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Resumo

A Vaginose Bacteriana (VB) ¢ uma doenca comum em mulheres em idade reprodutiva e,
em termos microbioldgicos, € caraterizada pela substituicdo de espécies de Lactobacillus, que
sdo predominantes na microflora vaginal normal, por bactérias anaerdbias que proliferam
rapidamente, particularmente Gardnerella vaginalis. Embora nao fatal, a VB aumenta o fator de
risco de aquisicdo de varias doencas sexualmente transmissiveis e esta envolvida em abortos e
partos prematuros. O objetivo deste trabalho foi estudar a estrutura das comunidades
microbianas presentes na microflora vaginal de mulheres portuguesas saudaveis e com VB. Para
isso, o DNA obtido a partir de amostras vaginais recolhidas de mulheres VB-negativas (21
amostras) e VB-positivas (17 amostras) foi submetido a amplificacdo por PCR e posterior analise
por DGGE. Os microrganismos pertencentes aos grupos Bacteria, Bifidobacterium, Lactobacillus
spp. e G. vaginalis foram detetados por PCR com primers especificos para a amplificacdo do
gene que codifica 0 16S rRNA. Os perfis de DGGE obtidos para cada amostra foram comparados
e a similaridade entre perfis determinada através do calculo dos indices de similaridade.
Obtiveram-se diferentes perfis de DGGE em amostras VB-positivas e VB-negativas com primers
especificos para todos os grupos estudados. Os resultados obtidos mostram que existem
alteracdes na estrutura da comunidade microbiana de amostras VB- positivas e negativas e que
estas sao detetadas por PCR-DGGE. Os perfis de DGGE obtidos a partir de amostras de mulheres
VB-positivas sdo mais diversos comparativamente aos perfis obtidos a partir de amostras de
mulheres saudaveis, refletindo assim a maior diversidade das comunidades bacterianas em
mulheres VB-positivas. A andlise do padrdo das bandas eletroforéticas obtido para Bacteria
revela uma diversidade intrinseca dentro dos dois grupos estudados: as semelhancas nos perfis
de DGGE bacterianos variam entre 9-71% e 13-100% para amostras VB-positivas e VB-negativas,
respetivamente. G. vaginalis ndo foi detetada em nenhuma das amostras de mulheres saudaveis,
por outro lado, foi detetada em todas as amostras VB-positivas. A analise das comunidades de
Lactobacillus revelou uma maior diversidade em amostras de mulheres VB-negativas
comparativamente a amostras de mulheres VB-positivas, confirmando a associacdo de
Lactobacillus & microflora vaginal saudavel. O conhecimento mais aprofundado sobre a
influéncia da VB na microflora vaginal, podera ser obtido recorrendo a sequenciacao dos genes
que codificam para 0 16S rRNA, permitindo assim a identificacdo dos microrganismos presentes

em mulheres VB-negativas e VB- positivas.
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Abstract

Bacterial Vaginosis (BY) is a common disease in women of reproductive age and, from a
microbiology perspective is characterized by the substitution of Lactobacillus species, which are
predominant in the normal vaginal microbiota, by rapidly proliferating anaerobic bacteria,
particularly Gardnerella vaginalis. Although not fatal, BV increases the risk factor for the
acquisition of several sexually transmitted diseases and it is related to in abortions and
premature births. The aim of this study was to study the structure of vaginal microbiota
communities structure in the vaginal microbiota of healthy and BV-positive Portuguese women.
For this propose, DNA obtained from vaginal samples of 21 BV-negative and 17 BV-positive
women was submitted to PCR amplification followed by amplicons analysis DGGE. Total bacterial
communities were amplified using general 16S rRNA gene primers. Group-specific primers were
also used targeting Lactobacillus, Bifidobacterium and G. vaginalis. DGGE profiles were
compared and similarity between DGGE profiles was determined by calculating similarity indices.
Different DGGE profiles could be obtained for BV-positive and BV-negative samples and this was
verified for all primers sets utilized, suggesting that alteration of microbial community structure of
BV-positive and -negative samples could be detected by PCR-DGGE. DGGE profiles obtained from
samples of BV-positive women were more diverse that the ones from healthy women (as
determined by a higher number of DGGE bands). The analysis of the standard electrophoretic
bands for Bacteria reveals an intrinsic diversity even within the two groups studied: similarities in
bacterial DGGE profiles vary between 9- 71% and 13-100% in BV-positive and BV-negative
samples, respectively. G. vaginalis was not detected in any of the healthy women samples. The
analysis of Lactobaciflus communities revealed a higher diversity in BV-negative women than in
BV-positive, which confirms the association of Lacfobacillus to healthy vaginal microbial
communities. A more thoroughly comparison between the microbiota of BV-positive and BV-
negative women is necessary for getting more insights on the BV influence on vaginal microbiota,

which can be done by 16S rRNA gene sequencing of microbial communities.
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CAPITULO 1

Introducao






Introducao

Introducao

O trato genital feminino (TGF) é um nicho ecologico onde varios microrganismos
aerdbios e anaerdbios coexistem em equilibrio dindmico (Vitali ef a/, 2012). Em mulheres
saudaveis, o ecossistema vaginal ¢ maioritariamente habitado por Lactobacillus (cerca de 95%
dos microrganismos no TGF pertencem a este género), especialmente Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri e Lactobacillus jensenii (Larsen et al., 2001; Pavlova et al., 2002; Zaraté
and Nader-Macias, 2006; Marrazzo, 2011). O TGF e os microrganismos que nele habitam
formam um ecossistema equilibrado, importante para garantir a satde e fornecer defesas contra
infecdes. Assim, grandes mudancas, tanto no tipo como na proporcdo relativa das espécies
microbianas, poderao levar ao desenvolvimento de doencas (Ling ef a/, 2011).

De entre as infecdes do TGF, a Vaginose Bacteriana (VB) ¢ uma das doencas mais
comuns em mulheres sexualmente ativas e em idade reprodutiva (Morris et al,, 2001; Simdes et
al., 2006; Turovskiy et al, 2011) e afeta 30-50% das mulheres afro-americanas e 10-20% das
mulheres caucasianas (Eschenbach, 1993; Sobel, 2000), causando varias complicacdes
associadas a saude reprodutiva das mulheres.

O objetivo principal deste trabalho foi estudar a diversidade microbiana da flora vaginal
de mulheres Portuguesas com VB. Foram usadas técnicas moleculares para o estudo da
diversidade microbiana, especificamente a Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE) utilizando primers especificos para o gene 16S rRNA de Eubacteria, bem como primers
especificos para Bifidobacterium, Lactobacillus e Gardnerella vaginalis. O PCR-DGGE foi usado
com sucesso no estudo da flora vaginal, nomeadamente na detecdo de Gardnerella vaginalis,

demonstrando a complexidade da microflora de uma mulher com VB.

Historico da vaginose bacteriana

A nomenclatura da VB foi sendo modificada ao longo do tempo, acompanhando o
avanco dos conhecimentos microbioldgicos. Ja foram elaboradas por varios autores diversas
denominacdes para descrever a VB, nomeadamente: vaginite inespecifica (Kronig, 1892),
vaginite por Haemophilus vaginalis (Gardner e Dukes, 1955), vaginite por Gardnerella vaginalis
(Greenwood e Picket, 1980), vaginose anaerdbia (Blackwell e Barlow, 1982), vaginose bacteriana

(Westrom et al,, 1984) (Giraldo et a/., 2008).
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Introducao

Até a década de 50, mulheres que apresentavam anormalidade no corrimento vaginal e
a quem nao eram detetados fungos ou 7richomonas vaginalis, recebiam diagndstico de vaginite
inespecifica, porém, em 1955, Gardner e Dukes publicaram um artigo onde descreviam as
carateristicas desta vulvovaginite, as quais compdem a base do diagnostico atual da VB. Além
disso, esses autores descreveram também um novo microrganismo que denominaram de
Haemophilus vaginalis e o qual acreditavam ser o agente etiolégico da vaginite inespecifica, que
passou entdo a ser chamada de vaginite por Haemophilus vaginalis (Gardner e Dukes, 1955).
Posteriormente, em 1980, este microrganismo foi reclassificado taxonomicamente por
Greenwood e Pickett, sendo denominado de Gardnerella vaginalis. Entretanto, a descoberta de
uma multiplicidade microbioldgica associada a VB, contendo bactérias anaerobias, induziu a
denominacdo generalizada de vaginose bacteriana (Greenwood e Picket, 1980).

0 termo vaginite deu lugar ao termo vaginose devido ao reduzido numero ou até mesmo
auséncia de leucdcitos polimorfonucleares nos contetidos vaginais, e este termo reflete, mesmo
na auséncia de inflamacdo, uma patologia vaginal. Uma explicacdo para tal facto seria porque
tanto a G. vaginalis quanto as outras bactérias verificadas na VB ja se encontrarem na microbiota
normal da vagina, nao ocasionando, mesmo com aumento da quantidade, uma resposta

inflamatdria (Sobel et al,, 1999; Moodley ef af., 2002).

0 primeiro diagnéstico da vaginose bacteriana

Ha 50 anos, Gardner e Dukes defenderam que o agente etioldgico responsavel por
causar VB era G. vaginalis, argumentando que uma coldénia pura de G. vaginalis inoculada na
vagina pode causar VB (Gardner e Dukes, 1959). Na verdade, G. vaginalis ¢ um exemplo de um
microrganismo associado a VB e foi detetado também na microflora vaginal de mulheres
saudaveis (Fredricks et al,, 2009; Turovskiy ef al., 2011).

G. vaginalis ndo é o Unico microrganismo causador de VB, embora tenha sido

identificada em mais de 95% dos casos (Catlin, 1992).
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Carateristicas gerais da vaginose bacteriana

A VB é trés a quatro vezes mais comum do que infecdes causadas por 7richomonas
vaginalis e candidiase vulvovaginal (Cauci et al, 1996; Eschenbach, 2007; Patterson et al.,
2010). A VB é caraterizada por uma substituicio da microflora normal da vagina, onde
predominam espécies de [Lactobacillus spp., por uma proliferacdo exagerada de bactérias
anaerdbias (Hillier et a/,, 1999). Deste modo, pode ser classificada em dois tipos, | e Il. A tipo |,
ocorre quando ha predominancia de G. vaginalis e a tipo Il, quando a VB estd associada a
presenca de bactérias dos géneros Mobilluncus, Prevotella e Bacterdides. Nas infecdes com flora
mista (tipo I1) verifica-se a presenca de exsudato inflamatorio nos esfregacos cervico-vaginais, ja

nas infeccdes do tipo |, o exsudato nem sempre é visivel (Gompeal ef a/., 1997).

Importancia dos Lactobacillus na microflora vaginal

Os Lactobacillus spp., desempenham um papel fundamental na prevencdo da
colonizacdo por organismos indesejaveis, assumindo a importante funcdo de manter o
ecossistema vaginal saudavel (Aroutcheva et a/, 2001; Saunders et a/., 2007; Coudeyras et al.,
2008; Teixeira et al., 2010). Cerca de 78% dos Lactobacillus presentes na flora vaginal protegem
a vagina contra agentes patologicos através da producéo de acido latico, bacteriocinas e peroxido
de hidrogénio (H,0,), que tém propriedades antimicrobianas mantendo o pH vaginal acido e
impedindo a proliferacdo de bactérias causadoras de VB (Falagas ef a/, 2007; Zhou et al,
2007). Assim, qualquer variacdo que promova a diminuicdo de Lacfobacillus e/ou alteracdo na
producdo de H,O, propicia a proliferacdo das bactérias anaerdbias e, consequentemente, o
desenvolvimento de VB.

Embora espécies de Lactobacillus sejam associadas a flora vaginal normal, estudos
recentes revelaram que Lactobacillus iners também predominam na flora vaginal de mulheres
com VB, refutando a primeira hipotese que defendia que estes pertenciam a flora vaginal normal

(Menard et al., 2010; Zozaya-Hinchliffe et a/., 2010).
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Flora Vaginal em mulheres saudaveis

A flora vaginal de mulheres saudaveis é dominada por Lactobacillus spp., que sao
capazes de produzir bacteriocinas, H,O, e acidos organicos. Os [Lactobacillus, produtores de
H,0,, estdo presentes em cerca de 96% de mulheres saudaveis e 6% das pacientes com VB,
enquanto os nao produtores de H,0O, estdo presentes em apenas 4% das mulheres saudaveis e

36% das pacientes com VB (Livengood, 2009).
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Figura 1.1 Protecao natural da vagina.

Alguns estudos demonstraram que G. vaginalis também faz parte do trato genital de
mulheres saudaveis (Hyman et a/., 2005; Diao et al,, 2011; Silva et a/, 2014). No entanto, a
quantidade de G. vaginalis isolada a partir do epitélio vaginal de mulheres saudaveis ¢ mais
baixa do que os numeros encontrados em mulheres com VB (Swidsinski ef a/., 2005; Menard et

al., 2008; Silva et al., 2014).
Fatores envolvidos na colonizacao do epitélio vaginal

Varios fatores estdo envolvidos na colonizacdo do epitélio vaginal por Lactobacillus,
nomeadamente as alteracdes hormonais, como o estrogénio, o conteudo de glicogénio e
também o pH da vagina que podem influenciar a adesdo dos microrganismos as células
epiteliais (Cribby ef a/, 2008). O aumento especifico de estrogénio, durante o ciclo menstrual,
aumenta a colonizacao destes microrganismos. Em mulheres em fase reprodutiva, o estrogénio

faz com que o epitélio vaginal se torne maduro e se diferencie em células superficiais ricas em
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glicogénio (Murta ef al, 2005; Cribby et a/, 2008). Este glicogénio ¢ metabolizado em acido
latico, que, juntamente com o H,0O, e bacteriocinas, conferem a protecao natural da vagina
(Murta et al., 2005; Cribby ef al., 2008).

Durante a menopausa, ocorre a diminuicao dos niveis de estrogénio, resultando numa
menor quantidade de Lactobacillus presentes no trato vaginal (Cribby et a/, 2008). Mulheres
pos-menopausicas sdo mais suscetiveis a infecdes vaginais sendo colonizadas por
microrganismos, como G. vaginalis e Atfopobium vaginae, podendo a colonizacdo por
Lactobacillus spp. restaurar a microflora normal (Burton ef a/, 2002; Cribby et a/., 2008). No
entanto, a flora vaginal de mulheres saudaveis na pré-menopausa também é suscetivel a infecao
mas, neste caso, é colonizada em particular por espécies de Lactobacillus, como L. casei, L.
crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jenesennii, L. plantarum, L. Rhamnous, L. reuterie L. salivarus

(Cribby et al., 2008).

Os sintomas associados a vaginose bacteriana

Varios sintomas e sinais clinicos relacionados com a alteracdo microbiana da microflora
vaginal, podem ser associados e enumerados, tais como:

1) corrimento vaginal branco-acinzentado, fino e homogéneo, que reveste as paredes da
vagina;

2) elevacdo do pH vaginal > 4.5;

3) odor intenso a peixe mediante a adicao de hidréxido de potassio (KOH) a 10%;

4) presenca de clue cells no exame microscépico a fresco (Morris et al, 2001;
Livengood, 2009)

Gardner e Dukes (1955) mostraram a importancia das clue cells no diagnostico da VB.
Na verdade, estas células sdo células epiteliais escamosas cujas superficies sdo fortemente
cobertas com bactérias (Figura 1.2) (Swidsinski ef a/,, 2005). No entanto, cerca de 50% das
pacientes ndo apresentam sintomas e, nesses casos, o diagnostico nao poderia ser feito com

base neste perfil clinico (Verstraelen et a/., 2009).
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Figura 1.2 A. Células Epiteliais da microflora vaginal saudavel; B. Clue Cells cobertas por bactérias.

(Shivadas, 2014)

Complicacoes associadas a vaginose bacteriana

Ao longo dos ultimos 50 anos, foram realizados varios estudos a fim de compreender a
etiologia da VB. A doenca apresenta-se muitas vezes na forma assintomatica, contudo, varios
estudos epidemiolégicos tém determinado que as comunidades microbianas vaginais
relacionadas com a VB estdo significativamente associadas a um risco aumentado de
complicacdes infeciosas, como parto prematuro, baixo peso ao nascer, aborto poés-endometrite,
endometrite  pds-parto, septicemia pos-cirurgica, aquisicdo de doencas sexualmente
transmissiveis, incluindo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Sobel ef a/, 2000;
Wiesenfeld et al, 2003; Srinivasan and Fredricks, 2008; Menard et a/, 2012), corioamnionite,
doenca inflamatoria pélvica e cervicite (Sweet ef a/, 2000; Ugwumadu, 2002) porém a sua
correlacédo ainda é incerta devido a sua complexidade e a auséncia de um modelo animal onde
possa ser aplicada.

Na verdade, as mulheres que dao a luz prematuramente estdo mais predispostos a ter
uma infecdo do trato superior, demonstrado pela analise do liqguido amniético, membranas fetais
ou placenta (Gillet et a/, 2011). Alguns estudos também referem que a modificacdo do
ecossistema vaginal pode também aumentar o risco para a aquisicado do virus do papiloma
humano - a infecao por HPV, que pode ser explicado por uma reducao dos niveis de leucocitos
especificos envolvidos no HIV (Castellsague ef al., 2008; Koshiol ef a/, 2008). Além disso, o
fluido vaginal de mulheres com VB apresenta enzimas, como sialidases, associadas a

degradacao da camada do epitélio cervical, causando a alteracdo de células epiteliais e por
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conseguinte maior predisposicdo para a aquisicdo de HPV. Contudo, esta relacéo ainda é foco de
estudos (Gillet et a/,, 2011).

A presenca de VB também aumenta o risco de transmissao do HIV de mulheres para
homens ou para outras mulheres (Koumans et a/, 2002; Eschenbach, 2007), bem como a
susceptibilidade a outras doencas sexualmente transmissiveis (Larsson et a/., 2005; Srinivasan

and Fredricks, 2008; Menard et al, 2012).

Epidemiologia da VB

Varios estudos mostraram que alguns fatores aumentam a predisposicdo para aquisicdo
da VB, nomeadamente carateristicas étnicas (Cherpes et a/., 2008; Fethers ef a/., 2011). Outros
fatores de risco incluem baixa posicdo socioecondmica, multiplos parceiros sexuais, idade
precoce da primeira relacao sexual, o uso de dispositivos intra-uterinos, tratamento com
antibidticos de largo espetro, diminuicdo de Lacfobacillus (Cherpes et al., 2008; Fethers et al,
2011; Ravel et al, 2011; Turovskiy et al/, 2011). No entanto, relativamente aos aspetos
socioeconomicos, um estudo recente identificou 0 mesmo perfil de microrganismos associados a
flora vaginal em mulheres que viviam em paises industrializados, bem como em mulheres que
vivem em paises pobres (Pepin ef a/., 2011) O duche vaginal € um fator de risco frequentemente
associado a VB (Cherpes et al., 2008; Fethers et al, 2011), contudo, ainda nao foi possivel
concluir com certeza se se trata da causa ou se as mulheres o usam para aliviar os sintomas. A
VB esta também associada a mulheres que tém um novo parceiro sexual ou até mesmo
multiplos parceiros, no entanto, mulheres que nunca tiveram relacbes sexuais também sao
afetadas (Neto, 2011).

Um estudo de Burton ef a/. (2002) demonstrou que a microflora vaginal de mulheres na
pos-menopausa € muitas vezes "anormal" por ser composta por organismos potencialmente
patogénicos.

Larsson et al. (2007) relataram que o habito de fumar aumenta a predisposicdo das

mulheres para adquirir VB, por um declinio de Lactobacillus.
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0 diagnéstico clinico e laboratorial da vaginose bacteriana

A VB é diagnosticada clinicamente de diversas formas, dependendo da disponibilidade
de métodos, custo e experiéncia do clinico (Anukam et a/., 2007).

O teste de Papanicolau ¢ um dos testes mais comuns. Neste procedimento, 0 médico
insere um espéculo na vagina da paciente e, em seguida, retira uma amostra do colo do Utero
para analise citologica. O exame citolégico melhora o diagndstico de infecdes do colo do Utero,
muito comum em mulheres em idade reprodutiva (Bukhari et a/, 2012). No entanto, alguns
estudos revelaram que o Papanicolau nao é um teste muito util e robusto para o diagnostico da
VB, pois, normalmente, utiliza c/ue cells como Unico critério, excluindo outros aspetos clinicos
associados a VB (Greene et a/, 2000). Além disso, a amostra é recolhida do colo do utero, em
vez de ser removida da vagina.

De forma a obter uma maior homogeneidade nos diagndsticos, foram propostos alguns
critérios que incluem dados clinicos e laboratoriais ou apenas dados microbiologicos.

Os critérios de Amsel (Amsel ef a/, 1983) e de Nugent (Nugent ef a/, 1991), continuam
a ser os testes mais utilizados para diagnosticar a VB. No entanto, estes sdo limitados pois nao
identificam os microrganismos patogénicos (Cook et a/,, 1992; Smayevsky ef a/., 2001).

Nos critérios descritos por Amsel et al/, (1983), a VB é diagnosticada quando pelo
menos trés dos testes descritos a seguir sdo positivos: o pH vaginal, realizado com fita reagente
especifica, se encontrar maior que 4,5 apos cerca de um minuto em contato com o contetido
vaginal; se o aspeto do corrimento for homogéneo, podendo apresentar cor variada (branca,
cinzenta ou amarela); positividade do teste das aminas (whiff fesf) com odor intenso a peixe apos
a adicdo de duas gotas de KOH a 10% ao conteudo vaginal; a presenca de 20% ou mais de
células epiteliais superficiais recobertas por cocobacilos (c/ue cells) no exame bacterioscopico a
fresco ou esfregaco do corrimento vaginal, corado pelo método de Gram.

O critério desenvolvido por Nugent, Krohn e Hillier em 1991 consiste na coloracéo pelo
método de Gram do esfregaco do corrimento vaginal, com contagem dos morfotipos de
Lactobacillus (bacilos longos Gram positivos), G. vaginalis e Bacteroides (cocobacilos Gram
negativos ou Gram variaveis) e de Mobiluncus spp. (bacilos curvos Gram negativos) existentes.
Cada morfotipo é pontuado de 0 a 4 de acordo com o numero/campo e somados. Considera-se
a VB com uma pontuacédo 7 ou acima de 7. Uma pontuacao de 4 a 6 é considerada intermédia,

e uma pontuacao de 0 a 3 é considerada normal (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1 Critério de classificacdo de Mugent para o diagnostico de vaginose bacteriana

(Adaptado de: Chaijareenont ef a/., 2004)

Niamero de morfotipos por campo

Pontuacao Gardnerella/

Lactobacillus .. Mobilluncus
Bacterodides
0 >30 0 0
1 5-30 <1 1-5
2 1-4 1-4 >5
3 <1 5-30
4 0 >30

Terapias atuais de tratamento da VB

O tratamento e controlo da VB tém como finalidade restaurar o equilibrio da microflora
vaginal, através da diminuicdo do numero de bactérias anaerobias e um possivel aumento dos
Lactobacillus (Giraldo et al., 2007).

Os derivados imidazolicos, como o metronidazol, sdo agentes antimicrobianos
geralmente considerados como a primeira opcao terapéutica para tratar VB. Descoberto em
1957, o metronidazol nao é muito ativo contra G. vaginalis, mas é bastante eficaz contra as
bactérias anaerdbias que atuam sinergicamente com a VB. Além disso, tem sido considerado o
medicamento de escolha para pacientes nao gravidas, na dose de 500 mg - 2x ao dia ou 250 -
3x ao dia, durante 7 dias (Camargo, 2004).

O metronidazol pode ser administrado por via oral, intravenosa, intravaginal e
formulacao topica (Lofmark ef a/, 2010). Turovskiy ef al (2011) defendem que, apds a
administracdo de metronidazol, a concentracdo de DNA de G vaginalis diminuira e a
concentracdo de DNA de L. crispatus ira aumentar. No entanto, pacientes recorrentes de VB
mostraram niveis de DNA de G. vaginalis aumentados, mesmo apdés o tratamento com
metronidazol (Turovskiy ef af., 2011).

O metronidazol atravessa a barreira placentaria e é excretado no leite materno, sendo
por isso contraindicado para mulheres gravidas (Silva et a/, 2000). Uma alternativa seria a
ampicilina, que é considerada eficaz na dose de 500 mg 4x ao dia, durante 7 dias e pode ser
uma opcao para mulheres gravidas até ao primeiro trimestre da gravidez.

A administracao de clindamicina ¢ uma alternativa segura para o controlo da VB, pois
apresenta boa atividade contra bactérias anaerdbias, apresentando resultados semelhantes ao

do metronidazol (Koumans et a/., 2002).
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De facto, a resisténcia ao metronidazol foi observada em algumas estirpes de G.
vaginalis e pode ser explicada pela delecao ou inativacao de genes com atividade de nitro-
redutase, que faz com que a resisténcia ao metronidazol aumente (Kharsany et 4/,1993). A
associacdo de A. vaginae e G. vaginalis em casos de VB aumenta a taxa de recorréncia da
doenca apos o tratamento com metronidazol (De Backer ef a/,, 2010). No entanto, Lactobacillus
spp. sdo resistentes ao metronidazol e foi demonstrado que o tratamento com metronidazol
melhora a recolonizacao da flora vaginal com Lactobacillus (De Backer et al., 2006). Por outro
lado, a clindamicina tem uma atividade mais elevada contra G. vaginalis e A. vaginae, no
entanto, pode causar a extincdo de Lactobacillus da flora bacteriana normal (De Backer et a/.,
2006).

Os probidticos sdo uma alternativa para o uso de antibiéticos na reposicdo da flora
vaginal (Zaraté and Nader-Macias, 2006; Cribby ef a/., 2008). A Organizacao para a Alimentacao
e Agricultura das Nacdes Unidas classifica os probioticos como "microrganismos vivos que
conferem beneficios a saude do hospedeiro, quando administrados em quantidades adequadas”
(Jones and Versalovic, 2009).

Varios estudos /n vifro mostraram que determinadas estirpes de Lacfobacillus podem
atuar como probidticos, estabelecendo-se como uma alternativa viavel para restaurar a flora
normal, inibindo o crescimento de bactérias causadoras de VB (Burton et a/,2002). Estudos
clinicos sugerem que a administracao oral de L. acidophilus, ou a administracao intravaginal de
L. acidophilus, L. rhamnosus GR-1, L. fermentum RC-14, é capaz de aumentar o numero de
Lactobacillus vaginais, restaurar a microflora vaginal e levar a uma melhoria nas mulheres
tratadas com probicticos, defendendo, alguns estudos, que estes inibem a colonizacdo por
microrganismos tais como £scherichia colii G. vaginalis , Candida albicans e Pseudomonas
aeruginosa (Reid, 2001; Zaraté and Nader-Macias, 2006; Cribby et a/., 2008; Dover et al,
2008).

Carateristicas da Gardnerella vaginalis

G. vaginalis pertence a familia Bifidobacteriaceae e & o organismo mais relevante
associado a VB (Aroutcheva et a/, 2001).
G. vaginalis, ¢ uma bactéria anaerdbia facultativa, imoével, observada sob a forma de

cocobacilos Gram-variaveis, que quando corada pela técnica de Papanicolau apresenta cor azul.
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Esta bactéria pode estar aderida a superficie das células escamosas de forma parcial ou total
(clue cells) e apresenta como principal sinal clinico a secrecdo vaginal abundante, de cor
acinzentada, odor fétido, especialmente a pH superior a 4,5 (elevado) (Conrado et a/.,2010)

A VB ¢é a doenca mais comum causada por G. vaginalis, no entanto, pode causar
doencas mais graves como bacteriemias e meningites (Smith ef a/, 1992). Trata-se de uma
bactéria fastidiosa, que necessita de meios ricos para o isolamento, como o agar Columbia, que
contém biotina, acido félico, niacina e tiamina, ou ainda o agar Chocolate, com incubacao de 48
horas a 37°C e em atmosfera rica em CO,. As suas colonias sdo pequenas (cerca de 0,5 mm),
opacas e B-hemoliticas. Hemolisam o sangue humano, mas ndo o de carneiro (Silva ef al.,
2006). Entre as principais carateristicas bioquimicas, destacam-se oxidase (-), catalase (),
hidrélise do hipurato (+), producdo de acido a partir de glicose, inositol (-), manitol (-) e
rhamnose (-).

G. vaginalis coloniza preferencialmente o trato genital feminino. O facto deve-se a duas
razdes: o liquido seminal contém altas concentracdes de zinco, que pode inibir a bactéria, € o
epitélio prostatico contém células colunares, que dificultam a adesao da G. vaginalis (Smith et
al., 1992).

Uma carateristica relevante da G. vaginalis é apresentar reacao ao Gram-variavel. O facto
ocorre devido a fina camada de peptidoglicano que apresenta, constituindo apenas 20% do peso
da parede celular, semelhante aos 23% encontrados em £scherichia colie muito menor que a
percentagem observada em estafilococos, estreptococos e lactobacilos. Consequentemente,
varios isolados da G. vaginalis podem aparecer como Gram-positivos, Gram-negativos ou Gram-
variaveis. Apesar da delgada camada de peptidoglicano, a parede celular das bactérias nao
contém compostos normalmente encontrados nas bactérias Gram-negativas, como acidos

micélicos e galactanas (Winn et a/., 2006).
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Fatores de viruléncia da G. vaginalis

A formacao de biofilme

G. vaginalis tem a capacidade de formar um biofilme aderente a mucosa vaginal de
mulheres com VB (Alves et a/, 2014). A sua capacidade de agregacao é considerada um fator
de viruléncia que aumenta a aderéncia bacteriana as superficies epiteliais. A agregacao de
bactérias em monocamada impede o acesso dos agentes antimicrobianos contra os mesmos, e
confere resisténcia as defesas imunoldgicas do hospedeiro (Patterson et a/., 2007; Swidsinski et
al., 2008; Patterson et al, 2010). A formacdo de biofilme aumenta a resisténcia aos derivados
de bactérias, tais como o acido lactico e H,0,, e suprimem o crescimento de anaerdbios tais
como G. vaginalis (Patterson ef al, 2007). Como as bactérias de biofilme nao sdo eficazmente
eliminadas pelo sistema imune do hospedeiro, ou por antibidticos, as infecdes relacionadas com

biofilme tendem a ser cronicas e/ou recorrentes.

Hemolisina

G. vaginalis ¢ capaz de produzir hemolisina como fator de viruléncia. Trata-se de uma
toxina que provoca a lise dos eritrocitos /n vitro (Cauci et al, 1996). A producao de hemolisina
por G. vaginalis podera estar associada a alteracao de células epiteliais, formando as chamadas
clue cells (Cauci et al, 1996). A elevacado dos niveis de imunoglobulina no fluido vaginal de
muitos pacientes com VB pode estar associada a producao de uma proteina semelhante a

perforina (Cauci ef a/., 1996).

Vaginolisina

G. vaginalis também produz a toxina vaginolisina, pertencente a familia de toxinas
colesterol-dependente que aumenta a disponibilidade dos conteudos celulares, como substrato
para o crescimento bacteriano (Nugent ef a/, 1991; Gelber ef a/, 2008). Esta toxina é uma
proteina formadora de poros, que lisa os globulos vermelhos humanos e células epiteliais

vaginais.
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Alves et al. (2014) testaram diversos microrganismos anaerdbios associados a VB e
apenas G. vaginalis apresentou uma forte aderéncia as células epiteliais vaginais, elevada
citotoxicidade, e mostrou-se propensa para a formacao de um biofilme denso, sendo que estes
resultados sugerem que G. vaginalis assume um papel fundamental na patogenia da VB. A
sialidase e prolidase sdo fatores de viruléncia adicionais produzidos por G. vaginalis, duas
enzimas hidroliticas que podem assumir um papel importante na degradacéo de diversos fatores
de protecdo de mucosas, tais como mucinas, para além de contribuirem para a esfoliacdo e

descolamento de células epiteliais vaginais (Patterson et a/., 2010).

Métodos moleculares utilizados no estudo da vaginose bacteriana

Ao longo das ultimas décadas, varias técnicas de biologia molecular tém vindo a ganhar
importancia como métodos de diagndstico moderno em microbiologia, sendo utilizadas para
determinar a diversidade filogenética dos microrganismos encontrados no ecossistema vaginal
(Fredricks et al, 2005; Hyman et al, 2005; Fredricks et al, 2007; Oakley et al, 2008),
demonstrando ser uma forma rapida e fidvel para identificacdo de microrganismos,

ultrapassando a caraterizacao convencional com base em testes de cultura.

Aplicacao de técnicas moleculares no diagnéstico da vaginose bacteriana

Nos ultimos anos tém vindo a ser desenvolvidas técnicas moleculares com o objetivo de
melhorar o diagndstico da VB, tais como a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) ou
Hibridizacdo Fluorescente in situ utilizando sondas de Acido Nucleico Peptidico (PNA-FISH).
Estes métodos, além de serem altamente sensiveis, oferecem resultados especificos em apenas
algumas horas (Swidsinski ef a/, 2011), permitindo a utilizacdo de tipos de amostras menos
invasivas, nomeadamente os esfregacos vaginais, que sdo menos sensiveis aos métodos de

cultura (McKechnie et al., 2009).

PNA-FISH

0O método de FISH é utilizado para identificar e quantificar microrganismos numa ampla

variedade de amostras. Esta técnica combina a simplicidade da observacdo microscopica e a
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especificidade de hibridizacdo do DNA / rRNA, permitindo a detecao de espécies bacterianas
selecionadas e visualizacao morfologica (Nath ef a/, 2000; Justé et a/., 2008). Hoje em dia,
utilizam-se muitas vezes sondas de PNA em vez de DNA, com o intuito de melhorar a eficiéncia
do FISH, pois permitem a hibridacdo mais rapida e mais especifica (Isacsson et a/., 2000; Rigby
et al., 2002; Stender et a/,2002; Oliveira et af., 2002; Demidov, 2003; Wilson et a/., 2005;
Lefmann et al., 2006; Peleg et al., 2009).

Machado ef al. (2013) avaliaram o desempenho PNA-FISH em diferentes amostras
usando uma abordagem multiplex para detetar Lactobacillus spp. e G. vaginalis. Este método
detetou com precisdo em amostras mistas, Lactobacillus spp. e G. vaginalis, permitindo desta
forma uma avaliacao eficiente dos dois grupos de bactérias mais frequentemente encontradas

na microflora vaginal.

Reacio de polimerizacao em cadeia (PCR)

A PCR é considerada um teste direto que consiste na amplificacdo de acidos nucleicos e
¢ comumente usado em laboratérios de pesquisa médica e biologica para muitas aplicacoes.

Qualquer teste de diagnostico que envolva um método molecular de amplificacado, como
a PCR, inclui uma etapa de extracdo de material genético de amostras bioldgicas, seguido de
amplificacdo de um segmento selecionado e posterior detecdo dos fragmentos amplificados
durante o processo.

A PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) é a ultima inovacédo tecnoldgica resultante
da PCR, que combina a metodologia de PCR e um sistema de detecdo e quantificacdo de
fluorescéncia produzida durante os ciclos de amplificacdo. A metodologia permite a amplificacao,
detecdo e quantificacdo de material genético numa Unica etapa, apresentando os resultados de
forma mais precisa e rapida e minimizando o risco recorrente de possiveis contaminacdes
(Mackay et al, 2004). A possibilidade de monitorizar, ao longo da reacdo, a quantidade de
produto formada em cada ciclo de amplificacdo e de quantificar este produto durante a sua fase
otima de formacao, confere maior precisdo e reprodutibilidade a gRT-PCR quando comparada
com a PCR convencional, que apresenta somente resultados qualitativos.

Lambert et a/ (2013) recorreram ao gRT-PCR, com o intuito de caraterizar de forma
aprofundada a microflora vaginal de mulheres saudaveis ou mulheres que ja tiveram VB e que

foram sujeitas a tratamento. Neste estudo, o qRT-PCR foi usado com o objetivo de bloquear a
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amplificacao de Lactobacillus, por forma a detetar mais facilmente outros microrganismos

presentes na microflora vaginal de mulheres saudaveis.

PCR-DGGE

A combinacdo de PCR e eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE),
permite a detecdo de um grande numero de espécies bacterianas nos ecossistemas complexos
do corpo humano (Burton et a/., 2002; Diao et af., 2011).

A técnica de PCR-DGGE ¢ frequentemente utilizada para o estudo das variacoes da
diversidade genética de comunidades microbianas. A analise envolve um passo de amplificacao
de uma seccdo de um determinado gene (filogenético ou funcional) utilizando primers que séo
fragmentos de DNA complementares a regides conservativas e também varidveis desses genes,
de forma a permitir a amplificacdo dos genes alvo totais presentes na comunidade mas também
a distincao entre fragmentos amplificados provenientes de diferentes organismos. Os fragmentos
assim obtidos sao posteriormente separados por DGGE (Figura 1.3)

DGGE é um método eletroforético utilizado para separar cadeias duplas de DNA do
mesmo tamanho mas com diferentes conteudos de guanina (G)+ citosina (C) (%). O método
explora a diferenca de estabilidade das ligacdes G-C, constituidas por trés ligacdes hidrogénio,
relativamente as ligacdes adenina (A) - timina (T), estabelecidas por duas ligacoes hidrogénio, e,
como tal, mais fracas. A eletroforese é efetuada em gel de acrilamida que apresenta um
gradiente linear crescente de ureia e formamida capaz de desnaturar a dupla hélice do DNA. Os
fragmentos com maior contetdo de GC serao mais estaveis e permanecerao em cadeia dupla
até concentracdes mais elevadas de desnaturante. As cadeias duplas vdo migrar melhor no gel
do que as moléculas de DNA desnaturadas, que, ao abrirem, se tornam maiores, abrandam e
acabam por parar no gel. A separacdo completa da cadeia de DNA é impedida pela presenca de
um dominio de fusado elevado criado artificialmente numa extremidade da molécula pela
incorporacao de um gancho composto por nucleétidos GC (GC-clamp), que nunca desnatura nas
condicoes escolhidas para a eletroforese. Esta incorporacéo é efetuada durante a amplificacao
de PCR através da utilizacdo de um primer com uma extremidade 5' que consiste numa

sequéncia de nucledtidos GC.

37



Introducao

A imagem final do gel correspondera a um padrao de codigos de barra, em que cada
barra representa um fragmento com uma determinada sequéncia de nucleétidos, referente a um
individuo da comunidade em estudo.

Anukam et al. (2007) identificaram quais 0os microrganismos presentes na vagina de
mulheres nigerianas HIV-negativo diagnosticadas com VB, recorrendo a técnica de PCR-DGGE,
com posterior sequenciacdo dos genes que codificam para o 16S rRNA. O estudo revelou que
mais de 90% das amostras foram colonizados por mais do que um organismo, por analise dos
perfis de DGGE. Mycoplasma hominis foi o microrganismo mais comum, sugerindo ser mais
predominante na flora vaginal de mulheres nigerianas do que caucasianas.

Diao et al. (2011) caraterizaram as diferentes estruturas observadas em comunidades
microbianas, quer de mulheres saudaveis quer de mulheres com VB, em idade reprodutiva,
recorrendo ao DGGE. Os resultados evidenciaram a diversidade microbiana da flora vaginal de
mulheres com VB, e demonstraram que a presenca de G. vaginalis nao é indicativa de doenca,

por ter sido detetada também em amostras de mulheres saudaveis.
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Figura 1.3 Conceito da técnica de PCR-DGGE.
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Amostras vaginais

Foram utilizadas 38 amostras vaginais de mulheres VB-positivas (17) e VB-negativas
(21), previamente caraterizadas para a presenca de G. vaginalis (Silva et al., 2014). Todas as
amostras de exsudado vaginal foram recolhidas com uma zaragatoa com consentimento
informado das participantes. A diversidade da comunidade bacteriana presente nestas amostras
foi estudada com base no gene que codifica para a subunidade pequena do ribossoma (16S
rRNA). Para tal, procedeu-se a extracdo de DNA gendmico de cada uma das amostras e posterior
amplificacdo do gene que codifica para o 16S rRNA usando primers especificos. A diversidade foi

estimada pela combinacao das técnicas de PCR e DGGE.

Extracao de DNA

O DNA das amostras microbianas foi extraido recorrendo ao GF-I Bacterial DNA
Extraction Kit (Vivantis Technologies Sdn Bhd') e seguindo as recomendacdes do fabricante.

Brevemente, as amostras foram centrifugadas e o pe/let foi ressuspedido em tampédo, de
seguida foram tratadas com lisozima e incubadas. A proteinase K foi adicionada apos
centrifugacdo, as amostras foram incubadas novamente e foram adicionados 2 volumes de
buffer BG. O DNA foi precipitado pela adicdo de etanol absoluto e as amostras foram transferidas
para novos tubos com colunas; apds centrifugacao as colunas foram lavadas com wash buffer,
centrifugadas novamente e transferidas para novos tubos; o DNA das diferentes amostras foi
eluido pela adicao do eflution buffer e guardadas a 4°C. A concentracdo e a pureza do DNA das
amostras foram determinadas espetrofotometricamente usando o nanodrop (NanoDrop

Technologies, USA).

Identificacdo das amostras bioldgicas

Na Tabela 2.1 encontram-se identificadas as amostras vaginais utilizadas neste

trabalho.
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Tabela 2.1 Identificacdo das amostras vaginais.

(Informacéo detalhada em Salgueiro, 2012)

Amostra Vaginose Bacteriana

MM9
MMI10
MMI12
MMI18
MM19

SH7
SHI0
SH22 -
SH30 +
SH33 -
SH41 -

SH51 +

SH52 -
SH53 -
SH54 -
SH58 -
SH60 -
SH62 -
SH63 -
SH71 +
SH79 +
SH80 +

SH90 -
SH92 +

SH110 -

SH120 -

SH133 -

SH141 -

SH160 -

SH180 -

SH192 -
SH200R -

SH203 +

SH210 -

SH222 +

SH248

SH254

TR1

+ + + + + 4+ o+

Legenda: Positivo (+); Negativo (-).
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Amplificacao de acidos nucleicos por Reacao de Polimerizacao em Cadeia

(PCR)

A mistura para PCR foi preparada para n+1 reacoes, sendo n o numero total de reacdes
necessarias.

Para cada reacdo de PCR, com um volume total de 50ul, foram adicionados 19.3 ul de
agua ultrapura autoclavada, 27.7ul de Mix 2x concentrada (Dynenzyme 1l PCR Mix,
Finnenzymes), 1ul de iniciador forward e 1ul de iniciador reverse numa concentracdo de 10uM,e
1ul de DNA da amostra. O controlo negativo consistiu na mistura de PCR sem DNA adicionado,
enquanto que no controlo positivo se adicionou DNA amplificavel com os primers utilizados.
Foram utilizados primers especificos para amplificacao de diferentes grupos de microrganismos.
As condicoes de amplificacdo para cada par de primers, bem como a sequéncia de cada primer,
estdo descritas na Tabela 2.2.

Para amplificacéo do fragmento de DNA de Bacteria, foi seguido o procedimento descrito
por Vitali et al. (2012) que consiste numa reacao de PCR com os primers HDA1 e HDA2. As
amostras foram amplificadas num termociclador (MINI MJ, Biorad) programado com o seguinte
protocolo de PCR: fase de desnaturacao inicial a 95 ° C durante 5 min.; 30 ciclos de
desnaturacao a 95 ° C durante 30 s., seguido de hibridizacao (annealing) a 56°C durante 30 s. e
extensdo a 72 ° C durante 1 min.. A extenséo final ocorreu a 72 ° C durante 8 min., seguida de
um arrefecimento a 4 ° C.

Por sua vez, o fragmento de DNA de G. vaginalis, foi amplificado seguindo o
procedimento descrito por Henriques ef a/. (2012) que consiste numa reacdao de PCR com os
primers Gard-FwDGGE e GvDGGE-Rv. As amostras foram amplificadas com o seguinte protocolo
de PCR: fase de desnaturacao inicial a 94 ° C durante 2 min.; 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °
C durante 30 s., seguido de annealinga 64°C durante 30 s. e extensao a 72 ° C durante 1 min..
A extensdo final ocorreu a 72 ° C durante 5 min., seguida de um arrefecimento a 4 ° C. A Ta
para G. vaginalis usada por Henriques ef a/. (2012) foi 62°C, contudo foi necessario otimizar
essa temperatura devido a adicdo de uma cauda de 40 pb composta unicamente por
nucledtidos GC na extremidade 5' da sequéncia (GC-c/amp). Para isso, foi utilizado um gradiente
de temperaturas, que consistiu na variacdo da Ta entre 60 e 65°C, tendo sido verificada uma

melhor amplificacéo a 64°C.
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Grupo Alvo

Bacteria

Bifidobacterium

Lactobacillus

spp.

Gardnerella

vaginalis

Forward primer

HDA1

Im26-f
Bif164-f

Bact27-f

Lab159f

Gard-FwDGGE

GC-clamp

Sequéncia (5'-3’)

GTATTA CCG CGG CTG CTG
GCAC

GAT TCT GGC TCA GGA TGA
ACG

GGG TGG TAA TGC CGG ATG

GTT TGATCC TGG CTC AG
GGA AAC AGR TGC TAA TAC

CG

CT CTT GGA AAC GGG TGG
TAA

CGC CCG GGG CGC GCC
CCG GGC GGG GCG GGG
GCA CGG GGG G

Reverse

primer

HDA2

Im3-r

Bif662-GCr

Lab677-r

Univ515-GCr

GvDGGE-Rv
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Sequéncia (5'-3’)

“AC TCC TAC GGG AGG CAG
CAGT

CGG GTG CTXCCC ACT TTC
ATG

“CCA CCG TTA CAC CGG GAA

CAC CGC TAC ACA TGG AG
“ATC GTATTA CCG CGG CTG
CTGGCAC

“TTG CTC CCA ATC AAA AGC
GGT

Temperatura
de annealing

(Ta)(*C)

56

55
62

66

56

64

Tabela 2.2 Pares de primers utilizados para amplificacdo do gene que codifica para o 16S rRNA, respetiva sequéncia (5'-3') e condi¢cdes de amplificacao.

Referéncia

Vitali et
al(2012)

Lamendella ef
al. (2008)

Martin et al.
(2007)

Henriques et
al (2012)
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Com o objetivo de aumentar a quantidade de produto amplificado final e,
simultaneamente, aumentar a sensibilidade da técnica de PCR, recorreu-se ao Nesfed PCR para
amplificacao do fragmento de DNA de Lactfobacillus spp. e Bifidobacterium. Esta variacao da
técnica basica de PCR requer dois pares de primers, um par mais externo para a
primeira reacao e outro interno ao produto da primeira reacado. A primeira reacdo necessita de
um maior tempo de extensdo devido ao maior tamanho do produto a ser amplificado, em
seguida adiciona-se uma aliquota da primeira reacdo, que servira de DNA molde para a
segunda reacao. O produto da primeira reacdo normalmente nao ¢ detetado em corrida em gel
de agarose, por outro lado o produto da segunda reacéo € gerado em grande quantidade e, por
isso, pode ser visualizado na corrida eletroforética e utilizado para sequenciacao.

Assim, para Lactobacillus spp., foi seguido o procedimento descrito por Martin et al.
(2007), que envolveu uma primeira reacdo de PCR com os primers Bact27f e Lab-677r, seguida
de uma segunda reacdo com os primers Labl59f e Univb15-GCr. As amostras foram
amplificadas com o seguinte protocolo de PCR: fase de desnaturacao inicial a 95 ° C durante 2
min.; 40 ciclos de desnaturacdo a 95 ° C durante 30 s., seguido de annealing durante 40 s. e
extensdo a 72 ° C durante 1 min.. A extenséo final ocorreu a 72 ° C durante 5 min., seguida de
um arrefecimento a 4 ° C. A Ta foi de 66°C e 56°C para os pares de primers Bact27f e Lab-677r
e Lab159f e Univb15-GCr, respetivamente. Da mesma forma, a amplificacdo do fragmento de
DNA de Bifidobacterium envolveu uma primeira reacdo de PCR com os primers Im26-f e Im3-r,
seguida de uma segunda reacdo com os primers Bifl164-f e Bif662-GCr, seguindo o seguinte
protocolo de PCR: fase de desnaturacédo inicial a 94 ° C durante 5 min.; 35 ciclos de
desnaturacao a 94 ° C durante 20 s., seguido de annealing durante 20 s. e extensdo a 72 ° C
durante 30 s.. A extensao final ocorreu a 72 ° C durante 5 min., seguida de um arrefecimento a
4.° C. A Ta foi de 55°C para os primers Im26-f e Im3-r e 62°C para os primers Bif164-f e Bif662-
GCr. No final da reacédo o sucesso da amplificacdo foi verificado, correndo os produtos de PCR
em gel de agarose, na concentracdo de 1,0% (w/v) e em tampédo TAE 1x. A agarose foi pesada
diretamente para um frasco Schott e adicionado o volume adequado de TAE 1x. A solucéo foi
aquecida no micro-ondas até se tornar clara e, de seguida, foi deixada a arrefecer. Depois disso,
foi adicionado um corante (MIDORI GREEN) para permitir a visualizacdo dos fragmentos de DNA
sobre luz UV. A agarose foi vertida para a forma, colocado o pente e arrefecida até polimerizar.
Por fim, o pente foi removido e foi adicionado 1 ul de tampao de carga a bul de cada produto de

reacdo de PCR. A eletroforese foi efetuada a 100 Volts durante 20 min. e a visualizacdo dos

45



Materiais e Métodos

resultados foi efetuada usando o sistema ChemiDoc. O tamanho do fragmento esperado foi
confirmado por comparacédo com um marcador de peso molecular (NZYDNA Ladder V,nzytech,
Lishoa, Portugal).

Todos os primers usados foram sintetizados comercialmente pela Invitrogen™ (Life

Technologies).

Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

A analise em DGGE foi realizada com o equipamento Dcode™ Universal Mutation
Detection System (BIO-Rad, EUA). A preparacdo dos géis de DGGE bem como a eletroforese
foram realizadas como descrito em Sousa et a/. (2007). O gradiente do gel desnaturante foi
ajustado de acordo com os fragmentos de DNA amplificados por PCR. Desta forma, para
Lactobacillus spp. foi preparado um gel de poliacrilamida com um gradiente linear de
desnaturantes de 30 a 50% (Martin et a/,,2007). Para Bifidobacterium foi usado um gradiente
linear de desnaturantes de 45 a 55%, previamente testado por Martin ef a/ (2009) e para
Bacteria (comunidades bacterianas totais) de 30 a 50%, (Vitali ef a/,2012), bem como para G.
vaginalis (Burton et al., 2003). A eletroforese foi realizada a uma temperatura de 60°C durante
16 horas, a 85 V em tampao TAE a 0,5 X. Os produtos de PCR com o mesmo peso molecular
foram separados em DGGE conforme a sua composicdo em bases azotadas, sendo que
fragmentos com composicdes diferentes aparecem como bandas diferentes no gel de DGGE.

Os geis foram revelados usando uma coloracdo de nitrato de prata de acordo com o
procedimento previamente descrito por Sanguinetty et a/ (1994). Todos os passos foram
efetuados sobre agitacdo. Brevemente, os geis foram fixados usando 200 ml da solucdo de
fixacdo 1X (Tabela 2.3) durante 3 min. e corados com solucdo de coloracao durante 10 min..
De seguida, foram lavados com agua destilada, transferidos para novos tabuleiros e foi
adicionada a solucdo de revelacdo (Tabela 2.3); uma vez removida a solucao de revelacao, foi
adicionada solucao de fixacao durante 5 min.. Por fim, os géis foram lavados com agua destilada
durante 2 min., colocados na solucao de preservacao durante 7 min. e posteriormente secados

durante a noite a 60°C.
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Tabela 2.3 Composicao das solu¢des a usar numa revelagdo com nitrato de prata.

200 ml de etanol a 96%

10 ml de &cido acético

Solucéo de fixagdo de Cairn 8X 40 ml de agua destilada
Adicionar 50 ml desta solucdo a 350 ml de
agua destilada para obter uma solucao de

fixacao de Cairn 1X

Adicionar 0,4 g AgNO, a 200 ml de solucéo
Solucéo de coloracéo
de fixacdo de Cairn 1X

1 espatula (=10 mg) de NaBH,
Solucao de revelacao 200 ml de 1,5 % de NaOH
600 pl de formaldeido

50 ml de etanol a 96%
Solucéo de preservacao de Cairn 20 ml de glicerol

Perfazer 130 ml de agua destilada

Analise dos géis de DGGE com o software Bionumerics

Os géis de DGGE foram digitalizados e guardados em formato TIFF, com uma resolucao
de 400 dpi. Os geis foram normalizados utilizando o software BioNumericsTM (versao 5.0;
Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Bélgica) e as amostras comparadas usando o
coeficiente de similaridade de Dice.

Apos efetuada a normalizacao, as bandas foram definidas para cada amostra usando o
algoritmo de busca de bandas do programa, e os dendogramas foram gerados com base na
densidade das bandas. A semelhanca entre os perfis de DGGE foi determinada através do
calculo dos indices de similaridade das curvas densitométricas dos perfis, comparados usando a

correlacao de Dice.
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Para determinar os indices de diversidade com base no indice de Shannon Wiener foram

usadas as alturas de pico das curvas densitométricas, calculado como se segue:

H=-% (Pi In(Pi))

onde H é o indice de diversidade e Pi é a probabilidade da existéncia de banda (Pi = ni /
n, em que ni é a altura de um pico individual e n é a soma de todas as alturas de pico das
curvas densitométricas). Por fim, foram obtidos dendogramas e matrizes de similaridade que

permitiram inferir sobre a similaridade entre as diferentes amostras.
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Resultados e discussao de resultados

A diversidade bacteriana de 38 amostras vaginais de mulheres VB-positivas e VB-
negativas foi comparada por PCR-DGGE. A presenca de G. vaginalis nestas amostras foi
previamente determinada por Silva ef a/. (2014), recorrendo ao método de FISH, utilizando uma
sonda especifica para G. vaginalis, previamente validada (Machado et a/,2013). O DNA
genomico foi submetido a amplificacao, por PCR, do gene que codifica para o 16S rRNA, usando
primers especificos para a identificacdo de microrganismos pertencentes aos seguintes grupos:
Bacteria, Bifidobacterium, Lactobacillus spp. e G. vaginalis, que Sa0 microrganismos
normalmente presentes nas amostras clinicas, sendo que Lacfobacillus spp. e G. vaginalis sdo
frequentemente associados a microflora vaginal de mulheres VB-negativas e VB-positivas,
respetivamente. No entanto, mesmo na situacdo reversa, quer Lacfobacillus spp. e G. vaginalis
também podem estar presentes, mas normalmente em quantidades muito inferiores (Hyman et
al., 2005; Swidsinski et a/,, 2005; Menard et a/., 2008; Menard et al., 2010; Zozaya-Hinchliffe ef
al., 2010).

A Tabela 3.1 mostra os resultados da concentracdo e pureza do DNA extraido das
amostras vaginais.

De acordo com os resultados da amplificacédo por PCR, e tal como esperado, todas as
amostras amplificaram com os primers especificos para Bacteria. Por sua vez, Lactobacillus spp.
foram detetados em 33 amostras, sendo que 20 delas correspondem a amostras de mulheres
VB-negativas e 13 a amostras de mulheres VB-positivas. Por outro lado, G. vaginalis foi detetada
apenas em amostras de mulheres VB-positivas. Alguns estudos demonstraram que G. vaginalis
também faz parte do trato genital de mulheres saudaveis (Hyman et a/., 2005; Silva et al,
2014). No entanto, a quantidade de G. vaginalis isolada a partir do epitélio vaginal de mulheres
saudaveis ¢ mais baixa do que os numeros encontrados em mulheres com VB (Swidsinski ef al,

2005; Menard et al., 2008; Silva et al., 2014).
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Tabela 3.1 Concentracao e pureza do DNA extraido das amostras vaginais.

A(:‘i:is:;a ng/ul 260/280 260/230
23,4 19 0,07
10,1 2,23 0,04
6,2 2,63 0,02
12,7 2,38 0,02
20,8 2,35 0,04
9,8 1,82 0,04
15,5 1,99 0,04
9,8 1,73 0,03
8,8 1,62 0,01
8,9 1,70 0,02
10,5 1,66 0,06
9,9 2,30 0,01
14,8 1,62 0,03
10,9 3,03 0,02
13,0 2,43 0,02
5,9 1,68 0,01
4,2 2,16 0,02
SH22 14,9 1,59 0,15
SH33 12,6 1,68 0,14
SH41 11,8 2,16 0,13
SH52 14,2 2,28 0,13
SH53 50,2 1,85 0,34
SH54 29,3 2,03 0,10
SH58 18,4 1,74 0,24
SH60 30,3 1,64 0,14
SH62 19,5 1,37 0,14
SH63 13,7 2,30 0,02
SH90 37,6 1,62 0,14
SH110 45,1 2,16 0,15
SH120 9,6 1,57 0,11
SH133 19,6 1,8 0,06
SH141 61,2 1,52 0,16
SH160 29,5 1,58 0,14
SH180 8,6 1,89 0,05
SH192 32,9 1,57 0,07
SH200R 33,6 1,66 0,08
SH210 54,0 1,62 0,21
SH248 22,2 1,57 0,07

Legenda:
Amostras VB+ : Amostras VB- N

Devido a esta dualidade da presenca de G. vaginalis quer em mulheres saudaveis quer
em mulheres com VB, para uma primeira comparacdo das comunidades microbianas vaginais,
decidiu-se excluir as amostras VB-negativas colonizadas com baixo numero de G. vaginalis.
Sendo que G. vaginalis esta indicado como o agente com potencial de despoletar o

desenvolvimento de VB (Aroutcheva et a/, 2001), foi possivel, desta forma, caraterizar amostras
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vaginais de mulheres saudaveis e sem risco de desenvolver VB, uma vez que nao estavam
colonizadas por G. vaginalis.

Relativamente aos microrganismos pertencentes ao género Bifidobacterium, foram
detetados em todas as amostras de mulheres VB-positivas e apenas em 6 amostras de mulheres
VB-negativas (Tabela 3.2).

Nos perfis de DGGE obtidos para o dominio Bacferia (Figuras 3.1, 3.2 e 3.3) ¢
possivel visualizar bandas de intensidade mais elevada e outras menos elevada o que sugere
que alguns dos microrganismos presentes serao mais dominantes que outros. Alteracdes na
intensidade das bandas sugerem variacdes na abundancia relativa das diferentes populacoes

definidas pelo 16S rDNA (Lebaron et a/., 1999).

SH33
SH41
SH52
SH53
SH54
SH58
SH60
SH62
SH63
SH90
SH110
SH120

N
N
T
”n

Amostra

indice de diversidade (H)

Figura 3.1 Perfis de DGGE obtidos para o dominio Bactferia e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-negativa.

SH133
SH141
SH160
SH180
SH192
SH200R
SH210
SH248

Amostra

=
S | °§

indice de diversidade (H) 034 0,18 0,16 054 054 055 061 079 098 090 098
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Figura 3.2 Perfis de DGGE obtidos para o dominio Bacteria e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-negativa (preto) e VB-positiva (laranja).

9 .9 9 oo 8o 2 & %
E T @ v~ o8 @ § & &

£ £ E $§ z £ £ £ £ £ x § g ¢
Amostra = = L R

indice de diversidade (H) 1,16 1,29 0,97 1,20 0,95 0,99 0,64 1,00 0,98 1,26 1,15 0,64 0,90 1,02

Figura 3.3 Perfis de DGGE obtidos para o dominio Bacteria e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-positiva.
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Tabela 3.2 Resultados obtidos por PCR utilizando primers especificos para Bacteria, Bifidobacterium,

Lactobacillus spp. e G. vaginalis.

Primers

Primers Primers g Primers
Amostra ree rgn especificos e

clinica especificos especificos Lactobacillus especificos

Bacteria Bifidobacterium spp. G. vaginalis
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + - +
+ + - s
+ + + +
+ + + +
+ + - +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + - +
+ + - +
+ + + +
+ + + +
SH22 + + _

SH33 + 4
SH41 + + _
SH52 + + + -
SH53 + + + -
SH54 + + -
SH58 + + -
SH60 + + -
SH62 + + -
SH63 + + -
SH90 + + -
SH110 + + + -
SH120 + + -
SH133 + + + -
SH141 + + -
SH160 + + -
SH180 + + -
SH192 + + + -
SH200R + + + -
SH210 + + -
SH248 + + -
Legenda:

Resultado negativo: -.
Resultado positivo: +.

Amostras VB+ : Amostras VB- N
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SH248 67 100

SH192 15 40 15 100
SH200R 62 40 46 75 100
SH210 31 60 62 50 75 100
SH120 18 50 18 0 33 33 100
SH180 46 60 31 25 50 25 67 100
SH22 40 0 27 20 40 40 25 0 100
SH52 40 17 40 0 40 40 0 0 100 100
SH110 38 15 38 0 36 55 22 0 92 92 100
SH54 38 15 38 0 36 36 0 0 92 92 100 100
SH58 38 15 38 18 36 36 0 0 92 92 100 100 100
SH90 25 15 38 18 36 36 0 0 92 92 100 100 100 100
SH41 25 15 38 0 36 55 22 0 92 92 86 86 86 86 100
SH60 33 13 33 0 31 31 0 0 80 80 88 88 88 88 88 100
SH33 25 31 50 0 36 55 22 18 92 77 86 86 86 71 86 75 100
SH63 21 13 32 0 29 29 0 0 75 75 82 82 82 82 71 74 71 100
SH53 59 43 47 17 33 50 20 17 71 71 67 67 67 67 67 59 53 56 100
35 43 47 17 17 17 20 50 14 29 13 14 13 13 13 24 13 11 25 100
35 29 12 17 17 0 17 14 14 13 13 13 13 13 24 13 11 25 50 100
27 33 27 0 0 0 0 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 14 43 43 100
24 14 35 33 17 0 0 33 0 0 0 0 0 0 0 12 0 11 25 50 50 71 100
42 25 53 29 29 14 0 14 25 38 24 24 24 35 24 32 24 30 22 33 44 25 44 100
30 0 20 27 13 13 0 0 12 24 11 11 11 22 11 10 11 10 21 32 53 24 53 67 100
32 36 32 10 10 20 22 10 9 18 9 9 9 9 17 32 9 15 0 25 50 27 43 54 46 100
27 17 53 0 20 20 25 20 17 17 15 15 15 15 15 27 31 13 14 43 43 33 29 25 47 27 100
25 15 25 0 0 18 0 36 0 0 0 0 0 0 14 13 0 0 13 27 27 46 40 35 33 35 31 100
33 13 33 0 14 0 0 15 13 13 12 13 12 12 12 21 0 10 11 35 35 38 35 32 29 24 40 47 100
35 40 26 11 11 11 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 9 27 20 27 33 24 33 20 29 43 100
SH133 15 20 31 25 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17 33 33 20 50 43 40 20 20 36 15 22 100
SH141 31 20 15 75 25 0 0 25 0 20 0 18 18 18 0 15 0 14 17 33 17 20 50 43 40 10 0 36 29 11 100 100
SH160 17 0 17 57 57 0 0 0 22 22 20 20 20 20 20 17 0 15 18 18 18 0 36 31 29 11 22 20 15 12 86 86 100
22 0 11 15 31 0 0 0 27 27 25 25 25 25 25 22 13 32 24 12 35 0 24 32 40 16 27 13 22 26 31 46 50 100
29 18 29 22 0 0 0 22 0 18 0 17 17 17 0 14 0 13 15 46 31 36 46 53 25 38 0 17 40 11 44 44 25 14 100
31 20 15 50 25 0 0 25 20 20 18 18 18 18 18 15 0 14 17 36 18 22 36 46 14 21 0 18 33 11 50 50 29 15 75 100
17 22 17 0 29 29 40 29 22 22 20 20 20 0 20 17 20 15 0 36 18 22 18 31 14 21 22 0 0 0 0 0 0 0 50 33 100
SH62 0 0 0 0 0 18 0 18 0 0 0 0 0 0 14 25 0 24 13 0 13 15 27 0 11 35 15 29 12 0 18 18 20 25 0 0 0 100
SH248 SH192 SH200R SH210 SH120 SH180 SH22 SH52 SH110 SH54 SH58 SH90 SH41 SH60 SH33 SH63 SH53 SH133 SH141 SH160 SH62

Figura 3.4 Matriz de similaridade. Similaridade (%) entre os perfis de DGGE obtidos para cada amostra apds amplificacdo com primers especificos para Bacteria.
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Este estudo revelou que todas as amostras VB-positivas foram colonizadas por mais do
que um microrganismo, uma vez que o perfil de DGGE de Bacteria apresenta varias bandas,
indicativo de que as comunidades bacterianas sao diversas (Figura 3.2 e 3.3). Estes
resultados apoiam estudos anteriores sobre a natureza polimicrobiana da VB (Anukam ef
al.,2007; Diao et al., 2011; Fredricks, 2011).

Curiosamente, todas as G. vaginalis detetadas apresentam uma similaridade de 100%
entre elas (Figuras 3.5 (D) e 3.6), sugerindo que as mesmas estirpes de G. vaginalis estarao
presentes nas diferentes amostras VB-positivas estudadas.

A analise do dendograma obtido para os perfis de DGGE de Bacteria (Figura 3.5 (A))
mostra que algumas das amostras VB-positivas e VB-negativas apresentam percentagens de
similaridade inferiores a 20%. E possivel distinguir dois blocos principais, em que um deles
corresponde ao agrupamento de cerca de 88% das amostras VB-positivas amplificadas com
primers especificos para Bacteria (cluster A2), o que sugere que cerca de 88% das amostras VB-
positivas possuem comunidades microbianas semelhantes entre si (Figura 3.5 (A)). Segundo
os resultados obtidos por DGGE, as amostras de mulheres VB-positivas apresentam maior
diversidade de Bacteria (0,64<H<1,26), comparativamente as amostras de mulheres VB-
negativas (0,10<H<0,74), sugerindo que microfloras de mulheres com VB tém tendéncia a ser
mais diversas em termos das comunidades bacterianas (Figuras 3.1,3.2 e 3.3). Conclusoes
semelhantes ja tinham sido observadas noutros estudos (Diao ef a/., 2011;Fredricks, 2011).

Bifidobacterium foram reportados como existindo em diferentes abundancias em
individuos com flora vaginal normal ou com VB (Swidsinski ef a/., 2010). Na verdade, microfloras
vaginais normais apresentam baixos niveis de Bifidobacterium, sendo que a abundancia destes
microrganismos vai aumentando gradualmente na microflora intermédia e na microflora de
mulheres com VB. Deste modo, as microfloras de mulheres com VB apresentam ja uma
quantidade bastante significativa de Bifidobacterium mas também de outras espécies como G.
vaginalis (Swidsinski et al, 2010). Embora as espécies de Bifidobacterium tenham sido
associadas a amostras VB- positivas (Michuki, 2011), podem ocasionalmente, ser encontradas
na vagina de mulheres saudaveis (Redondo-Lopez ef a/., 1990). Neste estudo, todas as amostras
VB-positivas foram amplificadas utilizando primers especificos para Bifidobacterium, enquanto
apenas 29% das amostras VB-negativas obtiveram uma amplificacao positiva com estes primers

(Tabela 3.2).
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Figura 3.5 Analise de agrupamento pelo coeficiente de UPGMA, usando a correlacao de Dice, dos perfis de DGGE de Bacteria (A), Bifidobacterium (B), Lactobacillus spp. (C) e G.
vaginalis (D).
Legenda: Amostras VB+ - Amostras VB- I
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100

100 100

100 100 100

100 100 100 100

100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Figura 3.6 Matriz de similaridade. Similaridade (%) entre os perfis de DGGE obtidos para cada amostra apds amplificacdo com primers especificos para G. vaginalis.
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Segundo o dendograma obtido para Bifidobacterium (Figura 3.5 (B)), todas as
amostras VB-negativas formam um cluster, com excecao da amostra SH200R. Ainda assim, a
similaridade entre as amostras é quase sempre inferior a 40%, apesar de duas das amostras
apresentarem uma similaridade superior a 60% (amostras SH133 e SH52) e outras duas
amostras apresentarem uma similaridade de 100% (amostras SH110 e SH192) (Figura 3.7).
No mesmo dendograma, €& possivel distinguir dois blocos principais, em que um deles
corresponde ao agrupamento de mais de 70% das amostras VB-positivas amplificadas com
primers especificos para Bifidobacterium (cluster B2), sugerindo que mais de 70% das amostras
VB-positivas possuem comunidades de Bifidobacterium semelhantes entre si e, grande parte,
nomeadamente as amostras MM19, MM9,SH203 e SH80, apresentam uma percentagem de
similaridade de 100% (Figura 3.7).

Analisando os resultados obtidos, é possivel verificar que as espécies de Bifidobacterium
coexistem com espécies de G. vaginalis em amostras VB-positivas, contudo, também se
encontram presentes em amostras VB- negativas. Assim, tal como acontece com G. vaginalis, a
sua detecao por PCR nao ¢ indicativa de doenca.

Cerca de 30% das amostras VB-positivas nao foram amplificadas com primers
especificos para Lactobacillus spp. (Figura 3.5 (C), cluster C1). Por outro lado, todas as
amostras VB-negativas foram amplificadas com primers especificos para Lactobacillus spp. e a
maioria ficou agrupada no cluster C2 (Figura 3.5 (C)), sendo que a maioria das amostras
apresenta uma similaridade entre si superior a 50% (Figura 3.10). Embora estes
microrganismos nem sempre possam ser identificados com base na observacdo microscoépica
(dado provavelmente ao facto de estarem presentes em numero reduzido), isso podera nao
significar que estejam efetivamente ausentes da flora vaginal. Segundo os resultados obtidos por
DGGE, as amostras de mulheres VB-positivas apresentam maior diversidade de Lacfobacillus
spp. (0,41<H<0,89), comparativamente as amostras de mulheres VB-negativas (0,29<H<0,8)

(Figuras 3.11,3.12 ¢ 3.13).
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Figura 3.7 Matriz de similaridade. Similaridade (%) entre os perfis de DGGE obtidos para cada amostra apds amplificacdo com primers especificos para Bifidobacterium.
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Figura 3.8 Perfis de DGGE obtidos para Bifidobacterium e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-positiva.
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Figura 3.9 Perfis de DGGE obtidos para Bifidobacterium e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-positiva (laranja) e VB-negativa (preto).
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SH248 100
86 100
75 86 100
75 86 100 100
67 75 89 89 100
SH53 50 86 75 50 67 100
50 57 75 75 67 25 100
50 55 67 67 62 50 50 100
60 67 60 60 55 60 40 86 100
60 44 60 60 55 20 60 71 50 100
29 33 29 29 25 29 0 36 44 0 100
14 15 29 14 40 14 14 22 25 38 15 100
17 18 33 17 31 17 17 38 43 43 0 67 100
29 31 43 43 27 29 43 44 38 50 0 40 56 100
SH192 0 0 0 0 0 0 25 33 40 0 29 43 33 0 100
0 0 0 0 25 0 0 36 44 44 0 46 55 15 57 100
SH120 20 22 20 20 18 20 22 14 17 17 0 13 29 25 0 0 100
SH180 29 33 29 29 25 29 29 18 22 22 0 15 55 46 0 0 44 100
SH160 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 15 18 15 0 0 22 33 100
SH200R 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 15 18 15 0 0 22 33 100 100
SH141 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 15 18 15 29 0 22 33 80 80 100
SH210 60 67 60 60 55 60 60 43 50 33 22 25 29 38 0 0 33 44 67 67 50 100
SH110 0 0 0 0 0 0 17 13 14 14 0 11 13 12 17 18 14 0 18 18 18 14 100
SH63 0 0 0 0 0 0 22 0 0 0 0 0 0 0 22 0 18 0 25 25 29 18 67 100
SH22 0 0 0 0 0 0 22 15 18 18 0 13 15 13 22 25 18 0 25 25 50 18 77 67 100
SH52 0 0 0 0 0 0 22 15 18 18 0 13 15 27 22 25 18 0 25 25 50 18 67 44 80 100
SH58 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 0 0 0 29 0 22 0 33 0 67 0 36 57 75 75 100
SH133 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 0 0 0 29 0 22 0 33 33 33 22 55 57 75 75 33 100
SH90 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 0 0 0 29 0 22 0 33 33 67 22 55 57 75 75 100 100 100
SH41 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22 0 33 33 40 22 40 75 57 57 80 80 80 100
SH33 22 25 22 22 20 22 44 15 18 18 0 0 15 13 0 0 36 25 25 25 29 36 33 60 44 44 57 57 57 75 100
SH54 0 0 0 0 0 0 22 0 0 0 0 0 0 0 22 0 18 0 25 0 50 0 46 67 60 60 75 25 75 57 44 100
SH60 29 31 43 43 40 14 57 44 38 50 0 20 22 40 14 15 25 15 15 0 31 38 67 43 53 53 46 31 46 33 43 67 100
SH248 SH53 SH192 SH120 SH180 SH160 SH200R SH141 SH210 SH110 SH63 SH22 SH52 SH58 SH133 SH90 SH41 SH33 SH54 SH60

Figura 3.10 Matriz de similaridade. Similaridade (%) entre os perfis de DGGE obtidos para cada amostra apos amplificacdo com primers especificos para Lactobacillus spp..
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Figura 3.11 Perfis de DGGE obtidos para Lactobacillus spp. e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-negativa.
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Figura 3.12 Perfis de DGGE obtidos para Lactfobacillus spp. e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-positiva (laranja) e VB-negativa (preto).
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indice de diversidade (H) 0,41 0,44 0,69 0,55 0,74 0,47

Figura 3.13 Perfis de DGGE obtidos para Lactobacillus spp. e indices de diversidade respetivos a cada

amostra VB-positiva.

Estes resultados sdo consistentes com os dados de estudos anteriores (Vitali et al,
2007; Lamont et a/,, 2011), que mostram que a flora vaginal de mulheres saudaveis &, na sua
maioria, dominada por uma Unica espécie de Lactobacillus. A coexisténcia de varias espécies de

Lactobacillus é rara devido a exclusdo competitiva de uma espécie por outra (Zhou et a/., 2004).
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Conclusoes e trabalho futuro

E amplamente reconhecido que as técnicas habituais de cultura de microrganismos nem
sempre permitem detetar a presenca de certas espécies em amostras clinicas (Burton et al.,
2002). Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as técnicas de PCR e de DGGE, em
conjunto, representam uma ferramenta alternativa para detetar microrganismos envolvidos na
VB. Ao contrario das técnicas de cultura, o PCR-DGGE nao requer conhecimento exato do tipo de
microrganismos e, por conseguinte, das condicdes de incubacao a serem usadas para o cultivo
desses microrganismos. Para além disso, o crescimento dos microrganismos em meio de
cultura pressupbe um tempo de espera para a obtencdo dos resultados correspondente ao
tempo de crescimento do microrganismo. A estratégia usada neste trabalho, recorrendo a
técnica de PCR-DGGE, permitiu a obtencdo de resultados independentes do cultivo seletivo de
microrganismaos.

Este estudo revelou que todas as amostras VB-positivas foram colonizadas por mais do
gue um microrganismo, comprovando a natureza polimicrobiana da VB.

A analise dos dendogramas obtidos para Bacteria, Bifidobacterium e Lactobacillus spp.,
permitiu identificar facilmente dois blocos principais, onde amostras VB-positivas e amostras VB-
negativas ficaram agrupadas em clusters diferentes, demonstrando que os bidtipos presentes na
microflora de mulheres saudaveis diferem daqueles presentes na microflora de mulheres com
VB. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram ainda que as espécies de Bifidobacterium
coexistem com espécies de G. vaginalis em amostras VB-positivas, contudo, também se
encontram presentes em amostras VB- negativas e, tal como acontece com G. vaginalis, a sua
detecdo por PCR né&o ¢ indicativa de doenca.

Todas as amostras VB-positivas amplificaram utilizando primers especificos para
G.vaginalis e as comunidades presentes em cada uma das amostras apresentaram uma
similaridade de 100% entre elas, sugerindo que as mesmas estirpes de G.vaginalis estarado
presentes em todas as amostras VB-positivas estudadas. Este foi o primeiro estudo em Portugal
e demonstrou que as técnicas moleculares representam uma excelente ferramenta para detetar
microrganismos envolvidos na BY.

Contudo, e apesar de representar uma forma eficiente de avaliar a presenca/auséncia
de certos grupos presentes em determinada amostra, bem como avaliar a diversidade da

comunidade microbiana, seria interessante efetuar trabalho adicional de forma a identificar os
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microrganismos presentes nestas amostras ao nivel da espécie. Para tal, € como sugestao de
trabalho futuro, poder-se-iam utilizar primers com elevada especificidade para as espécies de
interesse (como € o caso do par de primers usado neste estudo para a detecdo de G. vaginalis)
seguido da sequenciacdo dos produtos de PCR assim obtidos, ou em alternativa utilizar técnicas
que envolvam a sequenciacdo direta de todos os genes de 16S rRNA presentes nessas
amostras. Além disso, seria interessante incluir um terceiro grupo de amostras na analise, que
englobasse amostras VB-negativas onde estivesse presente G. vaginalis, com o intuito de

comparar os perfis de DGGE obtidos para amostras VB-negativas com e sem G. vaginalis.
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Anexos

Anexos

Analise molecular- Extracido de DNA, PCR e DGGE

Tampao fosfato salino (PBS)
- 0.8 g NaCl

-0.02 g KCI

-0.144 g Na,HPO,.2H,0

-0.024 g KH,PO,

Perfazer até 100 ml com agua Milli-Q e ajustar o pH a 7,4. Filtrar com um filtro estéril

(0,2 um). Autoclavar durante 15 min. a 121°C.

Agua para PCR

Filtrar agua Milli-Q utilizando filtros estéreis (0,2 um) e autoclavar (121°C, 15 min.).

Distribuir aliquotas de 1 ml em eppendorfs estéreis numa camara PCR/UV. Guardar a -20°C.

Gel de agarose a 1% (w / v)

Adicionar 0,25g de agarose por cada 25 ml de tampao 1x TAE. Aquecer no micro-ondas
(sem ferver) até a solucdo clarear. Arrefecer a agarose a 55-65 °C e adicionar 1ul de corante

(syber safe) por cada 25 ml de gel;

Tampao TAE 50x (pH 8,3)

- 242 g de Tris base

- 57,1 ml de acido acético, glacial

- 100 ml de EDTA 0,5 M (pH 8,0)

Perfazer até 1 litro com dH,O. Autoclavar durante 20 min. Guardar a temperatura

ambiente.
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Tampao de carga (Loading Dye)

- 46,8 ml de glicerol 80%

- 76,7 ml de dH,0

-1,5mlde EDTA 0,5 M

- 0,15 g de azul de bromofenol

- 0,15 g de xileno cianol FF

Persulfato de amoénio a 10% (APS)

- 1 g de persulfato de amonio
- 10 ml de dH,0

Distribuir aliquotas de 500 ul e armazenar a -20°C.

Tabela 5.1 Preparacdo das solucdes de desnaturacao.

Solucao de
Reagentes
desnaturacao 0%
40% acrilamida/bis 37.5:1 200 ml
TAE 50x 10 ml
Glicerol 20 ml
Formamida
Ureia
dH,0 até 1000 ml
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Solucao de

desnaturacao 100%

200 ml
10 ml
20 ml
400 ml
4216 ¢g
até 1000 ml



Anexos

Persulfato de amoénio a 10% (APS)

- 1 g de persulfato de amonio

-10 ml de dH,0

Distribuir aliquotas de 500 ul e armazenar a -20°C.
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