deteccdo unica ou multipla de
bactérias Megasphaera Tipo 1, Lactobacillus spp. (Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii), bacteroides fragilis, Gardnerella
vaginalis, Bactéria associada a vaginose bacteriana 2 (BVAB2), Atopobium

vaginae, e Mobiluncus spp. (Mobiluncus mulieris, Mobiluncus curtisii).

4.5 ANALISE DE DADOS E COMPARAGAO ENTRE METODOLOGIAS

O estudo estatistico foi realizado utilizando o Software IBM SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences, versdo 29). Foram analisadas as
frequéncias e para determinar a concordancia entre os métodos foi utilizado o
teste Kappa. Adotados como referéncia os valores de Kappa determinados por
Altman (1991): concordancia pobre foi atribuida para valores de Kappa entre

0,00-0,20, concordancia razoavel para valores entre 0,21-0,40, concordancia
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moderada para valores entre 0,41-0,60, boa concordancia para valores 0,61-

0,80 e concordancia excelente para valores entre 0,81-1,00.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DESCRICAO DA AMOSTRAGEM TOTAL

A amostragem final foi de 103 amostras de conteudo vaginal para biologia
molecular, e 99 laminas para Bacterioscopia. Quatro laminas nao foram
corretamente preparadas, impedindo a visualizagao correta no Gram.

A faixa etaria das participantes foi de 19 a 58 anos, sendo a média de
idade 30 anos. Cerca de 37% (38 amostras) detectaram positivo no kit Allplex™
Bacterial Vaginosis Assay (Seegene, Coreia do Sul), sendo que destas, 87,4%
estdo abaixo dos 40 anos. Das que foram classificadas com disbiose de acordo
com critérios de Nugent, 91,7% estavam abaixo de 40 anos. A VB ¢é a causa
mais comum de sintomas vaginais entre mulheres em idade reprodutiva
(Coudray, 2020).

Em relacédo a etnia, 57,3% se autodeclararam brancas, 21,4% pardas,
12,6% pretas, 1,9% amarelas, 1% indigena e 5,8% nao declararam. Das
amostras positivas a etnia mais comum com disbiose foram brancas (57,9% ) e
pretas (18,4%). Isso se explica por que as amostras foram colhidas de regioes
onde maioria se declara branca. De acordo com o IBGE no censo em 2010 do
municipio de Florianépolis, 84,91% da populagéo se autodeclara branca, 4,40%
preta, 10% parda, 0,19% indigena e 0,48% amarela. Porém como se trata de um
censo com mais de 13 anos, é possivel que os dados estejam desatualizados e

por isso nao condizentes com a amostragem.

Um estudo realizado pela Fundagao Oswaldo Cruz em 2014 por Krauss-
Silva e colaboradores, mostra que a prevaléncia de VB entre mulheres brancas
é de 28,1% e negras de 32,5%. Outro estudo realizado por Coudray e Oudray;
Madhivanan, (2020), também aponta que o risco de desenvolvimento de VB varia
de acordo com raga e etnia. Sendo afro-americanas com o dobro de
probabilidade de desenvolver VB em comparacdo com mulheres de ascendéncia
europeia (caucasianas nao hispanicas) e duas vezes mais probabilidade de ter
um parto prematuro. As razbes permanecem sem explicagdo (Madhivanan,
2020)

Uma das hipéteses apontada por Krauss-Silva (2014) é devido a diferencga
do pH vaginal, sendo que para mulheres brancas, a média de pH foi de 4,5 e
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para mulheres negras este valor foi de 5,0. Sabe-se que o aumento do pH
favorece a proliferacéo de bactérias anaerdbias (Abou Chacra; Fenollar; Diop,
2022).

5.2 RESULTADOS ENCONTRADOS NA BACTERIOSCOPIA

Das 99 laminas que foram submetidas a bacterioscopia, 77 foram

descritas com algum achado sugestivo de infecgdo ou alteragdo da microbiota

Figura 2 — Resultados da bacterioscopia.
30

20

10

Disbiose Vag. Inflamacao CBGV Candida CBGV + Mobiluncus
Citolitica Spp. Candida spp.+
spp. CBGV

Legenda: Vag.Citolitica: Vaginose citolitica; CBGV: Cocos-bacilos Gram variaveis.
fonte - elaborado pela autora

5.2.1 Disbiose:

Considerou-se disbiose as laminas nas quais a populagao bacteriana de
lactobacilos ndo estava em quantidades suficientes (abaixo de 5 organismos por
campo) ou entdo que ndo eram visiveis mesmo em amostras com material

suficiente.

5.2.2 Vaginose citolitica:
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A vaginose citolitica é caracterizada por lise de células epiteliais,
apresentando numerosos nucleos nus e detritos citoplasmaticos, o que
geralmente é considerado devido a super acidificagdo (Lev-Sagie et al., 2022).

O esfregagco vaginal corado pelo Gram encontra-se sem qualquer
patogeno, com identificacdo de grande populacao de bacilos médios, numerosos
nucleos desnudos e detritos celulares como pode ser observado na figura 3 e na
figura 4 (Carvalho, 2021).

Figura 3 - Campo microscopico de lactobacilos

azul, lactobacilos no circulo verde e célula epitelial no circulo amarelo.
Fonte - Elaborado pela autora.

Legenda: campo microscépico com nucleos nus de células epiteliais destacados nos circulos
verdes em aumento de 100x.
Fonte- Elaborado pela autora
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Sinais de inflamagéo sdo associados a alta presencga de leucdcitos que

podem ser observados pela microscopia de Gram (Figura 5 e Figura 6).

Figura 5 - Leucdécitos no aumento de 40X

Fonte - elaborado pela autora.

Figura 6 - Leucocitos em aumento de 100X com presen‘ga de muco

- e

Legenda: campo microscopico com aumento de 40x, mostrando leucdcitos envoltos por
filamentos de muco e alguns lactobacilos.
Fonte - elaborado pela autora
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5.24 CBGV

Os cocobacilos Gram-variaveis podem ser observados em formato de
pequenos pontos corados em roxo quando gram-positivos ou em tom rosado
quando forem gram-negativos. Na figura 7 € possivel visualizar um campo com

muitos CBGV e uma clue-cell (célula coberta por um biofilme bacteriano).

Figura 7 - Bacterioscopia por coloragao de Gram com evidéncia de cocos
bacilos Gram variaveis.
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Legenda: No circulo verde é possivel observar grande quantidade de lactobacilos
Gram variaveis e no circulo azul observa-se uma Clue-cell.
Fonte - elaborado pela autora

5.2.5 Mobiluncus Spp.

Mobiluncus Spp., sao caracterizados pelo formato de bacilos curvos
visiveis na lamina e que comumente aparecem em casos de vaginose
bacteriana, bem como em casos de disbiose (Figura 8) (Eleutério Junior;
Cavalcante, 2004).
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Figura 8 - Mobiluncus spp em aumento de 100x.

3 = r L

Legenda: Destacado no quadro (aumento de 2x) os bacilos curvos caracteristicos de
Mobiluncus spp.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.6 Trichomonas vaginalis TV:

Eles se apresentam como um pequeno organismo em forma de pera com
nucleos tipicos (Figura 9). O flagelo é raramente identificado. E necessaria muita
experiéncia e um olhar atento para identificar TV devido sua semelhanca a

células epiteliais: figura 10 (A) e figura 10 (B).

Figura 9 - descrigao morfolégica de TV

Trichomonas vaginalis

Cytostome

Nucleus

/

Fonte - Sanar medicina 2014



41

Figura 10 - LaAminas de amostra vaginal corada pelo Gram para observagao de
células epiteliais e Trichomonas vaginalis

Legenda: A: Destacado no circulo verde as células epiteliais coradas pelo gram
e observadas em aumento de 100x. B: Destacado no circulo azul os Trichomonas
vaginalis corados pelo gram e observados em aumento de 100x.

Fonte - elaborado pela autora.

Figura 11- Trichomonas vaginalis em aumento de 100x

Fonte - elaborado pela autora

5.2.7 Amostras inadequadas:

Laminas que foram consideradas inadequadas sédo aquelas feitas de
forma incorreta com pouco ou com excesso de material e/ou as laminas com

excesso de muco que impossibilitam a leitura. Também foram incluidos neste
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grupo as laminas que nao foram confeccionadas na hora da coleta. Portanto, no
estudo nao foram incluidas laminas feitas de forma incorreta com pouco ou
excesso de material, abundante de muco ou secrecao impossibilitando a leitura
(Figura 12).

e materia
= F‘k B

]
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\

Figura 12- Campo com alta densidade d

%

5.2.8 Candida spp.

A morfologia da maioria das espécies de Candida consiste em células de
brotamento elipticas que podem formar filamentos multicelulares elaborados e
bem desenvolvidos chamados de pseudo-hifas (Figura 13).
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Figura 13 — Leveduras e pseudo-hifas observados pela coloragdo de Gram.

Legenda: Nos circulos verdes € possivel observar as leveduras e no circulo azul as pseudo-
hifas.
Fonte - elaborado pela autora

5.3 CLASSIFICACAO PELOS CRITERIOS DE NUGENT

Os critérios de Nugent ndo levam em consideracéo a existéncia de hifas,
pseudo-hifas e leveduras para sua pontuacgao. A analise é feita exclusivamente
de acordo com a tabela 1, porém esse tipo de achado é citado durante a
emissao de laudos.

Ao analisar essas mesmas amostras exclusivamente sob esses critérios,
tem-se os seguintes resultados base, atribuindo-se uma pontuagdo para a
amostra de acordo com o que se observa na lamina. Das 99 laminas analisadas,
57 foram consideradas normais, ou seja, sem elementos suficientes que
justificassem um quadro infeccioso, levando em consideragdo apenas as
bactérias contempladas pelo método. As que se enquadraram em disbiose
foram 36. Em nivel intermediario foram seis (6), o que significa a transigéo entre
normalidade e infecgdo e quatro ndo foram possiveis analisar (excluidas do
estudo) (Figura 14).
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Figura 14 - Resultados das amostras avaliadas pelo critério de Nugent
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Normal (0-3) Disbiose (7-10) Intermediario

Fonte - elaborado pela autora

Mesmo que a pontuagdo de Nugent seja considerada padrao-ouro pela
OMS, ela apresenta algumas limitagbes. A microbiota intermediaria é até agora
uma categoria ndo caracterizada e representa um desafio no diagndstico da VB.
O método tem sido ignorado por muitos profissionais de saude devido ao nivel
de habilidade exigido com a microscopia, bem como ao tempo que leva para
realizar fisicamente a contagem de bactérias (Abou Chacra; Fenollar; Diop,
2022).

Além disso, a identificagdo dos morfotipos € subjetiva e dependente da
técnica, portanto o diagndstico pode ser influenciado pelas habilidades e
experiéncias individuais de quem realizam a leitura (Antonucci; Mirandola;
Fontana, 2017).

54 BACTERIAS DETECTADAS NO KIT ALLPLEX™ BACTERIAL
VAGINOSIS ASSAY (SEEGENE)

Diversos microrganismos foram detectados pelo teste de biologia
molecular Allplex™ Bacterial Vaginosis, entretanto, apenas 38 amostras (36,9%)
foram classificadas como positivas, que significa que a quantidade de bactérias

encontradas de acordo com as espécies, estava acima do limite aceitavel em
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uma microbiota saudavel. Apenas trés (3) classificadas como intermediarias e
62 (60,2%) como normais. Na figura 15 é possivel visualizar o que foi detectado

pelo kit e suas combinacdes.

Figura 15 - Bactérias detectadas pelo Kit Allplex™ Bacterial Vaginosis Assay

m Positivo = Intermediario = Normal
20
20

Legenda: BVAB2 (bactérias associadas a VB-2); AV: Atopobium vaginae; GV:Gardnerella
vaginalis; MOB: Mobiluncus sp; MEGA1: Megasphaera-1; LACTO: Lactobacillus crispatus/
Lactobacillus jensenii/Lactobacillus iners; Ndo detectado™: espécie(s) ndo detectadas pelo kit
Fonte - Elaborado pela autora

Os resultados gerais apontam que 74,8% das mulheres abrigam em sua
microbiota bactérias com potencial patogénico, sendo os mais comuns:
* (GV)-15,9%
* (Lacto, GV) - 13,4%
* (GV,AV) - 11%
* (Lacto,AV) - 7,3%
* (Mega1,GV,BVAB2,AV) - 7,3%
* (Lacto,GV,AV)- 4,9%

Em um estudo publicado no European Journal of Clinical Microbiology &
Infectious Diseases, por meio das pontuagdes de Nugent e (QPCR) foi indicado
que 35,6% das pacientes estudadas abrigam microbiota associada a vaginose
bacteriana. Os agentes AV, GV, GAMB (GV + AV + MEGA1 + BVAB2) e LC +

LJ (Lactobacillus crispatus + Lactobacillus jensenii), foram os mais comumente
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encontrados. O aumento de GAMB e a diminuigdo das copias de LC + LJ
demonstraram a associagao mais forte com maior pontuagédo de VB (SINGH et
al., 2020). Megasphaera tipo |, BVAB2, AV e GV foram significativamente
associadas de forma independente a VB (Fethers et al., 2012).

Deste grupo, 45,1% foram detectadas com resultado positivo para
disbiose. Sobre amostras positivas, predominaram as seguintes combinagdes de
agentes:

e Megal1,GV,BVAB2,AV - 15,8%

e GV,AV-132%

e Megal, GV,AV - 10,5%

e Mega1, GV, BVAB2,AV,Mob - 7,9%

e Mega1, GV, BVAB2 - 7,9%

Ainda sobre as amostras positivas, GV é o microrganismo que foi detectado
mais vezes, estando presente em 27,8% das detec¢des que correspondem a 32
amostras, seguido de:

e AV -243% (28 amostras)

e MEGAT1 - 20,9% (24 amostras)

e BVAB2 - 15,7% (18 amostras)

e Mob - 7% (8 amostras)

e Lacto - 4,3% (5 amostras)

As bactérias Atopobium vaginae sao cocos Gram-positivos anaerébios,
pequenos, alongados, que ocorrem isoladamente, em pares ou em cadeias
curtas. Esta morfologia celular variavel pode explicar como AV pode ser
camuflada por outros organismos e negligenciada na coloracdo de Gram
diagndstica. O principal produto metabdlico é o acido lactico. Foi detectada por
PCR em 96% das mulheres com VB e em apenas 12 a 19% daquelas sem VB
(Onderdonk; Delaney; Fichorova, 2016).

Em outra pesquisa, realizada por Menard e colaboradores (2008), foi
detectado AV em 69% das amostras de mulheres sem VB, sugerindo que a mera
deteccao de AV tem um baixo valor preditivo para VB. Porém, seus resultados
mostraram que a deteccdo de AV é um bom preditor, uma vez que foram

detectados niveis mais elevados em amostras positivas para VB. Foi
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demonstrado que AV e GV estao presentes em 78% a 96% das amostras de VB,
em contraste com 5% a 10% das amostras de microbiota sem o quadro de VB.

Um artigo publicado pelo Journal of Medical Virology, constatou que
mulheres com mais de 41 anos, possuem populagcbées mais prevalentes de
Mega1, GV, BVAB2, AV e Mob, enquanto Lacto esta significativamente
diminuido neste grupo (Rosario et al., 2023). Todavia, no presente estudo o
grupo que se encontra na faixa etaria entre 41 e 58 anos, € de apenas 13
individuos e cuja distribuicdo de bactérias foi muito heterogénea, ndo sendo
possivel estabelecer um padrao confiavel para comparacéo.

As bactérias Mobiluncus sao organismos moveis, anaerobios, de
crescimento lento e fastidiosos. Gram-variaveis ou Gram-negativos curtos e
curvos, Gram-negativos longos, retos ou ligeiramente curvados. Apesar da sua
natureza exigente, a bactéria Mobiluncus € comummente encontrado em
mulheres com VB e raramente em mulheres saudaveis (Onderdonk; Delaney;
Fichorova, 2016).

De acordo com Meltzer e colaboradores (2008) em seu estudo utilizando
PCR em amostras vaginais relatou que Mobiluncus foi detectado em 38% das
mulheres sem VB e em 84,5% das mulheres com VB. Além disso, Mobiluncus
parece facilitar o crescimento de GV (Vargas-Robles et al., 2020).

Em relagdo as mulheres sem sinais de disbiose, os agentes comuns
foram:

e Lacto - 30,8% (20 amostras)

e GV -18,5% (12 amostras)

e Lacto,GV — 15,8% (10 amostras)

e Lacto, AV - 7,7% (5 amostras)

e GV,AV -6,2% (4 amostras)

As pacientes com VB tinham na sua microbiota vaginal presencga, cargas e
abundancias significativamente maiores da maioria das bactérias associadas a
VB. No entanto, apenas Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, BVAB2 e
MEGA1 detectadas em ou acima dos limiares 6timos foram altamente previsiveis
para VB, com a melhor precisdo diagnostica demonstrada para AV. A deplecao
de espécies de Lactobacillus combinada com a presenca de GV ou AV em niveis

diagndsticos foi um preditor de VB altamente preciso (Shipitsyna et al., 2013).
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Em 20,4% apenas lactobacilos foram detectados e em 4,9% nada foi
detectado. Porém é importante salientar que quando se diz “nada” é referente
aos tipos de organismos que o kit consegue detectar, sendo possivel que essas

mulheres apresentem como colonizagao principal outros tipos de bactérias.

55 PATOGENOS ENCONTRADOS ALLPLEX CT/NG/MG/TV ASSAY
(SEEGENE®)

Das 103 amostras analisadas por biologia molecular, 15 (14,56%)
apresentaram algum patogeno identificado pelo kit AllplexTM CT/NG/MG/TV
Assay (Seegene), sendo cinco CT, trés MG, trés NG e duas TV. Em duas
amostras foram detectadas coinfec¢ao, sendo uma NG+CT e uma TV+CT. Na
figura 16, apresenta-se as coinfecg¢des entre os resultados de deteccao do kit e
os resultados obtidos na leitura bacterioscépica da lamina confeccionada dessas
mesmas pacientes, ou seja, 0 que as amostras que detectaram alguma IST

revelavam pela leitura de suas laminas.

Figura 16 - Resultados do kit CT/NG/MG/TV associado ao resultado da
bacterioscopia.

W Muitos leucocitos m CBGV Mobiluncus spp.+ CBGY M Candida spp. B Normal Candida spp. + CBGV

NG,CT TV,.CT

Fonte — elaborado pela autora.
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5.6 RELAGCAO ENTRE INFLAMACAO, CANDIDA SPP. E IST

O organismo da mulher reage ao aumento da diversidade e abundéancia
de organismos vaginais patogénicos nao apenas redefinindo a rede de citocinas
relacionadas a inflamag&o, mas também aumentando os niveis vaginais de
efetores antimicrobianos produzidos por leucdcitos, por exemplo, éxido nitrico
(NO). No entanto, a VB tem sido associada a efeitos divergentes nas populagdes
de células imunes na mucosa vaginal com numeros suprimidos de leucdcitos.
Mulheres com VB apresentaram niveis mais baixos de neutréfilos do que
mulheres com CVV, esta ultima apresentando vaginite classica (Candida spp +
inflamacéao) (Onderdonk; Delaney; Fichorova, 2016).

Os resultados do kit Allplex CT/NG/MG/TV foram associados a detecgao
de inflamacgao (alta presencga de leucdcitos) observada na bacterioscopia para
determinar a ocorréncia de cervicite associada. Em quase 40% das laminas nao
foram observados sinais inflamatoérios, cinco (5) eram sugestivas de Candida
spp., porém sem presencga de muitos de leucécitos, 10 apresentaram Candida
spp., associada a quantidade aumentada de leucdcitos, sete (7) apresentaram
sinais de inflamacgao juntamente com a detecgéo de alguma IST e cerca de 30%
apresentaram sinais inflamatérios sem um etiologia determinada pelo estudo.

Também estdo presentes na figura 17 resultados de indicativo de infecgao
por Candida spp. e a relacdo com sinais inflamatérios visualizados na

microscopia.
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Figura 17- Relagao entre Candida spp, inflamacao e ISTs
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Fonte - elaborado pela autora

Os resultados obtidos ndo mostram uma relagéo clara entre Candida spp.,
IST e inflamacgédo. Sao necessarios mais estudos para estabelecer um padrao

apropriado.

5.7 ANALISE DE DADOS E COMPARACAO ENTRE METODOLOGIAS
A partir dos dados obtidos neste estudo, obteve-se o0s seguintes

resultados (Tabela 2 e tabela 3):

Tabela 2 — Resultados da comparacio entre metodologias
Resultados da bacterioscopia pelos critérios de Nugent

Intermediario Normal Disbiose Inadequada Total

Intermediario 0 3 0 0 3
Normal 6 45 8 3 62
Disbiose 0 9 28 1 38

Resultados da
interpretacao do
kit de vaginoses

Total 6 57 36 4 103

Fonte: elaborado pela autora

Tabela 3 - Concordancia entre o kit Allplex™ Bacterial Vaginosis e os critérios

de Nugent
Teste de Kappa (Kit x Nugent)
Valor de Kappa 0,457
Valor de P para teste de Kappa <0,001
Concordancia Moderada

Fonte: elaborado pela autora
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Os resultados encontrados revelam que a concordancia entre o teste
molecular e a bacterioscopia como metodologias foi moderada. Apesar da
interpretacdo do kit molecular também se basear nos critérios de Nugent para
interpretacdo dos resultados, eles ndo se assemelham totalmente aos obtidos
pela bacterioscopia. Entretanto quando se trata do elemento vaginose, ambos
0s métodos obtiveram resultados semelhantes, sendo a bacterioscopia com 38
resultados positivos e o kit com 36, dos quais houve concordancia em 28 casos
discordancia em 9. A divergéncia vem de quais l&minas entraram nos critérios
de disbiose de acordo com cada método. Algumas hipoteses para isso séo: o
material, seja na confecgdo da lamina ou no swab vaginal ndo foram coletados
de forma a garantir quantidade suficiente de analise. Ex: lamina com material
escasso e swab satisfatério ou o inverso. Sendo, portanto, possivel que
ocorresse uma divergéncia de resultados.

Também se destaca o nivel de experiéncia do profissional que esta
efetuando a leitura, a gama de bactérias que sao identificadas pelo kit, porém
nao podem ser coradas pelo Gram impossibilitando sua visualizagao e a simples
execugado da coloracdo que pode apresentar variagbes na intensidade do
contraste dos corantes de acordo com a forma que foi efetuada.

Quando se expdem os dados obtidos relacionados com a detecgao final
das amostras no que diz respeito a detecgcdo por bacterioscopia e os kits

moleculares tem-se o seguinte figura 18:
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Figura 18— Diagnostico realizado por bacterioscopia, biologia molecular e
ambos.
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Fonte- elaborado pela autora

Em casos de queixas ginecoldgicas, o tratamento é baseado nos sinais
e sintomas que a paciente relata no momento da avaliag&o clinica. Apenas em
caso de persisténcia da sintomatologia, que a baciloscopia € solicitada e sdo
poucos casos em que testes de biologia molecular, como os deste estudo, sdo

empregados.
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6 CONCLUSAO

As medigbes da abundancia da microbiota vaginal para determinagéo de
quadros infecciosos ou n&o podem fornecer um diagnostico de VB e Vaginite
mais preciso quando utilizados testes moleculares, porém a bacterioscopia € a
técnica de primeira escolha para o diagndstico inicial, dado seus baixos custos
e rapidez na obtencgao dos resultados.

A relagdo entre cervicites e ISTs ndo ficou bem estabelecida,
diferentemente do que ocorre na literatura, possivelmente foi devido ao pequeno
numero de amostras infectadas com alguma IST e o fato desde estudo analisar
apenas amostras de mulheres sintomaticas.

O teste kappa teve como resultado um valor considerado moderado, nao
sendo possivel estabelecer uma relagdo concreta entre os meétodos, sendo
necessarios mais estudos desse tipo.

Entretanto os métodos obtiveram resultados semelhantes ao diagnosticar
disbiose, foi encontrada concordancia em 28 casos discordancia em 9.

Todavia € importante ressaltar que essa pesquisa tem o intuito de
compreender a forma como as infecgdes se comportam. Essa compreensao &
extremamente Util quando a paciente apresenta infecgcdes de repeticdo no qual

o tratamento convencional ndo gera resultado.
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Disbiose )
Normal
Normal
Normal
Normal

3)
0-3)
0-3)
0-3)
0-3)
0-3)
7-10)
0-3)
7-10
0-3)
0-3)
0-3)
0-3)
7-1

0)
0)

Disbiose (7-1

Normal (0-3)
Disbiose (7-10)
Normal (0-
Normal (0-
Normal (0-
Normal (0-
Disbiose (7-
Disbiose (7-1 )
Normal (0-3)
Disbiose (7-10)
7-10)
Normal (0-3)

Disbiose (7-10)

Disbiose

(0-
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
Disbiose (
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(0-
(
(
(0-

Intermediario (4-6)

Disbiose (7-10)

Resultado Kit Vaginoses
Total

N&o Detectado
GV,AV
Lacto
Lacto,AV
Lacto,AV
GV,AV
Mega1,GV,AV
Lacto,GV
GV,BVAB2
Lacto
Lacto,GV,AV
Lacto
Lacto,GV,AV
Lacto
Mega1,GV,BVAB2,AV
Lacto, AV
Mega1,Lacto,Mob
Mega1,BVAB2,AV,Mob
Lacto
Lacto,GV
Lacto,AV
Lacto,GV
GV
Lacto,GV,AV
Lacto
GV
Mega1,GV,BVAB2,AV
Lacto,AV
BVAB2,AV
Lacto,GV
Mega1,GV,BVAB2

Interpretacgao
kit Vaginosis

Normal
Positivo
Positivo
Normal
Normal
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Normal
Intermediario
Normal
Normal
Normal
Positivo
Normal
Normal
Positivo
Normal
Normal
Intermediario
Normal
Normal
Positivo
Normal
Normal
Positivo
Normal
Positivo
Normal
Positivo

Resultado Kit

IST

CT
CT

NG
NG

NG,CT

MG

CT



N° de amostra
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Idade
24
24
30
34
48
35
22
26
23
25
32
29
26
31
29
38
25
24
31
31
50
30
38
28
38
22
20
21
28
26
19

Faixa Etaria
18-25
18-25
26-30
31-40
41-50
31-40
18-25
26-30
18-25
18-25
31-40
26-30
26-30
31-40
26-30
31-40
18-25
18-25
31-40
31-40
41-50
26-30
31-40
26-30
31-40
18-25
18-25
18-25
26-30
26-30
18-25

Etnia
Branca
Branca

Parda

Indigena

Preta

Preta
Branca

Parda

Parda
Branca

Parda
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Nao declarado

Parda
Branca
Branca

Parda
Branca

Parda

Parda

Parda

Parda

Parda
Branca

Preta

Parda

APENDICE 1

Resultado da
bacterioscopia

CBGV + Candida spp.

CBGV
Candidiase
Candidiase

Vag. Citolitica

CBGV
CBGV
Candidiase

CBGV
Candidiase
CBGV + Candida spp.
CBGV
Mobiluncus spp.+ CBGV
CBGV
Inflamagao
CBGV

Candidiase
Inflamagao
Inflamagao
Inflamagéao

Mobiluncus spp.+ CBGV
CBGV

Nugent
Disbiose (7-10)
Nao realizado
Disbiose (7-10)
Normal (0-3)
Normal (0-3)
Intermediario (4-6)
Normal (0-3)
Disbiose (7-10)
Disbiose (7-10)
Normal (0-3)
Nao realizado
Normal (0-3)
Disbiose (7-10)
Normal (0-3)
Disbiose (7-10)
Disbiose (7-10)
7-10)
Disbiose (7-10)
Normal (0-3)
Disbiose (7-10)
Normal (0-3)
Normal (0-3)
Intermediario (4-6)

(
(0-
(
(
Disbiose (
(
(0-
(
(0-

Nao realizado
Normal (0-3
Normal
Normal

Normal

Disbiose

)

)
(0-3)
(0-3)
Normal (0-3)
(0-3)
(7-10
(7-10)

Disbiose

Resultado Kit Vaginoses
Total

Mega1l, GV, BVAV2
Mega1,GV,AV
Mega1,GV,AV

GV,AV
GV
Lacto
Lacto
Mega1, BVAV2, AV
Mega1,GV,BVAB2,AV
Lacto,GV
Lacto
Lacto,GV
Mega1, GV
GV
GV,AV
AV
Mega1,BVAB2,AV,Mob
Mega1,GV,BVAB2,AV
Lacto
GV,AV,Mob
Mega1,Lacto
GV
Lacto
Lacto,GV
N&o Detectado
Lacto,AV
GV,AV
GV
Lacto
Mega1,GV,BVAB2,AV,Mob
Lacto,GV,Mob

Interpretacgao
kit Vaginosis

Positivo
Positivo
Positivo
Normal
Normal
Normal
Normal
Positivo
Positivo
Normal
Normal
Normal
Positivo
Normal
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Normal
Positivo
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Positivo
Positivo

Resultado Kit
IST

TV

MG



N° de amostra
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

Idade
37
56
31
27
36
24
27
45
47
58
28
38
37
38
20
28
38
56
21
23
30
28
38
31
45
24
23
33
37
26
32

Faixa Etaria
31-40
50+
31-40
26-30
31-40
18-25
26-30
41-50
41-50
50+
26-30
31-40
31-40
31-40
18-25
26-30
31-40
50+
18-25
18-25
26-30
26-30
31-40
31-40
41-50
18-25
18-25
31-40
31-40
26-30
31-40

Etnia
N&o declarado
Amarela
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Preta
Branca
Branca
Parda
Branca
Preta
Preta
Branca
Branca
Branca
Parda
Branca
Preta
Branca
Branca
Branca
Parda
Branca
Parda
Branca
Branca
Preta
Parda

APENDICE 1

Resultado da
bacterioscopia

Inflamacgéao

Inflamagao
CBGV
CBGV

CBGV
CBGV

Inflamagao
Candidiase

CBGV + Candida spp.
Candidiase
Inflamagao
Inflamagao

CBGV
Candidiase
Mobiluncus spp.+ CBGV
CBGV
CBGV
CBGV
Mobiluncus spp.+ CBGV

CBGV
Mobiluncus spp.+ CBGV
Inflamacgao
Inflamagéao
Inflamagao
Inflamagao

Nugent
Normal (0-3)
Nao realizado
Normal (0-3)
Disbiose (7-10)
Disbiose (7-10)
3)

Normal
Disbiose

)

1
10)

7-
Disbiose (7-
0-

Normal

Normal

Normal

Normal
Disbiose

(
(
(0-
(
(

Normal (
(
(
(
(
(7-10)
(

0
0
3)
)
)
)
)
0
)

SN PP PP

-3
-3
-3
-3
-1
-3

Normal
Normal (0-3)

Intermediario (4-6)

Disbiose (7-10)

Intermediario (4-6)

Disbiose (7-10)
Disbiose (7-10)
Disbiose (7-10)
Disbiose (7-10)
Disbiose (7-10)
Normal (0-3)

)
)

7-1
Disbiose (7-1
Normal (0-
Normal

Normal

(

(

(

(

(0-
Disbiose (7-10
(7-10

(0-3)

(0-3)

(0-3)
Normal (0-3)

Resultado Kit Vaginoses
Total

Lacto
Lacto
GV,Mob
GV,AV
Mega1,GV,BVAB2,AV
Mega1,GV,AV
Mega1,AV
Mega1,GV,BVAB2,AV,Mob
Lacto
GV
GV
Lacto,GV
Mega1,Lacto,GV,AV
GV,AV
N&o Detectado
Lacto
Lacto
GV,BVAB2,AV
N&ao Detectado
Mega1,GV,BVAB2
Mega1,BVAB2,Mob
Lacto,GV
Mega1, GV
Mega1,GV,BVAB2
Lacto,GV
GV
Mega1,GV,BVAB2,AV,Mob
Lacto,GV
Lacto
N&o Detectado
Lacto,GV,AV

Interpretacgao
kit Vaginosis

Normal
Normal
Normal
Normal
Positivo
Positivo
Normal
Positivo
Normal
Normal
Normal
Normal
Intermediario
Positivo
Normal
Normal
Normal
Positivo
Normal
Positivo
Positivo
Normal
Positivo
Positivo
Normal
Normal
Positivo
Normal
Normal
Normal
Normal

Resultado Kit
IST

CT

CT

TV,CT

TV

NG



N° de amostra
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

Idade
20
33
40
22
23
23
23
22
23
30

Faixa Etaria
18-25
31-40
31-40
18-25
18-25
18-25
18-25
18-25
18-25
26-30

Etnia
Parda
Preta
Branca
Branca
Preta
Parda
Branca
Branca
Branca
Branca

APENDICE 1

Resultado da
bacterioscopia

Candidiase
Inflamagao
Inflamagao
Candidiase
CBGV
Inflamacgao

CBGV
Candidiase

Nugent
Normal (0-3)
Normal (0-3)
Normal (0-3)
Normal (0-3)

Disbiose (7-10)
Intermediario (4-6)
Normal (0-3)
Disbiose (7-10)

Normal (0-3)
(

0-3
0-3)

Normal

Resultado Kit Vaginoses
Total

GV
Lacto
Lacto
GV
GV
GV
Lacto
GV,AV
GV,AV
Mega1,GV,BVAB2,AV

Interpretacgao
kit Vaginosis

Normal
Normal
Normal
Normal
Positivo
Normal
Normal
Positivo
Normal
Positivo

Resultado Kit
IST

MG
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Apresentacédo do Projeto:

As informacdes que seguem e as elencadas nos campos "Obijetivo da pesquisa” e "Avaliacdo dos riscos e
beneficios" foram retiradas do arquivo PB_INFORMACOES BASICAS DO_PROJETO_2165974.pdf, de
19/09/2023, preenchido pelos pesquisadores.

Segundo os pesquisadores:

RESUMO

"As ISTs causam um grande impacto e a insuficiente resposta global a essas infec¢fes resultam na falta de
visibilidade, financiamento e implementacdo do apoio. Mais 374 milh6es de casos no mundo de ISTs
curaveis sdo causados por apenas quatro patdégenos Treponema pallidum (sifilis), Neisseria gonorrhoeae
(gonorreia), Chlamydia trachomatis (clamidia) e Trichomonas vaginalis (tricomoniase). Na auséncia de
tratamento, estas infeccdes tém o potencial de ocasionar desfechos irreversiveis como infertilidade, gravidez
ectdpica, Obitos neonatais, anormalidades congénitas etc. O diagndstico e tratamento ainda permanecem
como desafios dessas infec¢des e os objetivos de melhoria nos aspectos tracados em estratégias globais
anteriores, ainda nao foram alcancados. No Brasil, por ndo serem de notificacdo compulséria, ndo ha dados
para estimar com seguranca a prevaléncia e a incidéncia dessas ISTs. Para a gonorreia, cujo agente
etioldgico é a Neisseria gonorrhoeae, dados de estudos locais geraram uma estimativa nacional de 1,4% de
prevaléncia e
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incidéncia de 498.848 mil casos ao ano (55% mulheres e 45% homens) na populacdo de 15 a 49 anos.
Além da falta de notificacdo compulséria, outro fator que contribui para escassez de dados nacionais é a
realizacdo do manejo sindrdmico das IST, preconizado no Brasil desde 1993. Porém, na abordagem
sindrémica sempre h& o risco de tratamento errdneo ou emprego desnecessario de antimicrobianos. Em
2021, o MS publicou uma portaria instituindo a VISCUM - Vigilancia sentinela do corrimento uretral
masculino, que visa estruturar uma rede de atencdo composta por centros de atendimento e laboratérios
locais capazes de realizar a identificagdo dos casos de corrimento uretral, realizar a identificagdo molecular
e recuperar isolados de NG para que o Laboratério de referéncia nacional (LBMMS) possa realizar o
monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos, a fim de que o Brasil consiga integrar a rede
internacional de vigilancia ao gonococo. Além de causarem uretrites em homens, esses patégenos também
acometem mulheres de maneira significativa. Dado que a testagem extragenital nem sempre faz parte do
rastreamento rotineiro de ISTs, particularmente na auséncia de sintomas, muitas infecgfes extragenitais ndo
séo diagnosticadas e consequentemente ndo sao tratadas. A triagem extragenital aumenta a detec¢céo de
gonorreia ou clamidia em aproximadamente 6 a 50% em mulheres, em compara¢do com a triagem de
amostras urogenitais isoladas. Essas infec¢fes extragenitais ndo tratadas sao um potencial reservatério
para transmisséo continua e podem levar ao aumento do risco de aquisi¢cdo do HIV. Dados epidemiolégicos
de abrangéncia nacional dos agentes infecciosos que causam IST nesses sitios anatémicos sao
desconhecidos. Neste sentido, torna-se importante verificar se as sensibilidades dos isolados uretrais
diferem dos isolados das infec¢bes faringeas, anais e as vaginais. Este projeto tem por identificar os
agentes etiolégicos causadores das infeccBes sexualmente transmissiveis urogenitais e extragenitais em
amostras de uretrais, vaginais, de orofaringe e anais, de casos sintomaticos e assintomaticos."

METODOLOGIA

"Servicos de saude da rede basica de atendimento ou atendimento especializado das ISTs do SUS serao
convidados a participar do projeto. A proposta sera realizada a fim de fortalecer a Vigilancia Sentinela do
Corrimento Uretral Masculino (VSCUM) e desta forma gerar dados complementares para continuar
subsidiando politicas publicas em saude. Seréo realizadas visitas de treinamento e supervisdo nos servigcos
parceiros durante o periodo de coleta das amostras e por alguma demanda especifica. A aquisicédo e
distribuicdo dos materiais de coleta, cultivo, armazenamento e transporte de amostras serdo de
responsabilidade do projeto. No caso das coletas realizadas na regido de Florianopolis, o LBMMS ira
realizar o transporte das amostras em até uma semana. Com
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relacdo aos servigos de outras regides, sera de responsabilidade local prover as condigdes necessarias para
armazenamento das amostras coletadas (refrigerado 2°C a 8°C) até o envio para o laboratério de referéncia
do projeto. Ainda, os servicos convidados a participar ja estardo habilitados como sitios sentinela da VSCUM
e desta forma, ja possuem um fluxo de processamento de amostras estabelecido, o qual podera ser
aproveitado para este projeto. Ainda, uma planilha online compartilhada com os responsaveis de cada
servico deve ser preenchida contemporaneamente para que seja possivel realizar a gestdo da quantidade
de amostras e programacdo dos transportes. As amostras coletadas receberao a identificacdo de um codigo
composto da sigla da local (3 letras) + numeracéo (3 numeros ex. 001). Para que seja possivel correlacionar
a amostra e paciente, cada paciente receberd um nimero, e as amostras (independente se alguma das
opcdes de sitio anatdmico nédo for colhida) serdo numeradas de acordo com o namero do paciente.EXx:
Paciente 001; amostras: ORO — FLNO0O1 (swab de orofaringe), ANA-FLNOO1 (swab anal), VAG-001 (swab
vaginal).Caso o paciente ndo deseje coletar, ou a coleta de algum sitio anatémico ndo seja aplicavel ao
caso, o0 numero deve ficar “restrito” ao paciente. Por exemplo:Paciente 002. Apenas coleta de swab vaginal
(VAG FLNOO2)Paciente 003. Apenas coleta de swab anal (ANA FLNOO3) e desta forma, nao havera
amostras VAG/ORO 002 e VAG/ORO 003. 4.1 AMOSTRAGEM 4.1.1 Amostras para testes moleculares
(coletas em tubos com meio de transporte universal) Serdo coletadas amostras urogenitais de mulheres
e/ou amostras extragenitais (anus, orofaringe e lesdes anogenitais) de individuos com 18 anos ou mais
(homens ou mulheres), atendidos em servigos que integram a rede de IST para coleta de amostras (centros
de coleta) e que concordarem em participar por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). As coletas seréo realizadas de forma sequencial, sem recrutamento de pacientes.
Todos os pacientes que forem atendidos nas unidades e que relatarem queixa de lesdo angenital,
corrimento uretral masculino ou corrimento vaginal, serdo convidados a participar do projeto. O profissional
de saude devera questionar a respeito da pratica sexual e da opcao de coleta das amostras de orofaringe e
anal, a fim de correlacionar possiveis reservatorios de infeccdo em casos assintomaticos. As amostras
extragenitais de orofaringe e anal serdo coletadas de participantes assintomaticos que relatarem intercurso
sexual anal e/ou oral desprotegido, além da amostra vaginal ou uretral. Para as amostras anais, também
poderdo ser coletadas amostras dos casos sintoméaticos com queixa de corrimento anal, sendo realizada a
autocoleta. Mulheres que apresentarem queixa de dor pélvica, cervicite, aumento de corrimento vaginal
terdo amostras vaginal/endocervical coletadas. A coleta de amostras de orofaringe sera realizada de
individuos que apresentarem faringite, dor de garganta e apos relato de intercurso sexual desprotegido. Em
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todos os casos, a avaliagdo e indicacdo do profissional de saude para a coleta de material deve ser
considerada. Sera aplicado um questionario aos participantes da pesquisa. Para a identificacdo da etiologia
das amostras extragenitais e urogenitais, sera extraido o DNA contido nos meios de transporte universais
enviados pelos centros coletadores. O DNA seré extraido com kit comercial, podendo ser manual ou
automatizado. O contetdo do tubo contendo amostra nédo utilizada na primeira extracdo de DNA sera
estocado (a -20°C ou menos) para os casos de re-extracdo. Com o DNA extraido serd realizada uma reacdo
em cadeia da polimerase multiplex em tempo real com kit comercial, capaz de realizar a detec¢éo qualitativa
e simultanea do &cido nucleico de pelo menos, os seguintes patégenos: Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis e no caso de Ulceras anogenitais, Treponema
pallidum, Herpes virus tipo 1 e 2 e Haemophilus ducreyi, HPV."

HIPOTESE
ISTs anais/orofaringe seréo tdo ou mais prevalentes do que as infec¢des urogenitais.

DESFECHO PRIMARIO

O estudo ira trazer informac8es epidemiolégicas relevantes a respeito das ISTs, identificando infec¢des
extragenitais e urogenitais de homens e mulheres, afim de subsidiar acées dos gestores em saude publica
na elaboracgéo de protocolos de tratamento e conhecimento a respeito da etiologia.

CRITERIOS DE INCLUSAO
Homens ou mulheres com idade igual ou superior a 18 anos, que apresentarem suspeita de IST extragenital
ou urogenital, e que aceitarem participar do estudo por meio da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Serdo critérios de néo incluséo:

- Amostras de individuos que ainda ndo iniciaram atividade sexual;

- Amostra de individuos com suspeita de abuso sexual,

- Pessoas em antibioticoterapia sete (7) dias antes da data da coleta;

- Pessoas em uso de medicamentos topicos na regido genital nas 48 horas que antecedem a coleta da
amostra.
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Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Identificar os agentes etioldgicos causadores das infecgbes sexualmente transmissiveis urogenitais e
extragenitais em amostras de uretrais, vaginais, de orofaringe e anais, de casos sintomaticos e
assintomaticos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Criar uma rede de servigos que atendem IST para coleta de amostras urogenitais e extragenitais em
homens e mulheres;

- Identificar com testes fenotipicos ou moleculares os agentes etiolégicos em amostras de IST urogenitais e
extragenitais de homens e mulheres;

- Identificar os perfis de resisténcia aos antimicrobianos por metodologia fenotipica e genotipica (quando
aplicavel) para os agentes etiologicos identificados;

- Determinar a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) para os antimicrobianos (ceftriaxona, ciprofloxacino,
azitromicina, cefixima e gentamicina) para NG;

- Adquirir dados epidemiolégicos e demogréficos dos individuos atendidos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

RISCOS

O participante pode sentir algum desconforto ou ardéncia durante a realizacdo da coleta.

BENEFICIOS
Serdo identificados os microrganismos que podem causar ou estdo causando uma infeccdo. Sera possivel
avaliar qual o melhor tratamento para essa infeccdo no Brasil, definido pelo Ministério da Saude.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Informacdes retiradas primariamente do formulario com informacdes basicas sobre a pesquisa gerado pela
Plataforma Brasil e/ou do projeto de pesquisa e demais documentos postados, conforme lista de
documentos e datas no final deste parecer.

Projeto de pesquisa de Maria Luiza Bazzo, com a participacdo de Hanalydia de Melo Machado, Ronaldo
Zonta, Jéssica Motta Martins, Marcos André Schorner e Dernando Hartmann Barazzetti. O projeto ndo esta
vinculado a pesquisa académica (conforme carta-resposta).
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Estudo nacional e unicéntrico, prospectivo.

Inicialmente, a proposta do estudo é realizar as coletas na regido de Florianopolis. A medida que centros
coparticipantes no Brasil forem convidados, serdo encaminhadas novas emendas e documentacgéo referente

a estes locais para adequacao ética.
Financiamento proprio, no valor de R$ 100.000,00.
Pais de origem: Brasil

Numero de participantes no Brasil: 300

Previsao de inicio da coleta das amostras: 01/11/2023
Previsdo de término do estudo: 29/12/2028

Havera retencdo de amostras para armazenamento em banco. As amostras serdo numeradas sem qualquer
identificacdo pessoal. As bactérias ou DNA presente nas amostras, poderdo ser armazenados para outros
estudos que permitam identificar mecanismos de resisténcia presentes nas bactérias e para estudos que
possam identificar a persisténcia e a disseminacdo de resisténcia entre bactérias (plasmideos etc). As
amostras ficardo armazenadas na Universidade Federal de Santa Catarina, sob responsabilidade da
pesquisadora principal do estudo, pelo periodo maximo de 10 anos, quando serdo destruidas.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

- A folha de rosto vem assinada pela pesquisadora responsavel e pelo Diretor do Centro de Ciéncias da
Saude da UFSC.

- Consta declaragdo de anuéncia assinada pela coordenacao da Policlinica Centro da Secretaria Municipal
da Saude de Florianopolis.

- Consta o projeto de pesquisa.

- Constam cronograma e orcamento

- Consta TCLE.

Recomendagdes:
Este CEP aceita documentos assinados escaneados e documentos com assinatura digital sem
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guestionar ou verificar a sua autenticidade. Isso pressupde que o0 pesquisador responsavel (ou seu
delegado), que carregou o documento na Plataforma Brasil ao fazer o acesso com nome de usuario e
senha, responsabiliza-se pela sua autenticidade e por eventuais consequéncias decorrentes dessa situacao.
Recomendamos aos pesquisadores que, para fins de eventual verificacdo, guardem em seus arquivos todos

os documentos originais assinados manual ou digitalmente.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
No que se refere as pendéncias apontadas em parecer anterior:

(1) Foi esclarecido, em carta-resposta, que se trata de projeto de rastreio. Caso pesquisas académicas
sejam posteriormente vinculadas, a pesquisadora responsavel informa que serdo submetidas para avaliacéo
do CEPSH constando o CAAE deste projeto. O CEP agradece pelo esclarecimento.

(2) Foi solicitado que fosse informado se h& recursos prévios alocados para a pesquisa, considerando o
orcamento. Em carta-resposta, foi esclarecido o que segue: "O laboratdrio possui recursos dedicados a
politicas de salde publica e vigilancia das ISTs, e que em paralelo sdo destinadas a coleta de amostras
para rastreios de ISTs, como forma de manter atualizadas as informacg@es de resisténcia e prevaléncia, com
0 objetivo de embasar as decisGes dos protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas na parceria entre o
LBMMS e o DATHI/MS. Normalmente os recursos sdo destinados na forma de TEDs/FNS com objeto mais
amplo. O valor previsto para cada um dos cinco anos informados no projeto é até R$20.000,00 por ano." O
CEP agradece pelo esclarecimento.

(3) Foi incluido, no TCLE, campo para que o/a participante autorize a inclusédo da amostra no banco do
LBMMS para uso em outros estudos.

(4) Garantias de ressarcimento e indenizac&o foram adequadas no TCLE.
(5) O endereco do CEP foi atualizado.
(6) A expressao "consentimento pés-informacao” foi removida do TCLE.

(7) Foi removida do TCLE a solicitacao de informacéo de RG.
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(8) As frases com teor declaratério foram removidas do TCLE.

(9) Sobre a coleta de dados pessoais, a pesquisadora responsavel informa em carta-resposta o que segue:
"A pedido do Ministério da Saude, como ja aconteceu no projeto CAAE: 83053818.4.0000.0121, os dados
da ficha de cadastro do paciente séo para reporte dos resultados dos testes no GAL (Sistema Nacional de
Gerenciamento Laboratorial). Este reporte pode beneficiar os participantes caso eles procurem postos de
salide com acesso ao historico dos resultados dos testes realizados. Os testes nao sdo diagnosticos e ndo
sdo utilizados para o tratamento do paciente, porém o MS considera importante que conste no GAL o
diagnéstico etiolégico daquele atendimento realizado." O CEP agradece pelo esclarecimento.

(10) Sobre o repositorio com os dados coletados, a pesquisadora responsavel informa em carta-resposta o
gue segue: "Os dados da pesquisa serdo planilhados em arquivo digital do tipo Planilhas Excel e o
repositorio sera o servidor do laboratério, dentro das dependéncias da UFSC. A planilha online sera apenas
o controle das coletas entre o centro de saude e o LBMMS contendo a informacao da data da coleta e
cédigo da amostra, assim sera possivel gerenciar os transportes e envio de insumos para novas coletas." O
CEP agradece pelo esclarecimento.

Consideram-se resolvidas todas as pendéncias, e assim sendo, o parecer é pela aprovacao.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolu¢céo 466/12, o CEPSH/UFSC
devera receber, por meio de notificacao, os relatérios parciais sobre 0 andamento da pesquisa e o relatorio
completo ao final do estudo.

Qualquer alteracdo nos documentos apresentados deve ser encaminhada para avaliacdo do CEPSH.
Eventuais modificac6es ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e as suas justificativas. Informamos, ainda, que a versao
do TCLE a ser utilizada devera obrigatoriamente corresponder na integra a versao vigente aprovada.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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QR ™

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 19/09/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2165974.pdf 18:07:55
Solicitacdo Assinada | Carta_Emenda_1_19092023.pdf 19/09/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito
pelo Pesquisador 18:05:20
Responsavel
Outros Cronograma_Rastreio_ISTs_genitais_ex| 19/09/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito
tragenitais.pdf 18:04:30

TCLE / Termos de | TCLE_Rastreio ISTs_genitais_extrageni| 19/09/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito

Assentimento / tais_altera_marcadas_19092023.pdf 18:03:45

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_Rastreio_ISTs_genitais_extrageni| 14/08/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito

Assentimento / tais.pdf 16:56:54

Justificativa de

Auséncia

Orcamento Orcamento_Rastreio _ISTs_genitais_extr| 14/08/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito
agenitais.pdf 16:56:40

Outros Ficha_masculino_Rastreio ISTs_genitai| 14/08/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito
S_extragenitais.pdf 16:56:30

Outros Ficha_feminina_Rastreio _ISTs_genitais | 14/08/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito

extragenitais.pdf 16:56:19

Declaracéo de Anuencia_SMS_Florianopolis.pdf 10/08/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito

concordancia 17:24:26

Projeto Detalhado / |Projeto_Rastreio_ISTs_genitais_extrage| 10/08/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito

Brochura nitais.pdf 17:21:19

Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto_rastreio IST_assinado.pd| 10/08/2023 |Maria Luiza Bazzo Aceito
f 17:20:54

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Trindade
UF: SC

Telefone: (48)3721-6094

Municipio:

FLORIANOPOLIS, 23 de Outubro de 2023

Assinado por:

Luciana C Antunes
(Coordenador(a))

CEP: 88.040-400
FLORIANOPOLIS

E-mail:

Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria I, R: Desembargador Vitor Lima, n°® 222, sala 701

cep.propesq@contato.ufsc.br
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