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Medicina Diagnéstica

CHECKUP GINECOLOGICO (CITOLOGIA LIQUIDA + MICROBIOMA VAGINAL + HPV COM GENOTIPAGEM)
NGS [c6d. 999999 |

INFORMACOES GERAIS

NOME DO EXAME

Checkup Ginecoldégico (Citologia Liquida + Microbioma Vaginal + HPV com genotipagem)
OUTROS NOMES DO EXAME

Citologia Liquida; Microbioma Vaginal; HPV com genotipagem; Checkup Ginecoldgico; Microbiota
Vaginal; Flora vaginal; Estudo de Disbiose Vaginal; Microbiota Cérvico Vaginal; Microrganismos Vaginais;
Eubiose Vaginal; Micrébios Vaginais; Comunidade Microbiana Vaginal; Disbiose Vaginal, Microbioma
Excluindo Pesquisa de HPV; MV,

UTILIDADE DO EXAME

Existe uma comunidade microbiana Unica no trato genital feminino, conhecida como microbiota vaginal,
gue varia em composicao e densidade e proporciona beneficios significativos durante a gravidez, ciclo
reprodutivo, parto saudavel do recém-nascido, protecao contra parto prematuro, infec¢des no trato
urindrio, vaginose bacteriana e assim por diante, e melhora a eficacia dos tratamentos para cancer vaginal.
Estudos metagendmicos (sequenciamento do DNA de uma comunidade inteira de microrganismos, em
0oposicao ao sequenciamento de microbios individuais) conseguem desvendar as complexidades de
microbiomas baseadas nos avangos do sequenciamento de alto rendimento e na bioinformatica.

O uso de tecnologias e estratégias modernas para Microbioma Vaginal, colocam este Checkup
Ginecolégico no patamar de outros procedimentos inovadores ginecolégicos como técnicas avangadas
de imagem, cirurgia assistida por robdtica, testes pré-natais nao invasivos, PGT-A, telemedicina e
inteligéncia artificial, para citar alguns.

Empregando a tecnologia avangada de sequenciamento de alto rendimento (NGS) do 16S rRNA (um
segmento conservado do DNA bacteriano e Unico para cada bactéria), pode-se sondar a diversidade de
microbios presentes no contelddo vaginal. Esta abordagem permite a taxonomia da microbiota vaginal e
revela detalhes como a riqueza, abundancia e distribui¢cao de espécies microbianas.

NECESSIDADE DE PEDIDO MEDICO
O pedido médico deve ser enviado juntamente com a amostra.
COBERTURA OPERADORA PLANO DE SAUDE

Alguns itens do exame sao cobertos pelas operadoras de plano de saude como Citologia de base liquida,
HPV e genotipagem.

NECESSIDADE DE CONSENTIMENTO

N3o ha necessidade de Consentimento

PREPARACAO DA PACIENTE;

Este exame quantifica o DNA de um nUmero enorme de espécies diferentes de bactérias algumas das
quais seu DNA pode estar em uma infima quantidade ao lado de outras em ndmero abundante. Entao

todos os esforcos devem ser feitos para evitar a degradagao do DNA que representa o processo de ruptura
de fitas simples e seu fracionamento.
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As fontes de degradacao incluem agentes quimicos como polissacarideos, lipidios, polifendis ou alcool
gue podem estar presente na composicao de solucdes usadas na higiene pessoal assim como liquidos
detergentes que rompem as células, destruindo as membranas gordurosas que as envolvem e liberando
o conteudo das células, incluindo DNA. Por outro lado o sangue contém varios inibidores de enzimas que
podem interferir na analise de DNA.

A paciente deve 48 horas antes da coleta da amostra nao ter usado ducha intima (ducha intravaginal),
nao ter tido relagdes sexuais, mesmo com preservativo, e nao utilizar medicamento de uso tépico ou
cremes vaginais.

AMOSTRA
INSTRUCOES DE COLETA E ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

A coleta do exame de microbioma vaginal deve ser feita antes da coleta de amostras para citologia. Para
coleta use o tubo de coleta que contém 4 ml de liquido preservante e a haste coletora com swab fornecido
no kit da Genoa/LPCM. Importante é ndo utilizar espéculo para medicdo de pH e obtencdo da amostra
para microbioma vaginal uma vez que muitos deles contém lubrificantes na face externa que blogueiam
as reag¢Oes de processamento molecular.

O procedimento para obteng¢ao de espécimes vaginais inclui coleta as secre¢des usando um swab estéril
direto do férnice vaginal posterior, ou pelo menos raspagem da mucosa vaginal na sua porgdo medial.
Coloque o swab de coleta de amostra na vagina e gire-o suavemente no sentido horario por 10 a 30
segundos. Certifique-se de que o swab toque as paredes vaginais para que 0 muco seja absorvido pelo
swab e retire-o cuidadosamente, evitando tocar na pele. A haste do swab tem um ponto de fratura e desta
maneira mande o tubo coletor com a porc¢ao distal da haste imersa no liquido conservante. Evite “lavar” o
swab na solucao estabilizadora e dispensa-lo como é feito na amostragem de citologia de base liquida.
Feche bem o tubo de transporte de amostra do swab para minimizar o risco de contaminacao e
transporte-o para o laboratério em temperatura ambiente.

Apos coleta da amostra para Microbioma e leitura do pH vaginal, proceda a coleta de citologia liquida de
acordo com os procedimentos de rotina.

MEDICAO DO PH

Antes da coleta, sempre que possivel, registrar o pH da mucosa vaginal usando uma tira de pH. Ela nao
fornecerd dados precisos como de um pHmetro, mas como as tiras sao feitas de tipos diferentes de
produtos quimicos, cada um com sua propria faixa de medicdo (geralmente dentro de intervalos entre 4
e 7), teremos uma boa indicagao da acidez ou alcalinidade do meio vaginal.

A faixa saudavel de pH vaginal esta entre 3,8-4,5. O pH vaginal baixo indica niveis elevados de producao
de acido lactico pelas espécies de Lactobacillus e, portanto, uma microbiota vaginal saudavel e disbiose
minima.

O pH vaginal baixo reduz o crescimento de bactérias associadas a VB e patdégenos de IST (por exemplo,
Chlamydia trachomatis) e favorece o dominio dos lactobacilos. O pH vaginal elevado (>4,5) é indicativo de
crescimento excessivo de bactérias associadas a VB e disbiose vaginal.

METODO

DESCRICAO DA METODOLOGIA

A caracterizacao das bactérias presentes na amostra € realizada através do sequenciamento de nova
geracgao (NGS) baseado na metodologia de ‘sequence by synthesis’. Apds analise computacional é possivel

determinar as espécies presentes e suas quantidades relativas. A diversidade de espécies € um parametro
importante que, guando elevado, pode indicar uma disbiose.
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A interpretacao dos dados brutos obtidos nesse estudo considera o atual desenvolvimento cientifico, mas
pode ser modificado no futuro com a inclusdgo de novos conhecimentos e dados terapéuticos.
Informacdes filogenéticas disponiveis em bancos de dados de arvore taxondmica e ferramentas de
bioinformatica utilizadas podem ainda ndo fazer a distingao entre espécies semelhantes. Neste caso
algumas bactérias sdo classificadas taxonomicamente no nivel mais alto possivel, ou seja, género, familia
ou filo. Pela extensdo do laudo deste exame ele ndo serd impresso, mas emitido via internet e estara
disponivel ao paciente e médico solicitante.

ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE

A sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos para desequilibrios do microbioma vaginal,
frequentemente excede 80% para deteccao de BV. Quando o escore de Nugent foi considerado como
referéncia, a sensibilidade para BV era de 69,6%, mas para a combinacao de dados clinicos e pH, passou
para 87,6%.

INTERPRETACAO CLINICA
RESULTADO E INTERPRETACAO

A microbiota vaginal € um ecossistema dinamico e complexo composto por populag¢des flutuantes que
modulam as respostas imunoldgicas do hospedeiro e mantém a homeostase. A perturbagao da
composicao e fungdes da microbiota, denominada disbiose, tem sido associada a uma série de doencgas,
incluindo Vaginose Bacteriana (VB), parto prematuro em mulheres gravidas, infertilidade, abortos
espontaneos e aumento do risco de infecgdes sexualmente transmissiveis (IST). A analise e monitorizagcao
da microbiota vaginal sao, portanto, extremamente importantes para a saude e podem ser utilizadas para
informar planos de tratamento e fatores de estilo de vida.

O perfil obtido do microbioma vaginal fornece uma medicao precisa, confiavel e quantificavel da
abundancia da microbiota. Microbioma Vaginal refere-se entao ao conjunto Unico de microrganismos
gue residem naturalmente na vagina. A composicdo desse microbioma desempenha um papel crucial na
manutencao da saude vaginal e prevencgao de infecgcdes. Os principais componentes do microbioma
vaginal em mulheres saudaveis geralmente incluem espécies de bactérias Lactobacillus.

OBSERVACOES

As sequéncias de DNA sdo interpretadas e examinadas com ferramentas modernas de bioinformatica
para o processamento e analise de grandes volumes de dados. A conclusdo deste estudo vai se apoiar na
corroboracao com dados clinicos que incluem menopausa, gestacao, pilula, DIU, tratamento hormonal,
vaginose sintomatica (dor, corrimento, queimagao, odor, disuria), uso recente de antibidticos ou drogas
imunossupressoras, bactérias detectadas em exames anteriores, abortos, etc.

Aliquotagem de amostras para exames moleculares

Aliquota refere-se a uma parte ou porgao representativa de uma amostra maior, que é separada para ser
utilizada em outro experimento.

Para que nenhuma informacdo seja perdida nesse processo, o laboratdrio deve manter um controle de
aliquotas e, em um primeiro momento, o técnico identifica o microtubo que receberd a aliquota e, ao
mesmo tempo, a registra no sistema. A aliquota deve ser realizada por um técnico de laboratdrio
familiarizado com os objetivos e os resultados esperados.

O exemplo de aliquotagem sera do liquido de Citologia de Base Liquida (CBL). A CBL, também conhecida
como citologia oncética em meio liquido ou citologia em meio liquido, € uma técnica onde, ao invés de
raspagens na lamina, as células sdo coletadas e suspensas em um liquido preservante com metanol, que
é téxico, requerendo uso de luvas.
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O liquido da CBL pode conter células livres, debris, células inflamatdérias, hemacias, bactérias, virus, fungos,
protozoarios, DNA livre, espermatozoides, fibrina, residuos de cremes, outras substancias usadas na
lavagem vaginal, e mais. Essas particulas estao parcialmente livres no liquido ou sedimentadas no fundo,
e 0 exame de Patologia Molecular busca extrair todo o DNA e RNA presentes na amostra.

Pipeta —
Pasteur 3 mi ———

Homogenezar o Aliguota com pipeta  Erwviar aliquota em
liquidio CBL de Pasteur microtubo com
tarmpa de rosca
15mi

O técnico deve homogeneizar a amostra para que tudo seja representado, submetendo-a a forte agitagdo
motora. Em seguida, transferir 1,5 ml desse liquido usando uma pipeta de Pasteur para o microtubo e
descarta-lo. Usar um microtubo com tampa de rosca (Kasvi é recomendado) e nunca um microtubo de
fechamento por pressdo, pois este pode abrir espontaneamente no traslado ao laboratério. Lembre-se: se
aliquotar mais do que o necessario (CBL originalmente contém 18 ml de preservante), pode-se interferir
no processamento automatico da citologia por pouco liquido. Nestes casos, o técnico devera repor o
volume com liquido preservante ou, na falta deste, com alcool 70%.

Medidas para aliquotagem abaixo. Dica: se enviar = 4 ml, utilize um tubo Falcon (ou similar) de 15 ml, como
na figura ao lado.

PCR para HPV - 2 ml

PCR para Painel Ginecolégico - 2 ml

PCR para HPV e Painel Ginecoldgico - 2 ml

Captura Hibrida HPV - 4 ml

Captura para HPV + PCR para HPV - 6 ml

Captura para HPV + PCR para painel ginecoldgico - 6 ml
Captura para HPV + PCR para HPV e painel ginecolégico - 6 ml.

ACCUMAX
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