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RESUMO

As Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST) sdo processos infecciosos causados
por diversos microrganismos, amplamente difundidos por todo o mundo. Algumas delas estio
entre as principais causas de morte em paises em desenvolvimento, constituindo um sério
problema de saude publica. Existem diversas metodologias para o diagnéstico das DST, com
graus de sensibilidade ¢ especificidade variados, de acordo com cada agente etioldgico a ser
pesquisado. O método de Papanicolaou tem sido amplamente utilizado como um método de
triagem para a detecgdo do cancer cervical na populagdo feminina por todo o mundo. Neste
contexto, ele pode ser um método relevante para o diagnostico das DST. O objetivo deste
estudo ¢ verificar se 0 método de Papanicolaou, pode ser usado para a detecgdo de diferentes
agentes etiologicos causadores das DST. Para tanto, examinou-se a secre¢do vaginal e raspado
cérvico-vaginal de 223 mulheres submetidas ao exame preventivo de cancer cervical, de julho
a novembro de 2001, na Unidade Comunitaria de Saude Jardim Santos Andrade, em Curitiba,
pelo método de Papanicolaou e por um método padrdo (em paréntesis) para o diagndstico de
Gardnerella vaginalis (coloragdo de Gram), Mobiluncus spp. (coloragdo de Gram), Candida
spp. (cultura em meio de Mycosel e coloragdo de Gram), Trichomonas vaginalis (exame a
fresco e coloragdo de laranja de acridina), Chlamydia trachomatis (imunofluorescéncia
direta), e Neisseria gonorrhoeae (cultura em meios de agar chocolate e Thayer Martin). O
papilomavirus humano foi investigado somente pelo método de Papanicolaou. Comparou-se
os resultados e realizou-se estudos estatisticos como os de sensibilidade e especificidade.
Observou-se G. vaginalis em 17,8% das amostras analisadas, € encontrou-se uma
sensibilidade de 87,2% e especificidade de 99,4%, quando se comparou o método de
Papanicolaou com a coloragio de Gram. Para a detecgdo de Mobiluncus spp., presente em
3,2% das amostras, a sensibilidade e especificidade foram de 85,7 € 99,5%, respectivamente,
também, quando se comparou o método de Papanicolaou com a colorag@o de Gram. Quando
se comparou o método de Papanicoalou com a cultura para detecgdo de Candida spp., a
sensibilidade e especificidade encontradas foram de 23,3 e 96,8%, respectivamente. Porém,
observou-se uma concordancia de 86,3% quando se comparou o método de Papanicolaou com
o de Gram, para este mesmo agente. A sensibilidade e especificidade encontradas para o
diagnéstico de T. vaginalis foram, respectivamente, 60 e 99,5%, quando se comparou o
método de Papanicolaou com o exame a fresco. Entretanto, quando se comparou sua detecgéo
usando a coloragfo de laranja de acridina com o exame a fresco, a concordancia foi de 99,1%.
Utilizou-se a presenga de inclusdes eosinofilicas usualmente em células metapldsicas no
exame de Papanicolaou, presente em 3,7% dos esfregagos cervicais, como critério sugestivo
de infecgdo causada por C. trachomatis, e a sensibilidade e sensibilidade deste método foram
de 37,5 e 100%, respectivamente, quando comparado ao exame de imunofluorescéncia direta.
N3o se detectou N. gonorrhoeae e papilomavirus humano (HPV), por nenhum dos métodos
utilizados. Os resultados apresentados aqui sugerem que ha uma alta sensibilidade do método
de Papanicolaou para detecgio de G. vaginalis, Mobiluncus spp. € Candida spp.. Entretanto,
embora este método tenha mostrado alta especificidade no diagnéstico de 7. vaginalis e C.

trachomatis, estudos adicionais sd0 necessarios para uma avaliagdo mais precisa de sua
sensibilidade.



ABSTRACT

The Sexually Transmitted Diseases (STD), a group of infectious diseases caused by
different microrganisms, are distributed all over the world. They constitute one of the most
important causes of death in developing countries, and remain a serious problem in public
health. There are many methods for the diagnosis of the STD, with variable degrees of
sensibility and specificity depending on the causal agent. The Papanicolaou method has been
widely used as a screening test for the detection of cervical cancer in women populations
throughout world. In this context, it may become a relevant way for diagnosing STD. The
purpose of this study was to verify whether the Papanicolaou method can be used for the
detection of different STD-transmitted agents. To accomplish this, the vaginal discharge and
the cervical smears of 223 patients submitted to the local cervical cancer prevention program
from July to Nobember/2001 in the Communitary Helth Unit Jardim Santos Andrade in
Curitiba, were examined both by the Papanicolaou method and by the gold standard method
(in bracket) for the diagnosis of Gardenerella vaginalis (Gram stain), Mobiluncus spp. (Gram
stain), Candida spp. (Gram stain and Saboureaud agar culture), Trichomonas vaginalis
(freshly prepared wet mount and acridine orange method), Chlamydia trachomatis (direct
immunofluorescence assay), and Neisseria gonorrhoea (Gram stain and Chocolate/Thayer
Martin agar culture). Special attention was given for the diagnosis of the Human
Papilomavirus (HPV) using only the Papanicolaou method. The results were then compared
and statistical studies of sensitivity and specificity performed. Gardnerella vaginalis was
observed in 17.8% of the samples examined and a sensitivity of 87.2% and specificity of
99.4% was found when comparing Papanicolaou and Gram stain methods. For the detection
of Mobiluncus spp., present in 3.2% of the samples, the sensitivity and specificity were 85.7
and 99.5%, respectively, when the Papanicolaou was compared with Gram stain. When
comparing the Papanicolaou method with the culture method for Candida spp., the sensibility
and specificity found were 23.3 and 96.8%, respectively. Also, a concordance of 86.3% was
observed for Papanicolaou method and Gram stain. The sensibility and specificity figure out
for the diagnosis of Trichomons vaginalis were, respectively, 60 and 99.5%, when the
Papanicolaou and the wet mount method were analyzed. However, when comparing its
detection using the acridina orange stain with the wet mount method, the concordance was
99,1%. The presence of eosinophilic inclusions in usually metaplasic epithelial cells in
Papanicolaou test observed in 3.7% of the cervical smears was used as a criterion for a
suggestive infection caused by Chlamydia trachomatis and the sensitivity and specificity of
this method were 37.5 and 100% when compared to the direct immunofluorescence test.
Neisseria gonorrhoea and human papilomavirus were not detected by any methods used. The
results presented herein suggest that there is a high sensibility of the Papanicolaou method for
the detection of Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp., and Candida spp.. However,
although this method has shown high specificity for the diagnosis of Trichomonas vaginalis
and Chlamydia trachomatis, additional studies should be performed to assure a better
evaluation of its sensibility.
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1 INTRODUCAO

As doengas sexualmente transmissiveis (DST) sdo processos infecciosos
causados por uma variedade de microrganismos, amplamente difundidas por todo o
mundo, estando diretamente envolvidas na transmissdo do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). Nos tltimos anos, com o aprimoramento de protocolos de pesquisa € 0
surgimento de novas metodologias, tem se conseguido melhorar a detec¢do dos
patogenos envolvidos nas DST (WHO, 2002).

O exame preventivo de cancer cervical, comumente chamado de exame de
Papanicolaou, vem sendo utilizado h4 muitos anos para detecgdo de malignidade e de
lesdes pré-malignas. A implantagdo de programas para o combate da doenga é
crescente em nosso pais. Recomenda-se que pacientes com historias de DST realizem
o exame mais frequentemente, devido ao mnisco aumentado de desenvolver cincer
cervical, pois alguns dos agentes responsaveis por DST parecem estar diretamente
envolvidos neste processo. Nos paises desenvolvidos em que se consegue realizar um
exame preventivo anual em mulheres sexualmente ativas € acompanhar casos
suspeitos, conseguiu-se diminuir substancialmente as taxas de céncer cervical e de
DST (DUCCl et al., 2001).

No Brasil, o uso do método de Papanicolaou € mais disseminado do que o de
métodos microbioldgicos, por ser importante na prevengdo e controle do cancer
cervical. Desta forma, por permitir a identificagdo de alguns agentes infecciosos, pode

ser util no encaminhamento de pacientes portadoras de DST.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS

As doengas sexualmente transmissiveis (DST) s@io processos infecciosos
causados por um grupo heterogéneo de agentes, agrupadas devido a significdncia
epidemiolégica do contato sexual, embora este ndo seja necessariamente, 0 inico meio de
transmiss3o (REESE ez al., 1991). A €época do aparecimento destas doengas € incerta, mas
ja& no Levitico, no Antigo Testamento, h4 men¢do sobre a gonorréia. Lesdes Osseas,
seguramente causadas por sifilis, foram também encontradas em mumias egipcias de mais
de 3.000 anos. Disseminadas por todos os continentes, as DST chegaram ao século XX
altamente incidentes em quase todos os paises € mantiveram-se assim até o final da II
Guerra Mundial quando, com a descoberta da penicilina, tiveram uma diminui¢io
significativa em sua incidéncia, considerando-se que na €poca a maioria dos casos
conhecidos era de sifilis € de gonorréia. No entanto, no final da década de 50, observou-se
um aumento do numero de casos, com propor¢des ascendentes até 1980, quando
atingiram cifras semelhantes aquelas observadas na era pré-penicilina (PASSOS, 2001).
As classicas DST, em namero de 5, hoje sdo representadas por um grupo de 25 doengas
de possivel transmissdo sexual, vcatalogadas na Organizagdo Mundial de Saide (OMS).
Entre elas, s3o consideradas como doencgas de transmissdo essencialmente sexual,
gonorréia, sifilis, cancro mole e linfogranuloma venéreo; e como doengas freqiientemente
de transmissdo sexual, donovanose, herpes genital, condiloma acuminado, tricomoniase,
candidiase, uretrite ndo gonococica, hepatite B, C, escabiose, pediculose e Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). VERONESI (1998) descreve ainda as hepatites D ¢
G, como transmissiveis sexualmente. No Quadro 1 estio descritas algumas doengas de

transmissdo sexual € seus respectivos agentes etiologicos.
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Nos paises em desenvolvimento, as DST em geral estdo envolvidas na
transmissdo do HIV, constituindo um grave problema de saide publica, além de estarem

diretamente envolvidas na transmissdo do virus da imunodeficiéncia adquirida humana
(HIV) (VAN DICK et al., 2000).

QUADRO 1 - ALGUMAS DOENGAS DE TRANSMISSAO SEXUAL E SEUS RESPECTIVOS

AGENTES ETIOLOGICOS

Processos patolégicos

Agentes etioldgicos

Condiloma genital e anal, displasia

cervical, cAncer

Papilomavirus humano (HPV)

Vaginites

Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp.,

Trichomonas vaginalis, Candida albicans

Uretrite, epididimite,cervicite,

bartolinite, entre outros

Neisseria gonorrhoeae

Uretrites, cervicites

Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis,

Ureaplasma urealitycum

Herpes genital

Virus da herpes tipo 2 ou tipo 1

(menos freqiiente)

Sindrome da Imunodeficiéncia

Virus da imunodeficiéncia humana

Adquirida (AIDS)

Linfogranuloma venéreo Chlamydia trachomatis

Granuloma mguinal Calymmatobacterium granulomatis
Sifilis Treponema pallidum

Adaptado de: FORBES ez al., 1998.

De um modo geral, a faixa etaria mais atingida esta compreendida entre 20 e 30
anos, porém as DST vem aumentando nos individuos com mais de 40 anos (PASSOS,
2001). Estudos recentes mostram que as DST figuram coletivamente entre as cinco mais
importantes causas de perda de anos de vida produtiva em paises desenvolvidos € ocupam

posicio de destaque entre as doengas infecciosas emergentes. Nos paises em
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desenvolvimento, na populagdo feminina entre 15 a 49 anos, as DST representam a
segunda maior causa de morte (MENDES, 2001).

A incidéncia das DST no Brasil e no mundo vem atingindo grandes proporgdes,
efeito esse gerado por diversos fatores, dentre eles: condigdes socio-econdmicas €
culturais das populagdes, desinformagdo sobre educagfio sexual, mau preparo dos
profissionais de saide ¢ de educac¢do, ndo uso de preservativos, comportamento sexual
promiscuo, automedicagio, aparecimento de microrganismos resistentes, ocorréncia de
infecgBes assintomaticas, entre outros (PASSOS, 1995; FORBES et al., 1998; WHO,
2002). A estimativa da incidéncia de DST curéveis, ndo incluindo AIDS e outras DST
virais, para o ano de 1998, foi de 333 milhdes de casos em todo o mundo (PASSOS,
2001). Segundo estimativas da OMS, o nimero de novos casos no Brasil no ano de 1999,
na populagfo de 15 a 49 anos, foi de 12 milhdes, sendo: sifilis, 439 mil; gonorréia, 2,464
milhdes; infecgdes por clamidia, 3,481 milhdes; e tricomoniase, 6,139 milhdes
(WHO,2002).

As estratégias sanitarias a serem aplicadas para combater as DST sdo
principalmente as de prevengdo primdria, ou seja, fomento a praticas sexuais mais
seguras, incluindo o uso de preservativos, além do tratamento precoce e adequado das
pessoas com DST (DICKER et al., 2000). Nos tltimos anos, com o aprimoramento de
protocolos de pesquisa e novas metodologias para a detecgdo de patogenos causadores das
DST, vem-se conseguindo melhorar a identificacdo de microrganismos classicos e de
outros agentes etioldégicos como, Chlamydia trachomatis, papilomavirus humano (HPV),

Gardnerella vaginalis ¢ Mobiluncus spp. (MORAES FILHO; LONGATTO FILHO,
2000).
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2.2 DST E CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL

Em 1917, Papanicolaou propds o uso sistematico do esfregago cérvico-vaginal;
em 1923, estudou o ciclo sexual em mulheres revelado pelo esfregago vaginal e em 1928,
referiu o uso do esfregago para o diagnéstico do cancer (PAPANICOLAQU, 1928; HASS
et al., 1998). Recomenda-se um exame anual de Papanicolaou em mulheres sexualmente
ativas, como preventivo do carcinoma cervical. Porém, pacientes com historia de DST
devem realizar 0 exame mais frequentemente, devido ao risco aumentado de céncer
cervical, principalmente porque estas doengas, de modo geral, oportunizam infecgdes pelo
HPV, reconhecidamente carcinogénico (CDC, 2002).

A colpocitologia pelo método de Papanicolaou € um exame de baixo custo, que
pode ser empregado tanto para a pesquisa de malignidade ou de lesdes pré-malignas,
como para o rasteio de agentes das DST. Tém-se obtido resultados satisfatorios no que diz
respeito a confiabilidade do método. No Brasil, o uso de metodologias especificas em
programas de saude para a pesquisa de agentes microbioldgicos causadores de DST ainda
¢ incipiente.

O diagnéstico das DST pelo método de Papanicolaou se d4, ou pela identificagio
direta dos microrganismos, ou por alteragdes citopaticas especificas provocadas por certos
microrganismos. De um modo geral, este exame tem graus de sensibilidade e
especificidade considerados aceitaveis (GIAMPAOLO, et al., 1983; MORAES FILHO;
LONGATTO FILHO, 2000; PANUCO et al., 2000).

2.3 MICROBIOTA VAGINAL E VULVOVAGINITES
A microbiota vaginal normal usualmente € colonizada por lactobacilos,

principalmente o Lactobacillus acidophilus, responsavel pela manutengdo do pH vaginal

acido, normalmente entre 4 e 5, através da produgdio de 4cido latico e HyO,
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desfavorecendo assim o desenvolvimento de diversos patogenos. Atualmente, sabe-se que
os lactobacilos sdo os unicos capazes de converter glicogénio em lactato (MARDH,
1991). Além deste mecanismo de defesa, anticorpos do tipo IgA presentes no ambiente
vaginal, protegem a mucosa, mas sdo facilmente destruidos por algumas proteinases
bacterianas. A auséncia dos lactobacilos foi reconhecida como fator de risco para
infecgbes genitais € complicagdes na gravidez desde o final do século XIX (MARDH,
1991; DONDERS et al., 2000).

Considera-se como vulvovaginite toda manifesta¢io inflamatéria e/ou infecciosa
do trato genital feminino inferior, ou seja, vulva, vagina e ectocérvice. Os microrganismos
mais envolvidos s@o: Candida spp., Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis e
Mobiluncus spp. (MINISTERIO DA SAUDE, 1999; VAN DICK et al., 2000). Alguns
organismos como Candida spp. € Gardnerella vaginalis, s3o considerados como
microbiota normal, porém em determinadas circunstancias, podem predominar sobre os
outros microrganismos presentes, levando ao desenvolvimento de vulvovaginites
(MARDH, 1991). De um modo geral, as vulvovaginites se manifestam por meio de
corrimento vaginal, cujas caracteristicas podem ser bastante varidveis, associado a um ou
mais dos seguintes sintomas: prurido vulvovaginal, dor ou ardor ao urinar e sensagfo de
desconforto pélvico. Estes sinais e sintomas s3o inespecificos, sendo que, em alguns

casos, as infecgdes genitais sdo completamente assintomaticas (MINISTERIO DA
SAUDE, 1999).

2.3.1 INFECCOES POR Candida spp.

A candidiase ¢ a infec¢do flingica mais frequente do trato genitourinario, ndo
apresentando limita¢do geografica do ponto de vista epidemiologico, pelo fato de ocorrer,
na maioria das vezes, em pacientes predispostos a um super crescimento de sua propria
microbiota (KOWON-CHUNG; BENNETT, 1992; MORAES FILHO; LONGATTO
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FILHO, 2000). As espécies do género Candida estdo amplamente envolvidas em casos de
vulvovaginites, sendo que a C. albicans ¢ responsavel por aproximadamente 85% dos
casos. Outros casos sdo devidos, principalmente, a C. glabrata, e raramente, a outras
espécies, como, C. krusei e C. tropicalis (VAN DICK et al., 2000).

Para que as espécies de Candida possam colonizar a vagina, elas devem aderir-se
primeiramente a receptores presentes na superficie das células do epitélio vaginal e, em
seguida, desenvolverem-se, proliferarem e germinarem, até¢ provocar uma inflamagdo
sintomatica. Em geral, para que ocorra infecc@o, deve ocorrer uma alteragdo no ambiente
vaginal com mudanga do pH. O tempo de incubagéo € bastante varidvel, com inicio dos
sintomas imediato ou apds varios dias, segundo a sensibilidade da paciente. Os sinais e
sintomas que podem estar presentes variam, desde as formas assintomaticas, que
representam cerca de 50% dos casos, até aquelas que provocam leucorréias grumosas de
coloragdo branca, inodoras e com aspecto de leite coalhado, acompanhadas de prurido
vulvovaginal, ardor ou dor na micgdo, hiperemia, edema vulvar, fissuras e dispareunia
superficial. (MINISTERIO DA SAUDE, 1999; MORAES FILHO; LONGATTO FILHO,
2000; VAN DYCK et al., 2000).

MORAES FILHO e LONGATTO FILHO (2000) citam como fatores
predisponentes para a candidiase: traumas vaginais que podem ocorrer durante o coito,
uso de tampdes vaginais, alteragdes da microbiota, diabetes mellitus, uso de antibiéticos
de largo espectro, uso de corticosterdides, alteragdes imunologicas, condi¢des de higiene
e vestudrio, gestagdo, pré-ménstruo € uso de contraceptivos orais. Deve-se considerar
ainda que, pacientes portadoras do HIV s3o mais freqiientemente acometidas por
infec¢des mucocutineas causadas por Candida spp. (MENDES, 2001).

O diagnoéstico laboratorial da candidiase pode ser realizado através de diversas
metodologias, com graus de sensibilidade e especificidade variados.

O exame direto ou a fresco do conteuido vaginal revela a presenca de estruturas

birrefringentes compostas de células leveduriformes e/ou pseudo-hifas. A observagéo ¢
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facilitada, colocando-se KOH a 10% sobre o material a ser examinado, para clarificagio
do material biolégico.

O cultivo dos microrganismos presentes na secre¢do vaginal em meios
especificos como agar Sabouraud ou Mycosel € 0 método mais sensivel para a detecgido
de Candida spp., sendo considerado como padrdo para o diagnostico de candidiase
(KOWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

A microscopia pelo método de Gram, amplamente utilizada, € considerada mais
sensivel que o exame a fresco. Observa-se células leveduriformes e/ou pseudo-hifas gram
positivas (KOWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

No método de Papanicolaou pode-se observar as pseudo-hifas e células
leveduriformes isoladas ou em pequenos grupos, que podem estar proximas ou
entrelacadas com células epiteliais. A agdo lesiva da Candida spp. promove alteragdes
celulares reativas e degenerativas inespecificas nas células do epitélio cérvico-vaginal,
como: vacuolizagdo citoplasmatica, halo perinuclear, edema nuclear, hipercromasia e
pseudoeosinofilia. As alteragdes aparecem mais frequentemente nas células
intermedidrias. Podem estar presentes no esfregago células parabasais em maior niimero,
mesmo havendo agdo estrogénica, devido a erosdo tecidual (GOMPEL e KOSS, 1997,
MINISTERIO DA SAUDE, 1999; MORAES FILHO; LONGATTO FILHO, 2000).

As drogas de escolha para o tratamento de infecgdes por Candida spp. mais
empregadas sdo os derivados imidazdlicos como cetoconazol, butoconazol, terconazol,
itraconazol e fluconazol. As recidivas cronicas s3o causadas normalmente por diminui¢do
da resposta imune mediada pelo sistema imune celular e, nestes casos, o cetoconazol tem

sido o mais utilizado (RADDI et al., 1993; MORAES FILHO; LONGATTO FILHO,
2000).
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2.3.2 VAGINOSES BACTERIANAS

SCHNADIG et al. (1989) sugeriram como sindnimos de vaginose bacteriana
(VB): vaginite por Gardnerella vaginalis, vaginose anaerobica, vaginose ndo especifica, e
bacteriose vaginal. Ainda, o termo vaginite € utilizado como sinénimo.

Em 1955, GARDNER e DUKES apresentaram relatos sobre as caracteristicas
clinicas e laboratoriais da vaginose bacteriana que era considerada até o momento como
vaginite inespecifica. Estes mesmos autores propuseram o nome Haemophilus vaginalis
para o agente causal. HOLMES et al. (1981) propuseram o termo vaginose, em
substitui¢do a vaginite, para melhor caracterizar a auséncia de processo inflamatério que
constataram em presenga de G. vaginalis. O termo vaginose foi aceito pela maioria dos
autores. A microbiota vaginal de mulheres com vaginose bacteriana esta associada com a
substitui¢do dos lactobacilos por microrganismos como Gardnerella vaginalis e espécies
bacteroides como Micoplasma spp. € Mobiluncus spp.. Para muitos autores, as bactérias
anaerobias fazem parte da microbiota normal, € o termo “padrdo anaerébio” pode
implicar numa mistura destes patégenos (BETHESDA, 2001). Acredita-se que o trato
intestinal é o reservatorio de muitas destas bactérias encontradas na VB, que podem levar
a uma predisposi¢do para varias infecgdes no trato urindrio superior, no endométrio € na
pélvis, ou a condi¢gdes como, endometrites pds-parto e pés-cesarea, infecgdes pos-
histerectomia, prematuridade fetal e parto pré-termo (MARDH, 1991). Amostras
coletadas de fomix superior de mulheres gravidas com VB apresentam altas
concentra¢des de muco e de fluido vaginal, onde podem ser identificados produtos
bacterianos como endotoxinas e interleucinas, que estimulam a sintese local de
prostaglandinas, podendo levar & indugfo do trabalho de parto (PLATZ-CHRISTENSEN,
1995; GIACOMINI et al., 1998, MORAES FILHO; LONGATTO FILHO, 2000).

PLATZ-CHRISTENSEN et al. (1995); BHALLA e KAUSHIKA (1998)
diagnosticaram a VB, com maior freqiéncia, em mulheres com Neoplasias Intraepiteliais

Cervicais (NIC). Estes autores sugeriram que a microflora anormal presente € capaz de
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produzir nitrosaminas, que s3o convertidas por metabolismo celular em derivados
carcinogénicos. E possivel que estas nitrosaminas atuem sinergicamente com outros
agentes oncogénicos, como o papilomavirus.

A Gardnerella vaginalis constitue 0 agente etioldgico mais freqiientemente
envolvido em casos de VB. Morfologicamente, observa-se coco-bacilos pleomorficos
gram varidveis. Estes produzem duas aminas polialifaticas, a putrescina € a cadaverina,
que conferem odor de peixe ao corrimento, ap6s adigéo de KOH 10%.

As espécies de Mobiluncus sdo também importantes, presentes em 38,6% das
mulheres com VB (KONEMAN et al., 2001). S3o representadas por bacilos moéveis,
Gram negativos ou Gram variaveis e encurvados. Duas espécies s@o reconhecidas, 0 M.
curtisii, € 0 M. mulieri. O Mobiluncus spp. produz a trimetilamina, que confere um
discreto odor de amina ao corrimento. Clinicamente, a infecg@o por Mobiluncus spp. €
semelhante & causada por G. vaginalis. Ambos produzem uma reagdo leucocitaria
discreta, mas pode ocorrer auséncia de polimorfonucleares (PMN). Geralmente, se
encontram associados com Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealiticum. Ainda ndo
existem dados suficientes para que se possa estabelecer que o Mobiluncus spp. pode ser
parte ou n3o da microbiota normal, em auséncia de vaginose (MORAES FILHO;
LONGATTO FILHO, 2000; KONEMAN et al., 2001).

Segundo AMSEL et al. (1983), os critérios para diagnéstico clinico-laboratorial
das vaginoses causadas por G. vaginalis € Mobiluncus spp. sdo:

- Secregdo pouco viscosa € homogénea, granular, com aspecto coalhado, fibrosa

ou grumosa, escassa, moderada ou abundante;

- pH vaginal acima de 4,5,

- Odor de peixe pela adi¢do de KOH 10%;

- Presenca de “clue cells” ou células-chave;

Entre os métodos laboratoriais para diagnoéstico da VB causada por estes agentes,
a cultura, embora bastante sensivel, ¢ duvidosa, pois 36 a 55% de mulheres sem sintomas

podem ter VB. Assim, nestes casos, a cultura apresenta um valor preditivo positivo (VPP)
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menor que 50% e ndo € recomendada. Por outro lado, relata-se que a bacterioscopia, apos
coloragéo de Gram, apresenta sensibilidade de 62% a 100%, com VPP entre 76% ¢ 100%.
Em infec¢des por G. vaginalis pode-se observar, em esfregagos vaginais, células epiteliais
recobertas por coco-bacilos pleomoérficos gram variaveis, chamadas clue cells e, em
infecgdes por Mobiluncus spp., células recobertas por bacilos curvos finos € delicados,
geralmente gram negativos, mas podendo ser gram variaveis, chamadas coma cells
(FORBES et al., 1998, KONEMAN et al., 2001).

NUGENT et al. (1991), baseando-se em critérios prévios de SPIEGEL et al.
(1983), propuseram um sistema de escore, com escala de 0 a 10 pontos para classifica¢io
das VB através da avaliagdo da microbiota vaginal pela coloragdo de Gram, identificando
a presenc¢a dos seguintes morfotipos: lactobacilos, Gardnerella vaginalis € Mobiluncus
spp. (Quadro 2). A vaginose bacteriana € confirmada se o escore obtido para todos os

morfotipos for maior que 6.

QUADRO 2 - SISTEMA DE ESCORE PARA DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE
VAGINOSE BACTERIANA, PROPOSTO POR NUGENT et al., 1991.

ESCORE | LACTOBACILOS | G. vaginalis | Mobiluncus spp.
0 4+ 0 0
1 3+ 1+ 1-2 +
2 2+ 2+ 34+
3 1+ 3+ -
4 0 4+ -
ESCORE INTERPRETACAO
0-3 Normal
4-6 Intermediério
Positivo para vaginose
7-10 .
bacteriana
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Em testes para detec¢do de aminas, como a técnica de cromatografia gasosa, € no
teste da aminopeptidase, enzima produzida por varias bactérias encontradas nas secregdes
de mulheres com VB, pode se obter sensibilidade de até 93%, porém de forma
inespecifica (KONEMAN et al., 2001).

A coloragdo de Papanicolaou permite a deteccdo de Gardnerella vaginalis ¢
Mobiluncus spp. em amostras cervicais ¢ a sua diferenciacdo em relagdo ao padrdo
lactobacilar. Pela coloragdo de Papanicolaou, no esfregago sugestivo de infecg¢do por G.
vaginalis, observa-se bactérias dispersas como poeira entre as células epiteliais
descamadas e formac3o de clue cells, células geralmente cianofilicas ou eosinofilicas,
cariopicnoticas, com citoplasmas finos, transparentes e granulosos, cobertos totalmente ou
parcialmente por pequenas formagdes coco-bacilares aparentemente ligadas as células por
uma de suas extemidades, com limites pouco nitidos, € que podem ser melhor observadas
sob objetiva de imersdo (1000 x). J4 em casos de infec¢do por Mobiluncus spp., ao
microscopio de luz (1000 x) observa-se delicados bacilos sobre as células epiteliais,
conferindo & mesma um aspecto de toalha felpuda. (GOMPEL; KOSS, 1997, MORAES
FILHO; LONGATTO FILHO, 2000).

Em geral, as drogas utilizadas para o tratamento da VB incluem metronidazol,

clindamicina, tinidazol, tianfenicol e secnidazol (MORAES FILHO; LONGATTO
FILHO, 2000).

2.3.3 INFECCOES POR Trichomonas vaginalis

O Trichomonas vaginalis ¢ um protozoario unicelular flagelado, de formato
ovoide ou periforme, que mede, em geral, 10 a 30 pm de comprimento por 7 pm ou mais
de largura, e que se movimenta por rotagdo e oscilagdo, através de 3 a 5 flagelos,

juntamente com uma membrana ondulante que possui na parte anterior do corpo. O pH
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6timo para seu desenvolvimento ¢ de 5,5 a 6,0, ocorrendo diminuigdo da sua motilidade
em pH menor que 4,9. Quando o 7. vaginalis parasita 0 homem, a intensidade da doenga
esta diretamente relacionada as condigdes fisiologicas do hospedeiro, bem como a
microbiota concomitante. Formas gigantes, medindo 150 a 200 um, podem ser
observadas na fase mais virulenta da doenga. Geralmente apresentam-se isolados,
podendo formar colonias nos casos de infestagdo severa ou em pacientes
imunodeprimidos (PETRIN et al., 1998; CONSOLARO et al., 1999; MORAES FILHO;
LONGATTO FILHO, 2000). Recentes estudos tém demonstrado que a incidéncia anual
de tricomoniase ¢ de 170 milhdes de casos em todo o mundo. Somente nos EUA, o
Trichomonas vaginalis é responsavel por mais de 8 milhdes de casos por ano, sendo
estimado que 10 a 50% das infecgdes sejam assintomaticas (VAN DER SCHEE et al.,
1999; PETRIN et al., 1998).

O parasita geralmente € encontrado na vagina € na uretra femininas, e na regido
prepucial masculina, sendo mais freqiiente na mulher do que no homem. Alguns estudos
sugerem que o zinco, presente nas secre¢des prostaticas masculinas, poderia exercer um
certo poder antimicrobiano contra infec¢des pelo Trichomonas vaginalis (CONSOLARO
et al,1999). A infesta¢do feminina por Trichomonas vaginalis est4 relacionada a
diminui¢#o da acidez com predominio de uma microbiota mista normalmente cocéide €
freqiientemente associada a Leptothrix spp., bactéria gram negativa com morfologia em
estruturas capiliformes, finas, longas e segmentadas, normalmente comensais da
microbiota vaginal (CONSOLARO ez al.,1999; MORAES FILHO; LONGATTO FILHO,
2000).

O Trichomonas vaginalis infecta principalmente o ‘epitélio escamoso, € o tecido
lesado pode funcionar como um importante fator de sobrevida para o parasita, pois um
dos mecanismos de patogenicidade parece ser o ataque a espectrina presente no
citoesqueleto de eritrocitos do hospedeiro através da agdo de proteinases, fornecendo ao
mesmo lipidios e ferro necessarios ao desenvolvimento de sua viruléncia (FIORI et al.,

1997). A inflamag3o vaginal estd associada a presenga de um corrimento acido
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mucopurulento, espumoso, de coloragdo amarela-esverdeada € odor fétido. Pequenos
pontos hemorragicos podem ser visualizados na vagina e mucosa cervical, caracterizando
a cervicite em morango (PETRIN ez al., 1998).

Varias metodologias tém sido descritas para diagnostico laboratorial do T.
vaginalis. DONNE (1836) foi o primeiro a identificar o parasita em exame a fresco, um
teste relativamente simples, que se baseia na observagio da sua motilidade e morfologia
ao microscopio de luz, sob aumento de 400 x, em amostras obtidas de secre¢des vaginais
e cervicais. Apresenta baixa sensibilidade € um nimero consideravel de resultados falso
negativos. Entre as possiveis causas de erros, sdo apontadas, amostra escassa ou pobre em
organismos, demora na realiza¢do do exame, condigdes ruins de microscopia, presenga de
sangue e uso de duchas vaginais prévias a coleta (CLAY er al., 1988; PETRIN et al.,
1998).

A cultura nos meios de Diamond ou Trichosel apresenta alta sensibilidade e
especificidade para o diagnostico de infec¢do por 7. vaginalis. Porém, ndo ¢ um método
utilizado por ser dispendioso e devido a demora na obtengdo dos resultados, que pode
variar de 3 a 5 dias. Métodos alternativos de cultivo foram desenvolvidos, como o In
Pouch TV® (BioMed Diagnostics), um sistema de identificacdo que consiste na
semeadura da amostra em um envelope plastico contendo meio especifico para T.
vaginalis, e na observagio da cultura diretamente na plataforma do microscopio, ap6s
incubagdo de 24 h a 5 dias (OHLEMEYER ez al., 1998).

A microscopia de iluminagdo reduzida e transmitida, ou transiluminagfo, mostra
os flagelos em movimento € a membrana ondulante, porém a utilizagdo deste método
requer microscopio adequado a estas condigdes (MORAES FILHO ¢ LONGATTO
FILHO, 2000).

Vérias coloragdes tém sido empregadas para a identificagdo morfolégica de 7.
vaginalis, como a coloragdo de Gram, coloragdes hematolégicas e citologicas. Alguns
estudos tem sido desenvolvidos com corantes fluorescentes, como o laranja de acridina

(LA). O LA é um corante fluorocromo, que cora diferencialmente os acidos nucleicos
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destes microrganismos. O citoplasma do 7. vaginalis apresenta fluorescéncia vermelha e
o nucleo, amarela. A sensibilidade e a especificidade deste método sdo consideradas
comparaveis as do método a fresco. Porém, altas concentragdes de bactérias na amostra
tornam dificil a identificagdo do parasita, podendo haver resultados inespecificos nestes
casos (BICKLEY et al., 1989, VAN DER SCHEE et al., 1999).

A coloragdo de Papanicolaou mostra-se extremamente vantajosa para a
evidenciagdo de T. vaginalis, por ser amplamente utilizada em programas de rasteio de
cancer cervical. Nos esfregacos cérvico-vaginais, estes protozoarios aparecem como
estruturas ovais, redondas, periformes ou irregulares. Deve-se tomar cuidado para ndo
confundir os parasitas com muco, células metaplasicas degeneradas, neutrofilos ou
pedacos de citoplasma. Alteragdes reativas podem ser observadas nas células epiteliais,
como: edema nuclear, cariomegalia, binuclea¢do, cariorréxis, pseudoeosinofilia, halo
perinuclear e degeneragio da cromatina. Podem ser vistos também fundo com infiltrado
inflamatorio variavel e presenga de células profundas, mesmo havendo agio estrogénica,
devido a erosdo tecidual (CONSOLARO et al.,1999; MORAES FILHO; LONGATTO
FILHO, 2000).

A droga utilizada para o tratamento de tricomoniase € o metronidazol, tratando-se
ambos 0s parceiros, para se evitar as recidivas (PETRIN et al., 1998).

Alguns autores tém sugerido que o Trichomas vaginalis pode estar envolvido em
casos de displasia cervical e carcinoma in situ, uma vez que facilita a instala¢do de outras
DST, como infecgdes por HPV, intimamente associadas ao desenvolvimento de
neoplasias cervicais. Outra suposi¢fio € que o metronidazol usado para o tratamento possa
levar ao desenvolvimento de neoplasias, devido & sua ag@o carcinogénica, quando
administrado em altas concentragdes. A produgdo de nitrosaminas pelo 7. vaginalis
também poderia justificar o desenvolvimento de neoplasias, porém estudos adicionais sdo
necessarios para a obtengdo de dados confirmatorios (ZHANG et al., 1995).
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2.4 INFECCOES POR Chlamydia trachomatis

A Chlamydia trachomatis ¢ uma bactéria gram negativa, intracelular obrigatoria,
reconhecida principalmente nos paises desenvolvidos, como 0 mais comum entre 0s
patégenos sexualmente transmissiveis. Produz uma grande variedade de manifestagdes da
doenga, dependendo do sorotipo envolvido. As variedades sorotipicas A, B, Ba ¢ C
causam tracoma, € os sorotipos D e K produzem DST, enquanto os sorotipos L1, L2 e L3
estdio associados especificamente ao linfogranuloma venéreo (PANUCO et al., 2000).

Nos EUA, dados do CDC indicam que as infec¢des urogenitais causadas pela C.
trachomatis constituem a mais comum das DST em homens e mulheres. Mais de 650.000
casos foram reportados em 1999, sendo 3 em cada 4 em pessoas abaixo de 25 anos de
idade. Estima-se que 4 milhSes de pessoas sdo infectadas por ano naquele pais,
representando custos diretos e indiretos com a infecgdo de mais de 2,4 bilhdes de dolares.
Em mulheres, a C. trachomatis esta envolvida em casos de doenca inflamatdria pélvica
(DIP), gravidez ectépica e dor pélvica cronica (CHAN ez al., 2000; CDC, 2002). Em
aproximadamente 50% dos casos, as infec¢des por C. trachomatis podem ser
completamente assintomadticas durante anos, podendo gerar danos irreparaveis as trompas
de Falopio e levando a infertilidade (PALER er al, 2000; MORAES FILHO,
LONGATTO FILHO, 2000). Em dois tergcos dos casos em que ha concomiténcia com a
gravidez, a C. trachomatis ¢ transmitida pela méde para a crianga durante o nascimento,
sendo que 25 a 50% dos recém nascidos afetados desenvolvem conjuntivites; € 10 a 20%,
pneumnonites (PANUCO et al., 2000).

O ciclo de vida da C. trachomatis é inico entre os microrganismos, o que permite
a sua classificagdo em uma ordem separada, a das Chlamydiales. Ocorrem duas formas
distintas deste agente: a forma infectante, chamada corpo elementar, ¢ a forma ndo
infectante, chamada corpo reticular. Os corpos eclementares sdo adaptados para a
existéncia extracelular, por possuirem uma rigida parede celular similar & das bactérias

gram negativas, e s3o relativamente inativos em seu metabolismo. Apds a ligagdo a
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receptores presentes na membrana da célula hospedeira, o corpo elementar ¢ interiorizado
em um vacuolo fagocitico, a0 mesmo tempo em que ocorre a inativagdo dos lisossomos
celulares pela particula infectante. Dentro de 6 a 8 horas, o corpo elementar torna-se um
corpo inicial ou corpo reticular, de 1 um de didmetro, nfo infectivo e metabolicamente
ativo. Os corpos reticulares dividem-se por fus@o bindria, formando uma coldnia de
corpos Iniciais em questdo de horas, quando o vacuolo fagocitico original aumenta de
tamanho para acomodar um grande numero de organismos em seu interior. Em
aproximadamente 24 horas, a multiplicagdo dos corpos iniciais é interrompida, ocorrendo
a transformagdo para corpos elementares. Quando isto ocorre, a composi¢do da coldnia se
torna mista, com maioria dos organismos na forma de corpos elementares. Nesta fase, o
vacuolo fagocitico da célula hospedeira rompe-se, liberando os corpos elementares no
meio extracelular, e dando continuidade ao ciclo (GIAMPAOLO ez al., 1983).

Varias metodologias tém sido descritas para o diagnostico da infeccdo pela C.
trachomatis. Um resultado confidvel esta diretamente associado a uma coleta
representativa da regido infectada. No caso de endocervicites, deve-se coletar material
com escova ou swab apropriados, da regido endocervical.

Dentre os métodos mais utilizados, o cultivo tissular em células McCoy tratadas
com cicloheximida € o0 mais sensivel. Porém, esse método € pouco utilizado por ser um
procedimento que requer uma certa infra-estrutura laboratorial, maior tempo até a
liberagdo dos resultados, cuidados especiais com o transporte da amostra e por apresentar
um custo elevado (QUINN et al., 1987; MINISTERIO DA SAUDE, 1999; VAN DYCK
et al., 2000).

A imunofluorescéncia direta (IFD), para a deteccdo da presenca dos
microganismos intracelulares, ¢ o teste mais sensivel depois da cultura. Utiliza-se
anticorpos monoclonais marcados com fluoresceina, podendo-se observar os corpos
elementares, que ao microscopio de imunofluorescéncia em aumento de 400 x
apresentam-se como pequenas formagdes arredondadas de coloragdo verde magd, com

bordos nitidos € bem definidos, medindo aproximadamente 0,25 a 0,35 pum. Cada
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fabricante recomenda que sejam observados os corpisculos, em um nimero minimo, para
que a reagdo seja considerada positiva. O esfregago deve ser observado por a0 menos 3
minutos, antes que a reagdo seja interpretada como negativa. Amostras com auséncia de
células endocervicais sdo consideradas inadequadas para um diagnostico seguro de
infec¢do por C. trachomatis (KONEMAN et al., 2001).

A técnica de Enzimaimunoensaio (ELISA), para evidenciaggo direta do antigeno
na amostra coletada, apresenta sensibilidade e especificidade consideradas relativamente
boas, sendo normalmente utilizada para triagem (KONEMAN et al., 2001). Porém, alguns
estudos sugerem ser necessaria a confirmagdo de resultados positivos, devido a
inespecificidade do método, especialmente em populagdes com baixa prevaléncia de C.
trachomatis (CDC, 2002).

Através de ensaios sorologicos, é possivel demonstrar e identificar anticorpos do
tipo 1gG, IgM e IgA especificos contra Chlamydia trachomatis, no soro de pacientes
infectados. Atualmente, as técnicas soroldgicas sdo consideradas de pouco valor,
restringindo-se mais a pesquisa e a estudos soroepidemiologicos de populagdes com alto
risco de infecgdo por este agente (KONEMAN et al., 2001);

Viérios autores t€m sugerido critérios para o diagnostico de C. frachomatis nos
esfregacgos cérvico-vaginais corados por Papanicolaou para exame preventivo do cincer,
baseados nos critérios sugeridos por GUPTA et al. (1979). Estes critérios envolvem a
identifica¢do de trés tipos de inclusdes citoplasmaticas, usualmente dentro de células
metaplasicas mononucleadas ou multinucleadas e, ocasionalmente, dentro de células
colunares. As inclusdes representam os diferentes estagios do ciclo de vida da C.
trachomatis. No primeiro estagio, observam-se pequenos vacuolos, em areas rarefeitas do
citoplasma, em geral perinucleares, onde se pode observar diminutos corpos cocdides, em
geral eosinofilicos. No segundo estigio, a célula infectada apresenta-se levemente
vacuolizada, contendo, no interior dos vacuolos, Corpos elementares cocéides
eosinofilicos, o que confere a célula um aspecto de mordedura de traga ou moth eaten.

Finalmente, no terceiro estdgio de infec¢@io, multiplos corpos de inclusdo distribuidos
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randomicamente ocorrem no interior de grandes vacuolos em dareas geralmente
perinucleares de células que podem ser multinucleadas, em condensagdes eosinofilicas
com area clara ao redor.

O diagnéstico citologico ainda € bastante discutido e os critérios morfolégicos
vem sendo aprimorados por vérios pesquisadores. A medida que se desenvolvem
pesquisas com critérios morfologicos mais definidos, observa-se que aumenta a
sensibilidade do método citologico (GIAMPAOLO et al., 1983; MORAES FILHO;
LONGATTO FILHO, 2000; PANUCO et al., 2000; KONEMAN et al., 2001).

Entre os métodos moleculares, ensaios de amplificagdo do 4cido
desoxirribonucleico (DNA) como reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e reagdo em
cadeia da ligase (LCR) apresentam altas sensibilidade e especificidade. CHAN et al.
(2000) demonstraram que o uso de urina de primeiro jato para detec¢do de Chlamydia
trachomatis apresenta um melhor resultado quando comparado a amostras coletadas com
swab, desde que a coleta seja adequada, especialmente em pacientes do sexo masculino.

EDELMAN et al. (2000) propuseram que s6 a presenga do papilomavirus ndo é
suficiente para induzir a carcinogénese € que outros patogenos sexualmente
transmissiveis, como a Chlamydia trachomatis, poderiam levar ao desenvolvimeto de
neoplasias, mas isto ainda ¢ um ponto controverso e requer mais estudos para
confirmaggo.

O tratamento para infecgdes por Chlamydia trachomatis pode ser feito com
tetraciclinas,. como a doxacilina ¢ lineciclina, bem como com a eritromicina e
sulfonamidas. O tempo de tratamento € varidvel dependendo do grau de complica¢do da
infecgdo (MORAES FILHO; LONGATTO FILHO, 2000; FAUCI, et al. 1998).
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2.5 INFECCOES POR PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus compdem um grupo heterogéneo de virus DNA, com mais de
100 diferentes tipos ja identificados atraves de técnicas de biologia molecular. Cerca de
30 tipos sdo sexualmente transmissiveis, € a ocorréncia € predominante em epitélios
escamosos, infectando a regido ano-genital, por exemplo, em pénis, vulva, labios, regido
perianal, vagina ou cérvix, causando diversos processos patolégicos como verrugas
comuns, verrugas planas ou achatadas, além de neoplésias intraepiteliais e carcinoma da
cérvix, entre outros (MEISELS; MORIN, 1997; SOARES, 1999; CDC, 2002). Trés
formas de infecg¢do pelo HPV podem ser definidas: infecgdes latentes, onde o virus so €
detectado por métodos moleculares, mas n3o clinicamente, citologicamente ou
histologicamente; infecgdes subclinicas, onde o HPV ¢ detectado microscopicamente ou
através de colposcopia, porém ndo a olho nu; e infecgdes clinicas, onde o HPV pode ser
detectado por exame a olho nu. A habilidade dos HPV proliferarem em um sitio
anatdmico especifico resulta de uma intima interag3o entre os virus € o genoma celular.
No trato genital, os tipos HPV-6 e HPV-11 provocam principalmente lesdes
condilomatosas acuminadas planas e se relacionam com lesées de baixo grau (LSIL). Os
tipos HPV-16, HPV-18, HPV-31 e HPV-35 estdo relacionados também com lesdes de alto
grau (HSIL), as quais tém maior probabilidade de evoluir para carcinomas da cérvix.

Em torno de 90% dos tumores malignos cervicais e de suas lesdes precursoras
contém o material genético de alguns genétipos de HPV. O risco relativo de mulheres
portadoras do DNA de HPV de alto risco para o desenvolvimento de cancer cervical ¢
muito maior do que o das mulheres que nédo os contém, 0 que permite sugerir que os HPV
de alto potencial oncogénico sdo o principal fator de risco para o carcinoma cervical
(MORAES FILHO; LONGATTO FILHO, 2000; CHIUCHETTA et al., 2001). Porém, o
cancer cervical ndo se desenvolve em todas as mulheres infectadas pelo HPV, sendo que a
presencga de tipos mais agressivos e carcinogénicos de HPV como os HPV-16 ¢ 18, pode

ndo ser suficiente para contribuir para o desenvolvimento de lesdes de baixo grau, que
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possam, posteriormente, progredir a lesdes de alto grau. Diferentes co-fatores participam
da génese do céncer uterino como: numero de parceiros sexuais, primeiro intercurso
sexual em idade precoce, fumo, uso de anticoncepcionais, causas genéticas e
imunoldgicas. Além disso, a transmiss3o pode ser facilitada pela presenga de superficies
escarificadas ou maceradas € oportunizar a infec¢do por outros agentes causadores de
DST (MEISELS; MORIN, 1997).

O céncer cervical ¢ reconhecido mundialmente como a segunda forma de cancer
mais comum entre as mulheres. Dados do CDC (2002) dos EUA, sobre a infecgdo pelo
papilomavirus humano, mostram que, aproximadamente 20 milhdes de pessoas sdo
constantemente infectadas pelo HPV, com 5,5 milhdes de novos casos a cada ano; e que,
50 a 75 % de homens e mulheres sexualmente ativos adquirem o HPV em alguma fase de
suas vidas. No Brasil, dados do Ministério da Saude, para o ano de 1998, mostram que, de
todas as mortes por cancer em mulheres na faixa etéria entre 35 e 49 anos, 16% foram
devidas ao cancer do colo do utero. As taxas de incidéncia sdo variaveis por regifio. As
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste € em especial, as cidades de Belém e Goiénia, sdo
as mais atingidas pelo problema. Uma das maiores dificuldades no controle da doenga é a
baixa cobertura da populag@o feminina de risco. O Ministério da Satde recomenda que o
exame colpocitologico deve ser realizado preferencialmente em mulheres de 25 a 60 anos,
ou naquelas que ja4 tenham atividade sexual, mesmo antes desta faixa de idade.
Recomenda também que os exames sejam realizados ao menos uma vez por ano e, apos 2
exames anuais consecutivos negativos, a cada 3 anos. Tal recomendag@o apoia-se em
estudos que indicam que a detecgdo precoce de lesdes pré-neoplasicas, pode levar a
preven¢do ou a cura em até 100% dos casos. No Brasil, os programas tém sido
incentivados e cresce gradativamente o nimero de mulheres que se submetem a tal
exame. No entanto, estd longe de atingir o ntimero ideal de mulheres triadas. Dados da
Prefeitura Municipal de Curitiba mostram que, de margo de 1997 a outubro de 1999,

81.909 mulheres com idades de 35 a 49 anos realizaram 0 exame, pouco mais de 50% da

Revisdo de Literatura



populag¢do alvo, € com certeza menos de 25% da populagdo de risco (DUCCI er al.,
2001).

Ha varios métodos preconizados para a detec¢do de HPV, entre eles: métodos
citolégicos, captura hibrida, hibridizagéo in situ e PCR. Porém, em sua maioria, sao muito
dispendiosos € invidveis para o uso rotineiro em programas de saude.

Nos esfregacos cérvico-vaginais corados pelo meétodo de Papanicolaou, a
detecgdo de infecgdo pelo HPV pode ser sugerida principalmente pela observagdo da
presenca de duas alteragSes celulares mais comuns: as células discaridticas e as células
coilociticas ou coilécitos. Os coilécitos sdo células escamosas superficiais ou
intermediarias, em geral com volume aumentado. Mostram uma tendéncia a forma oval
ou arredondada. O nucleo excéntrico estd rodeado por uma zona clara irregular, que
apresenta aspecto vazio, ocupando grande parte do citoplasma. Na periferia da 4rea clara
perinuclear, o citoplasma € denso, de coloragdo eosinofilica ou cianofilica. Além disso os
coildcitos, podem conter um ou mais nucleos grandes, hipercromaticos, discretamente
irregulares, com a cromatina densa, granulosa € grosSeira. Estas células sdo
patognomonicas de infeccdo pelo HPV. Entretanto, a discariose €, cada vez mais,
reconhecida como relacionada com a infecgdo pelo HPV. Sdo células com aumento da
relagdo nucleo/citoplasma, cariomegalia, hipercromasia e/ou distribui¢do irregular da
cromatina. Também a disqueratose acompanha, muitas vezes, as alteragdes citopaticas na
infecgdo pelo HPV. (KOSS, 1992; SOARES, 1999; MORAES FILHO; LONGATTO
FILHO, 2000). Desta forma, o uso do método de Papanicolaou pode ser extremamente
util no rasteio de lesdes sugestivas de infecgdo pelo HPV.

Ha diversos tratamentos para as infeccdes genitais causadas por HPV, que
dependem da localizagdo e do estagio de crescimento das lesGes, bem como das
possibilidades de recidiva. Pode-se empregar processos quimicos, como a utilizagdo de 5-
fluoracil, podofilina, 4acidos bicloroacético ou tricloroacético, processos cirurgicos,

utilizando-se raios laser ou instrumentos eletrocinurgicos; terapias citodestrutivas, como a
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crioterapia; ou ainda terapias antivirais, utilizando-se o interferon, entre outros (SOARES,
1999).
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3 OBJETIVOS

O presente estudo foi realizado em amostras de material cérvico-vaginal de
pacientes atendidas para a realizagdo do.exame preventivo de cancer cervical na
Unidade de Satude Santos Andrade em Curitiba, com os seguintes objetivos:

a) Investigar a relevancia da Citologia Cérvico-Vaginal pelo método de
Papanicolaou para o diagndstico de Doengas Sexualmente Transmissiveis como as
causadas por. Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp., Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae, Candida spp., Trichomonas vaginalis ¢ Papilomavirus
humano (HPV).

b) Contribuir para um estudo da prevaléncia destas DST na populagdo
feminina atendida na Unidade de Saude Comunitaria Jardim Santos Andrade, da
Prefeitura Municipal de Curitiba, PR.

Objetivos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O material utilizado para o presente estudo compreendeu amostras de material
cérvico-vaginal de 223 mulheres, que procuraram a Unidade de Saude Santos Andrade
da Prefeitura Municipal de Curitiba, para realizagdo do exame preventivo de cancer

cervical, o exame de Papanicolaou.

4.1.1 PACIENTES:

Compreendeu-se neste estudo, na grande maioria, pacientes que freqiientavam
o servi¢o de saude regularmente, com arquivos de exames anteriores € controle de
freqii€ncia realizado pelos agentes de satde. As suas idades variaram entre 13 € 70
anos, com meédia de 33 anos, conforme pode-se observar na Figura 1. Realizou-se a
coleta apds a concordéncia das pacientes, sendo que as mesmas assinaram um termo
de consentimento informado (Anexo I), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana (Anexo II). Realizou-se também um questionario onde as pacientes forneceram
os seguintes dados: idade, numero de filhos, data da ultima menstruagdo, data
aproximada do ultimo exame de Papanicolaou, uso de medicagdo, historia prévia de

doenca sexualmente transmissivel e presenca de corrimento vaginal (Anexo III).
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4.2 METODOS

42.1 COLETA

As pacientes foram encaminhadas por uma auxiliar de enfermagem a sala de
exames, onde foram colocadas em posi¢do ginecologica. Foi colocado um espéculo de
tamanho adequado a cada paciente, para se ter acesso ao colo do utero. Foram

coletados materiais para os diversos procedimentos segundo técnicas preconizadas
pelo MINISTERIO DA SAUDE (1997), na seguinte ordem:

42.2.1 SECRECAO VAGINAL PARA EXAME A FRESCO E COLORACAO DE
LARANJA DE ACRIDINA

Utilizando-se um swab estéril, coletou-se material de fundo de saco posterior
da vagina. Posteriormente, colocou-se o swab em tubo de ensaio, contendo 2 ml de

salina estéril, previamente identificado.

4222 SECRECAO VAGINAL PARA BACTERIOSCOPIA PELO METODO DE
GRAM

Utilizando-se um swab estéril, coletou-se material de fundo de saco posterior
da vagina e parede vaginal. Confeccionou-se o esfregaco, passando-se o swab
gentilmente sobre uma lamina de microscopia de maneira uniforme. Identificou-se as

1aminas e acondicionou-se as mesmas em porta-ldminas apropriados para o transporte.

4223 SECREGCAO ENDOCERVICAL PARA PESQUISA DE Neisseria

gonorrhoeae

Ap0s limpeza prévia da endocérvice com uma gaze estéril, introduziu-se um

swab alginatado cerca de 1 cm no canal endocervical, girando-o delicadamente de 8 a
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10 vezes, para absorver a secre¢do. Sem tocar a parede vaginal, retirou-se o swab, €
inoculou-se o material em biplaca contendo os meios de cultura agar chocolate
suplementado/Thayer Martin, sendo as mesmas posteriormente identificadas e

lacradas, para evitar contaminagdo durante o transporte.

4224 SECRECAO ENDOCERVICAL PARA PESQUISA DE Chlamydia

trachomatis

Apos limpeza prévia da endocérvice com uma gaze estéril, introduziu-se um
swab alginatado cerca de 1 cm no canal endocervical, girando-o delicadamente de 8 a
10 vezes, para absorver a secrecdo. Retirou-se o swab sem tocar a parede vaginal.
Realizou-se um esfregacgo fino e homogéneo em lamina de microscopia propria para o
teste de imunofluorescéncia direta. Acondicionou-se as ldminas em porta-ldminas

apropriados.

4225 RASPADO DE MATERIAL CERVICO-VAGINAL PARA EXAME DE
PAPANICOLAOU

Com o auxilio de uma espatula de Ayre, coletou-se material de fundo de saco
vaginal em suas laterais € da jungfio escamo-colunar (JEC), através de raspagens.
Depositou-se o material delicadamente sobre duas ldminas de microscopia no sentido
longitudinal, ndo passando a espatula mais de uma vez no mesmo lugar. Em seguida,
com o auxilio de uma escova tipo citobrush, coletou-se material endocervical, girando-
se a escova delicadamente até completar um angulo de 360 graus. Depositou-se o
material sobre as mesmas ldminas usadas anteriormente, também no sentido
longitudinal e ndo passando a escova no mesmo lugar. Em seguida, as laminas
receberam uma pelicula de polietilenoglicol, com a finalidade de conservagéo, e foram

identificadas e acondicionadas para transporte em porta-ldminas apropriados
(GOMPEL e KOSS, 1997).
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4.2.3 TRANSPORTE E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Ap0s a coleta, acondicionou-se as amostras adequadamente para o transporte
até o Laboratorio de Citologia Clinica, Departamento de Patologia Médica, Curso de
Farmacia da Universidade Federal do Parana e, processando-as em seguida, , tomando-
se o cuidado para que os tempos entre a coleta € as andlises ndo excedessem o
preconizado para cada método. Quando necessario, a conservagdo das amostras nio
processadas imediatamente seguiu a recomendacdo para cada método especifico. No
caso da pesquisa de Chlamydia trachomatis, para a qual se utilizou o método de
imunofluorescéncia direta, fixou-se as 1dminas com metanol, deixando-as secar ao ar e

congelando-as & temperatura de —20 °C, para posterior analise (MINISTERIO DA
SAUDE, 1997).

4.2.4 EXAME A FRESCO PARA PESQUISA DE Trichomonas vaginalis

Homogeinizou-se o frasco contendo salina e secregéo vaginél, colocou-se
50 pl deste material sobre uma lamina limpa, cobriu-se com laminula e observou-se ao
microscopio de luz, com aumento de 400 x, para a pesquisa do parasita. Pesquisou-se a
presenca do Trichomonas vaginalis, geralmente medindo 10 a 30 um de didmetro, de
forma ovalada, arredondada ou periforme, com motilidade variavel. Nos dias mais
frios colocou-se o frasco em banho maria a 37°C para aumentar a motilidade dos
microrganismos. Realizou-se o exame até 90 minutos apds a coleta, para evitar a
possibilidade de resultados falso negativos, devido a morte ou a perda de motilidade
dos parasitas (VAN DER SCHEE, 1999).

4.2.5 METODO DE COLORACAO LARANJA DE ACRIDINA

Utilizou-se a secre¢do vaginal em solugdo salina colhida para o exame a
fresco. Colocou-se 50 ul da amostra previamente homogeinizada sobre uma lamina de

microscopia limpa. Apds completa secagem ao ar, fixou-se 0 material com metanol até
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que 0 mesmo evaporasse, € procedeu-se a coloragdo cobrindo-se o esfregago com
solu¢do aquosa do corante laranja de acridina na concentragdo de S mg/ml
Posteriormente, novamente apos a secagem ao ar das laminas, observou-se as mesmas
ao microscopio de imunofluorescéncia, em aumento de 400 x. Pesquisou-se os TV,

geralmente como estruturas com citoplasma vermelho fluorescente e nicleo amarelo
(VAN DER SCHEE, 1999).

4.2.6 METODO DE GRAM

Fixou-se ao calor a ldmina contendo o esfregago até secagem completa do
mesmo. Em seguida, cobriu-se as laminas com solugéo de violeta de genciana por 1
minuto, lavou-se com agua corrente e cobriu-se com lugol, por um minuto. Em
seguida, lavou-se novamente com 4gua corrente € procedeu-se a descoloragdo com
alcool-acetona por aproximadamente 5 segundos, até que a coloragdo violeta ndo
desprendesse mais da lamina. Por ultimo, cobriu-se o esfregago com solugdo de
fucsina por 30 segundos, lavando-o logo em seguida, ¢ deixando-o secar ao ar
(ISENBERG, 1995).

Realizou-se o exame das laminas ao microscopio de luz com objetiva de
imersdo, aumento de 1000 x, e apds analisar véarias areas do esfregaco relatou-se a
presenga dos seguintes microrganismos:

Candida spp.: os elementos leveduriformes de Candida spp. sdo Gram positivos,
encontrados sob a forma de pseudo-hifas com aspecto de filamentos retos ou
encurvados, de comprimento variavel, geralmente segmentados como bambu e/ou
células leveduriformes de forma ovéide 6u arredondadas, com 3 a 6 um de didmetro
(LACAZ et al., 1998);

Gardnerella vaginalis: células epiteliais recobertas por cocos-bacilos pleomorficos
Gram labeis (células-chave ou clue cells);

Mobilluncus spp.: bacilos delgados Gram negativos ou Gram variaveis em forma de

virgula ou asa de gaivota, que podem se apresentar sobre as células epiteliais, dando

aspecto de toalha felpuda, caracterizando as coma cells;
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Neisseria gonorrhoeae: pesquisou-se a presenca de diplococos Gram negativos intra
ou extracelulares (KONEMAN et al., 2001).

4.2.7 CULTURA PARA Neisseria gonorrhoeae

Inoculou-se as biplacas contendo os meios de agar chocolate suplementado e
Thayer Martin, estriando-se o material sobre a superficie dos meios com alga de
niquel-cromo e incubando-se as mesmas sob tensdo de CO, (5 a 7%) a temperatura de
37°C, durante 48 horas. Em seguida, verificou-se o crescimento bacteriano,

pesquisando-se colonias pequenas, branco-acinzentadas, redondas, translucentes e com
bordos irregulares (CDC, 2002).

4.2 .8 PESQUISA DE Chlamydia trachomatis POR IMUNOFLUORESCENCIA
DIRETA (IFD)

Utilizou-se neste trabalho os reagentes para IFD das marcas, OMEGA
DIAGNOSTICS, BIO-RAD - Pathfinder® e CELLABS. Os procedimentos adotados
basearam-se na recomenda¢do de cada fabricante. Apods descongelamento a
temperatura ambiente das ldminas de imunoflorescéncia, cobriu-se o esfregaco com 25
a 30 ul de conjugado fluorescente contendo anticorpo monoclonal murino para C.
trachomatis, e incubou-se as mesmas de 15 a 30 minutos em cdmara umida a
temperatura ambiente ou a 37° C. Em seguida, retirou-se o excesso de reagente, com
lavagem em tampdo fosfato-salino (PBS) pH 7,4 ou em agua destilada. Para a
realizag@o da técnica, seguiu-se as recomendagdes de cada fabricante. Procedeu-se a
montagem das ldminas para leitura com fluido de montagem e laminula 20 x 20.
Examinou-se o material ao microscopio de imunofluorescéncia, com sistema de filtro
com comprimento de onda excitatério entre 480-490 nm ¢ emissdo meédia do
comprimento de onda de 510 nm, em aumento de 400 x. Pesquisou-se a presenca de

corpos de inclusdo clamidial de coloragdo fluorescente brilhante verde-maga de forma
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redonda e com bordos lisos. Para reportar um resultado positivo, a quantidade dos

corpos de inclusdo, obedeceu ao estabelecido pelos fabricantes.

4.2.9 COLORAGAO DE PAPANICOLAOU

Procedeu-se a coloragéo de Papanicolaou, segundo modifica¢Ges preconizadas
para reagentes da marca Newprov®. Posteriormente, realizou-se a montagem das
laminas, com Entellan e laminula 25 x 60 mm. O Quadro II ilustra a seqiiéncia de
cubas para imersdo das laminas, e de tempos utilizados. Realizou-se o escrutinio das
ldminas ao microscopio de luz sob aumento de 100 x, 400 x e 1000 x, onde pesquisou-
se os seguintes microrganismos: Candida spp., Gardnerella vaginalis, Mobilluncus
spp., Chlamydia trachomatis, Papilomavirus humano (HPV), Neisseria gonorrhoeae e
Trichomonas vaginalis, pelo achado dos mesmos no esfregago ou por efeitos
citopaticos causados por estes.

Os cntérios de analise do esfregago foram os seguintes para cada
microrganismo em questao:

Candida spp.. Através da coloragdo pelo meétodo de Papanicolaou, observou-se as
pseudo-hifas e células leveduriformes, de coloragdo rosea, com certa refringéncia,
geralmente rodeadas por um fino halo esbranquigado, podendo-se apresentar isoladas
ou em pequenos grupos, na periferia das células ou em aciimulos junto aos leucocitos e
a detritos celulares (MORAES FILHO e LONGATTO FILHO, 2000).

Gardnerella vaginalis : A sugestdo da presenga da G. vaginalis, por meio da citologia,
baseou-se nos critérios sugeridos por GARDNER e DUKES (1955), que consistem
em:

- Presenga de células escamosas superficiais ou intermedidrias, com bordos
difusos, recobertas por numerosos coco-bacilos, conhecidas como células-chave, e/ou
fundo do esfregago com aspecto arenoso, constituido por coco-bacilos;

- Células com bordos pouco nitidos (difusos);

- Auséncia ou escassez de bacilos de Doderlein;

- Fundo do esfregago com aspecto arenoso, constituido por coco-bacilos;
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QUADRO I - COLORAGAO DE PAPANICOLAOU, SEGUNDO RECOMENDACOES
PRECONIZADAS PELO FABRICANTE.

CUBA N° REATIVO TEMPO (min)
1 Etanol a 96% 30
2 Etanol a 80% 2
3 Etanol a 70% 2
4 Etanol a 50% 2
5 Agua destilada 2
6 Hematoxilina de Harris 1Va
7 Agua corrente 2
8 Etanol a 50% 2
9 Etanol a 70% 2
10 Etanol a 80% 2
11 Etanol a 96% 2
12 Orange G6 2
13 Etanol a 96% 2
14 Etanol a 96% 2
15 EA-36 2
16 Etanol a 96% 2
17 Etanol a 96% 2
18 Etanol 2 96% 2
19 Xilol 2

20 Xilol 2

Adaptado da bula do conjunto reagente para coloragio de Papanicolaou marca Newprov®

Mobiluncus spp.. Para o diagnostico de infecgdo por Mobiluncus spp. detectou-se a
presen¢a das coma-cells ou células em virgula, células escamosas superficiais ou
intermediarias recobertas por bacilos em forma de virgula e, para uma melhor
visualizagdo, observou-se sob a objetiva de imersdo ao microscopio de luz (1000 x), a
presenca de bacilos curvos e delgados unidos & membrana da célula epitelial por uma
das extremidades, o que confere ao citoplasma das mesmas um aspecto de toalha
felpuda (MORAES FILHO e LONGATTO FILHO, 2000).

Trichomonas vaginalis: O citoplasma do 7. vaginalis se apresenta geralmente
cianofilico, cinza-azulado palido ou arroxeado, apresentando grinulos citoplasmaticos
eosinofilicos. O nucleo é excéntrico, pequeno, pouco definido, finamente vesiculoso,
palido e de aparéncia degenerada. Os flagelos estdo geralmente mal conservados.
Deve-se tomar cuidado para n@o confundir os parasitas com muco, células
metaplasicas degeneradas, neutrdfilos ou pedagos de citoplasma (MORAES FILHO e
LONGATTO FILHO, 2000).
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Chlamydia trachomatis. observou-se a presenca de fina vacuoliza¢do
intracitoplasmatica, com vacuolos miltiplos, apresentando inclusdes citoplasmaticas
eosinofilicas freqiientemente uniformes, moldadas ou sobrepostas com bordos
ondulados e, em geral, com uma area clara ao seu redor. Geralmente, as inclusGes
aparecem em c€lulas metaplasicas pavimentosas € células colunares endocervicais,
conferindo a célula o aspecto rarefeito, de mordedura de traga (GUPTA et al., 1979).
Papilomavirus Humano (HPV): pesquisou-se alteragdes citopaticas nucleares e
citoplasmaticas, geralmente acompanhadas de disqueratose ¢ ou presenca de
coilocitose, células escamosas superficiais ou intermediarias, com nucleo
hipercromatico homogéneo e com tamanho aumentado, podendo ser multiplo e
circundado por um grande halo perinuclear e contornos bem acentuados. As células
apresentam codensagéo do citoplasma na periferia da célula.

Neisseria gonorrhoeae: pesquisou-se a presenga de diplococos, geralmente no interior
do citoplasma dos PMN, podendo também ser extracelulares. Realizou-se o escrutinio
das ldminas em aumento de 400 x , utilizando-se a imersdo, ou aumento de 1000 x,

nos casos duvidosos (MORAES FILHO e LONGATTO FILHO, 2000).

4.2.10 CONTROLE DE QUALIDADE DO METODO DE PAPANICOLAOU POR
REVISAO DE LAMINAS |

Apos escrutinio minucioso pela observadora AEMS, das 223 1aminas coradas
pelo método de Papanicolaou, a qual relatou a presenga de microrganismos e/ou
efeitos citopaticos virais, realizou-se o controle de qualidade do método de
Papanicolaou, por releitura por dois outros examinadores, A ¢ B, com ampla
experiéncia por mais de 10 anos em citologia cérvico-vaginal, de 99 das 223 laminas,
sem que os dois tivessem conhecimento prévio do resultado. Efetuou-se a releitura
num tempo que variou de 1 a 5 minutos, classificando as laminas da mesma forma que

a observadora principal (WRIGHT et al., 1999).
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4.2.11 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se 0 método estatistico de acuracia com os testes de sensibilidade,
especificidade, taxa de erro falso positivo e taxa de erro falso negativo, que tém a
finalidade de analisar a relagdo dos resultados de um teste com os de um método
considerado diagnostico verdadeiro ou, quando nZo foi possivel, de um método
considerado com altos indices de sensibilidade e especificidade. Sensibilidade é a
capacidade de detectar a presenga, quando verdadeira. Especificidade ¢ a capacidade
de mostrar a auséncia, quando verdadeira. Taxa de erro falso negativo ¢ a falha em
detectar presenca, quando verdadeira. Taxa de erro falso positivo indica falsamente a
presenca, quando negativo.

Utilizou-se os testes de concordéncia e razdo do teste kappa para analisar os
indices de positividade para comparagdo entre dois métodos diagndsticos equivalentes.
Calculou-se a porcentagem global de concordéncia e o indice kappa. Porcentagem
global de concordincia € a porcentagem de diagndsticos positivos € negativos em
concordancia nos dois métodos. O indice kappa € o pardametro de concordancia que
leva em conta a concordancia ao acaso. Kappa varia de —1 a +1. O valor O representa
concordancia casual, valores positivos representam indice de concordancia além da
concordéancia casual e valores negativos representam indice de discorddncia além da
concordancia casual (JEKEL et al., 1999). O teste de normalidade da amostra foi
realizado pelo teste ndo paramétrico de Kolgomorov-Smimov, com o uso do pacote

estatistico Statistica V.5.5 (StatSoft).
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S. RESULTADOS

A amostra estudada constou de 223 mulheres com idades entre 13 e 70 anos, e
idade média de 33 anos. A distribuigfio de freqiiéncia das mulheres em fungéo da idade
estd ilustrada na Figura 1, sob a forma de histograma. Pode-se observar uma
distribui¢do homogénea em torno da média. A curva de freqiiéncia obedece a
distribuigdo normal analisada pelo teste de normalidade nio paramétrico de
Kolgomorov-Smimov.

Observou-se que 84% das mulheres analisadas tiveram filhos. O niimero de
filhos variou de 0 a 16, com uma média entre 2 a 3 filhos por mulher (Figura 2).

Observou-se que, 3,6% das mulheres analisadas usavam Dispositivo Intra

Uterino (DIU), 3,13% eram gestantes e 5,4% relataram alguma DST prévia (Tabela 1).

TABELA 1. DOENCAS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS ANTERIORES,
RELATADAS PELAS PACIENTES ATENDIDAS NA UNIDADE
COMUNITARIA DE SAUDE JARDIM SANTOS ANDRADE, NO
PERIODO DE 18/07/2001 A 27/11/2001.

Doengas Prevaléncia
Sifilis 2 (0,9%)
HPV 8 (3,6%)

Hepatite B 1 (0,5%)

Blenorragia 1 (0,5%)
Total de pacientes, 223

Das 223 mulheres estudadas, 62% se submeteram ao exame de Papanicolaou

num periodo de até dois anos (Tabela 2).

TABELA 2 - TEMPO DECORRIDO ENTRE A REALIZACAO DO EXAME DE
PAPANICOLAOU ANTERIOR E A COLETA, DAS PACIENTES
ATENDIDAS NA UNIDADE DE SAUDE COMUNITARIA JARDIM
SANTOS ANDRADE, NO PERIODO DE 18/07/2001 A 27/11/2001.

Tempo Pacientes
6 meses 12 (5,4%)

1 ano 75 (33,6%)
2 anos 31 (22,9%)
+ de 2 anos 42 (18,8%)
nunca 25 (11,2%)

ndo lembrado 4 (1,8%)
nio revelado 14 (6,3%)
Total de pacientes, 223
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FIGURA 1 - HISTOGRAMA DE FREQUENCIA DAS PACIENTES EM FUNCAO DA IDADE,
ATENDIDAS NA UNIDADE DE SAUDE COMUNITARIA JARDIM SANTOS
ANDRADE, NO PERIODO DE 18/07/2001 A 27/11/2001, PARA A REALIZACAO
DO EXAME DE PAPANICOLAOU.
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FIGURA 2 - HISTOGRAMA DE FREQUENCIA DO NUMERO DE FILHOS DAS PACIENTES
ATENDIDAS NA UNIDADE DE SAUDE COMUNITARIA JARDIM SANTOS
ANDRADE, NO PERIODO DE 18/07/2001 A 27/11/2001, PARA REALIZACAO DO
EXAME DE PAPANICOLAOU.
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Das 223 pacientes incluidas na pesquisa, 219 foram pesquisadas para a
presenga de Gardnerella vaginalis € Mobiluncus spp., através dos métodos de Gram e
de Papanicolaou.

A pesquisa de G. vaginalis pelo método de Gram apontou 39 (17,8%) casos
positivos e 180 (82,2%) negativos. Pelo método de Papanicolaou, foram observados 36
casos (16,4%) positivos, e 183 (83,6%), negativos, para a infeccdo por G. vaginalis.
Os casos positivos de infecgdo por G. vaginalis estdo ilustrados nas Figuras 3 a 8.

Na pesquisa de Mobiluncus spp., 07 pacientes (3,2%) foram positivas, enquanto
que 212 (96,8%) foram negativas pelo método de Gram, enquanto que pelo método de
Papanicolaou, 6 foram positivas (2,7%) e 211 (96,3%), negativas. Os casos positivos

de infecg@o por Mobiluncus spp. estdo ilustrados nas Figuras 9 a 11.

FIGURA 3 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL.COLORACAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Gardnerella vaginalis, clue cells.
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FIGURA 4 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL.COLORACAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Gardnerella vaginalis, clue cells.

FIGURA 5 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Gardnerella vaginalis, clue cells.

— — —
3 ;

Resultados



FIGURA 6 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO VAGINAL. COLORACAO DE GRAM.
AUMENTO DE 1000 x. Gardnerella vaginalis, clue cell.

FIGURA 7 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO VAGINAL. COLORAGAO DE GRAM.
AUMENTO DE 1000 x. Gardnerella vaginalis ¢ Mobiluncus spp..
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FIGURA 8 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO VAGINAL. COLORACAO DE GRAM.
AUMENTO DE 1000 x. Gardnerella vaginalis, clue cell.

FIGURA 9 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGAGO CERVICO-VAGINAL. COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Mobiluncus spp., coma cell.
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FIGURA 10 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Mobiluncus spp., coma cell.

' £

FIGURA 11 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Mobiluncus spp., coma cell.
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Para a pesquisa de Candida spp., 220 pacientes foram incluidas no estudo,
obtendo-se 30 (13,6%) culturas positivas e 190 (86,4%) culturas negativas. Pelo
método de Gram, 14 (6,4%) foram positivas e 206 (93,6%) foram negativas. O método
de Papanicolaou apontou 13 (5,9%) amostras positivas ¢ 207 (94,1%) negativas. Os
casos positivos de infec¢do por Candida spp. estdo ilustrados nas Figuras 12 a 15.

Para analise estatistica de comparagéo de diagndsticos foram utilizados célculos
de sensibilidade e especificidade para comparagdo do método de Papanicolaou com o
método de Gram, que foi considerado como padrdo, para diagnostico de G. vaginalis e

Mobiluncus spp. (Tabelas 4 ¢ 5).

FIGURA 12 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORACAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Candida spp., CELULAS
LEVEDURIFORMES E PSEUDO-HIFAS .

L
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FIGURA 13 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Candida spp., CELULAS
LEVEDURIFORMES E PSEUDO-HIFAS .

FIGURA 14 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORAGCAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Candida spp., CELULAS
LEVEDURIFORMES E PSEUDO-HIFAS .
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FIGURA 15 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO VAGINAL. COLORACAO DE GRAM.
AUMENTO DE 1000 x. Candida spp., CELULAS LEVEDURIFORMES E
Lactobacillus spp..

Os resultados positivos e negativos para a pesquisa de GV e MB estdo descritos
na Tabela 3, e os resultados positivos e negativos para a pesquisa de CA estdo

descritos na Tabela 5.

TABELA 3 - RESULTADOS OBSERVADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA COMPARACAO
ENTRE O METODO DE PAPANICOLAOU E O METODO DE GRAM, PARA A
PESQUISA DE Gardnerella vaginalis e Mobiluncus spp..

Resultado GV MB
VN 179 211
VP 34 6
FN 5 1
FP 1 1

Total 219 219

GV-Gardnerella vaginalis; MB-Mobiluncus spp.
VN-valor negativo; VP-valor positivo; FN-falso negativo; FP-falso positivo
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TABELA 4 - SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, TAXAS DE ERROS POSITIVOS E
NEGATIVOS PARA COMPARAGAO ENTRE O METODO DE PAPANICOLAOU
E O METODO DE GRAM, PARA A PESQUISA DE Gardnerella vaginalis e

Mobiluncus spp..
indices GV (%) MB (%)
Sensibilidade 87,2 85,7
Especificidade 99,4 99,5
Prevaléncia 17.8 3.2
Taxa de erro falso positivo 0,6 0,5
Taxa de erro falso negativo 12,8 143

GV-Gardnerella vaginalis; MB-Mobiluncus spp.

TABELA 5 —- RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA COMPARACAO ENTRE O
METODO DE PAPANICOLAOU E A CULTURA DE FUNGOS,
CONSIDERADA COMO PADRAO PARA A PESQUISA DE Candida spp..

Resultado CA
VN 184
VP 7
FN 23
FP 6
Total 220

CA- Candida spp.
VN-valor negativo; VP-valor positivo; FN-falso negativo; FP-falso positivo

A andlise comparativa entre o método de Papanicolaou e a cultura de fungos,
considerando-se esta como padrdo, para diagnostico de Candida spp., esta descrita na
Tabelas 5 € 6.

A prevaléncia da candidiase foi de 13,6%. O meétodo de Papanicolaou
comparado com a cultura para diagnostico de Candida spp. produziu uma
sensibilidade de 23% e uma especificidade de 97%. A taxa de erro falso positivo foi de
3,2%, € a taxa de erro falso negativo foi de 76, 7% (Tabela 6). A taxa de sensibilidade
foi baixa porque a taxa de erro falso negativo foi alta.

Para comparagdo entre os meétodos de Gram e de Papanicolaou para o

diagnéstico de Candida spp, foram utilizados a andlise de concordéncia e o teste kappa
(Tabela 7).
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A andlise de concordéncia para a comparagdo entre os métodos de Gram e de
Papanicolaou, para o diagnostico de Candida spp., produziu uma porcentagem global

de concordancia de 97,7%, com um indice kappa de 80,3%.

TABELA 6 - SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, TAXAS DE ERROS POSITIVOS E
NEGATIVOS PARA COMPARACAO DO METODO DE PAPANICOLAOU E
CULTURA DE FUNGOS, CONSIDERADA COMO PADRAOQO PARA A PESQUISA

DE Candida spp..
Indices CA (%)
Sensibilidade ' 23,3
Especificidade 96,8
Prevaléncia 13,6
Taxa de erro falso positivo 32
Taxa de erro falso negativo 76,7

CA- Candida spp.

TABELA 7 - ANALISE DE CONCORDANCIA PARA COMPARAGAO ENTRE OS
METODOS DE GRAM E PAPANICOLAOU PARA A PESQUISA DE

Candida spp..
Resultado CA
Concordancia positiva/positiva 11
Discordéncia negativa/positiva 2
Discordancia positiva/negativa 3
Concordancia negativa/negativa 203
Total 219
CA- Candida spp.

Percentagem global de concordéancia, 97,7%; kappa, 80,3%

Para a pesquisa de Trichomonas vaginalis, das 223 pacientes, 220 foram
incluidas na pesquisa deste microrganismo pelos métodos a fresco e de Papanicolaou.
Pelo método a fresco, 5 amostras (2,3%) foram positivas e 215 (97,7%), negativas.
Pelo método de Papanicolaou, 4 (1,8%), foram positivas e 216 (98,2%), negativas. Os
casos positivos de infecgdo por T. vaginalis estdo descritos nas Figuras 16 e 17.

A analise comparativa entre 0 método de Papanicolaou e o exame a fresco para
diagndstico de Trichomonas vaginalis, esté apresentada nas Tabela 8 € 9.

A prevaléncia de Tricomonas vaginalis foi de 2,3%. O método de Papanicolaou

comparado com o exame a fresco apresentou sensibilidade de 60%, e especificidade de
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99,5%. A taxa de erro falso positivo foi de 0,5% , e a taxa de erro falso negativo foi de
40%.

Pela coloragdo de laranja de acridina (LA) para a pesquisa de Trichomonas
vaginalis, 220 pacientes foram pesquisadas, 7 (3,2%) obtiveram resultados positivos,

enquanto que 213 (96,8%) obtiveram resultados negativos.

TABELA 8 - RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA COMPARACAO ENTRE O
' METODO DE PAPANICOLAOU E O EXAME A FRESCO, PARA A
PESQUISA DE Trichomonas vaginalis.

Resultado TV
VN 214
VP 3
FN 2
FP 1
Total 220

TV- Trichomonas vaginalis,
VN-valor negativo; VP-valor positivo; FN-falso negativo; FP-falso positivo

A analise de concordincia para comparagdo entre os métodos a fresco e pela
coloragdo de laranja de acridina, para o diagnostico de Trichomonas vaginalis, esta
descrita na Tabela 8.

A anadlise de concordancia por comparagdo entre o método a fresco e a
coloragdo por LA para o diagnostico de Trichomonas vaginalis, produziu uma
porcentagem global de concordancia de 99,1%. O indice kappa encontrado foi de
82,5% (Tabela 10).

TABELA 9 - SENSIBILIDADE, ESPEC[FICIDAQE, TAXAS, DE ERROS POSITIVOS E
NEGATIVOS PARA COMPARACAO DO METODO DE PAPANICOLAOU
COM O EXAME A FRESCO, PARA A PESQUISA DE Trichomonas vaginalis.

Indices TV (%)
Sensibilidade (S) 60,0
Especificidade (E) 99,5
Prevaléncia (P) 2,3
Taxa de erro falso positivo (TEFP) 0,5

Taxa de erro falso negativo (TEFN) 40,0

TV- Trichomonas vaginalis
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FIGURA 16 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORACAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Trichomonas vaginalis.

FIGURA 17 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Trichomonas vaginalis.
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TABELA 10 - ANALISE DE CONCORDANCIA PARA COMPARACAO ENTRE OS METODOS

A FRESCO E COLORAGAO DE LARANJA DE ACRIDINA PARA A PESQUISA
DE Trichomonas vaginalis.

Concordéncia positiva/positiva
Concordéncia negativa/negativa
Discordéncia positiva/negativa 2
Discordéancia negativa/negativa 213
Total 220

Resultado TV
5
0

TV -_Trichomonas vaginalis
Percentagem global de concordéncia, 99,1%; kappa, 82,5%

Para a pesquisa de Chlamydia trachomatis, das 223 pacientes, 219 foram
incluidas na pesquisa deste microrganismo pelos métodos de Imunofluorescéncia
direta (IFD) e de Papanicolaou, considerando-se a IFD como padrdo. Pela IFD, 8
amostras (3,6%) foram positivas e 211 (96,3%), negativas. Pelo método de
Papanicolaou, 3 (1,4%) foram positivas e 216 (98,7%) foram negativas (Tabelas 11 e

12). Os casos positivos de infecgfo por C. trachomatis estdo descritos nas Figuras 18 e
19.

TABELA 11 - RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS PARA COMP{\RACAO ENTRE O
METODO DE PAPANICOLAOU E A IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA,
PARA A PESQUISA DE Chlamydia trachomatis.

Resultado CT

VN 211
VP 3
FN 5
FP 0
Total 219

CT- Chlamydia Trachomatis
VN-valor negativo; VP-valor positivo; FN-falso negativo; FP-falso positivo

A prevaléncia de Chlamydia Trachomatis foi de 3,7%. A sensibilidade do
método de Papanicolaou, quando comparado 4 IFD, foi 37,5% e a especificidade foi de
100%. A taxa de erro falso positivo foi 0%, e a taxa de erro falso negativo foi de

62,5% (Tabela 12). A sensibilidade foi baixa porque a taxa de erro falso negativo foi
alta.
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TABELA 12 - SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, TAXAS DE ERROS POSITIVOS E
NEGATIVOS PARA COMPARACAO ENTRE O METODO DE
PAPANICOLAOU E A IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA, PARA A
PESQUISA DE Chlamydia trachomatis.

Indices CT (%)
Sensibilidade (S) 37,5
Especificidade (E) 100,0
Prevaléncia (P) 3,7

Taxa de erro falso positivo (TEFP) 0,0
Taxa de erro falso negativo (TEFN) 62,5

CT- Chlamydia Trachomatis

FIGURA 18 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORAGAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400 x. Chlamydia trachomatis.

&
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FIGURA 19 - FOTOMICROGRAFIA DE ESFREGACO CERVICO-VAGINAL. COLORACAO DE
PAPANICOLAOU. AUMENTO DE 400X. Chlamydia trachomatis.

No controle de qualidade por revisdo de laminas, em relacdo a identificacdo
sugestiva de microrganismos como: Candida spp., G. vaginalis, Mobiluncus spp., T.
vaginalis, associagdes e alteragdes citopaticas de HPV, observou-se concordancias

entre 88,7 € 99,0 %, entre os observadores A ¢ B ¢ a observadora AEMS (Tabela 13).

TABELA 13 - PORCENTAGEM GLOBAL DE CONCORDANCIA ENTRE OS
OBSERVADORES A E B E A OBSERVADORA AEMS, EM RELACAO A
IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS, E/OU SEUS EFEITOS
CITOPATICOS, NA REVISAO DE 99 LAMINAS DE MATERIAL CERVICO-

VAGINAL.

Observadores
Microrganismos A B
Candida spp. 91,8 92,9
G. vaginalis 88,7 90,9
Mobiluncus spp. 96,9 96,0
Trichomonas vaginalis 99,0 98,0
HPV 96,9 99.0

Gardnerella/Mobiluncus 97.9 99,0

Resultados
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6. DISCUSSAO

O proposito deste trabalho foi avaliar a contribui¢do do método de Papanicolaou
para a triagem de algumas DST utilizando-se paralelamente métodos considerados
eficientes para tal finalidade. A observacdo de microrganismos envolvidos com diversos
processos patologicos no esfregago cérvico-vaginal corado pelo método de Papanicolaou,
bem como de seus efeitoé citopaticos, estd intimamente associada a critérios morfolégicos
previamente definidos e depende da habilidade e da experiéncia de cada citologista. Desta
forma, definiu-se os critérios a serem adotados para o reconhecimento de estruturas
sugestivas de microrganismos causadores de DST, ou mesmo de suas alteragdes
citopaticas especificas.

No presente estudo, i1dentificou-se a presenga de Gardnerella vaginalis, pela
coloragdo de Gram de 17,8% das pacientes (39/219), e em 16,4% (36/219) pelo método
de Papanicolaou, sendo o microrganismo de maior prevaléncia. DAVIS er al. (1997)
identificaram Gardnerella vaginalis em 38,1% (80/210) das pacientes pelo método de
Gram, em uma clinica de colposcopia na Flérida (EUA). Destas, 55% (44/80), também
foram positivas pelo método de Papanicolaou. PLATZ-CHRISTENSEN et al. (1995), em
um hospital em Skovde, na Suécia, GIACOMINI er al. (1998), em Pisa, na Italia, e
BHALLA e KAUSHIKA (1998), na india, obtiveram uma prevaléncia de 28% (30/107),
10,5% (166/1578) e 27,6% (110/398), respectivamente, deste microrganismo em
esfregagos corados pelo método de Papanicolaou. Na identificagdo da G. vaginalis pelo
método de Gram, os coco bacilos que recobrem as células chave se mostraram gram
variaveis, ou se€ja, alguns aparecem gram positivos e outros gram negativos. O suporte
laboratorial mais utilizado para o diagnéstico de vaginoses bacterianas causadas por
Gardnerella vaginalis é o método de Gram. Contudo, nossos resultados mostram
sensibilidade e especificidade de 87,2% e 99,4%, respectivamente, para o método de
Papanicolaou em relagdo ao método de Gram. Estes dados s3o concordantes com os

encontrados por PLATZ-CHRISTENSEN et al. (1995) ¢ GIACOMINI et al. (1998); de
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88,2 € 98,6% ¢ 88,7 ¢ 98,8%, respectivamente. Ainda, VELASQUEZ ¢ ROJAS (1995),
encontraram uma correlagdo entre o método de Gram e Papanicolaou de 100%.

A técnica de Papanicolaou permite ao citologista detectar as células-chave nos
esfregacos cérvico-vaginais e diferenciar o padrio lactobacilar do padrdo morfologico
estabelecido pelo desenvolvimento de Gardrerella vaginalis e/ou Mobiluncus spp.. Nesta
coloragdo, percebe-se um variado pleomorfismo bacteriano e cuidados especiais devem
ser tomados com o intuito de diferenciar estes dois microrganismos.

Nossos dados mostram que Mobiluncus spp. foi encontrado em 2,7% (6/219) dos
esfregagos cérvico-vaginais corados pelo método de Papanicolaou, e 3,2% (7/219) dos
esfregacos corados pelo Gram. A sensibilidade e especificidade pelo método de
Papanicolaou para deteccdo de Mobiluncus spp. foram de 85,7% e 99,5%,
respectivamente, o que demostra a eficacia do método de Papanicolaou, se comparado ao
de Gram. Estes dados estdo de acordo com os de SCHANADIG et al. (1989), que
identificaram Mobiluncus spp. em 22% (34/157) dos esfregagos corados por Papanicolaou
e, em apenas 8,3% (13/157) dos esfregagos examinados pelo Gram, em amostras de
pacientes de uma clinica de displasias, em Galveston, Texas.

Os escassos dados encontrados na literatura a respeito deste agente podem se
dever a falta de valorizagdo pelos citologistas em relago ao diagndstico diferencial entre
Gardnerella vaginalis e Mobiluncus spp.. Tanto pelo método de Papanicolaou como pelo
método de Gram, pode-se observar que estas duas bactérias se aderem a membrana de
células do epitélio cérvico-vaginal, dando origem as chamadas clue cells ou células chave,
nos casos de G. vaginalis, € coma cells ou células em virgula nos casos de Mobiluncus
spp.. Ambas podem ser confundidas se observadas ao microscépio de luz, em aumento de
400 x. No entanto, um observador experiente podera diferenciar a morfologia bacteriana
entre coco-bacilo e bacilo fino curvo, se observar atentamente em microscopia de
imerséo, sob aumento de 1000 x. Desta forma, pode-se chegar ao diagnéstico diferencial
(MORAES FILHO;, LONGATTO FILHO, 2000). De um modo geral, foi observado um

maior nimero de leucécitos polimorfonucleares (PMN) nos esfregacos onde se detectou
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Mobiluncus spp., em relag@o aqueles onde se detectou Gardnerella vaginalis. Este achado
pode estar relacionado ao fato de que a G. vaginalis produz aminoacidos e
descarboxilases, havendo a formagdo de aminas volateis, que causam a descamagio do
epitélio e inibem a quimiotaxia dos leucécitos (GIACOMINI et al., 1998).

Isolou-se Candida spp. em 13,6% das culturas ¢, pelo método de Papanicolaou,
este agente foi identificado em 5,9% dos esfregacos (Figuras 12 a 14). Utilizou-se ainda
para a detecg@o de Candida spp. o método de Gram, pelo qual a positividade foi de 6,4%.
Verificou-se, assim, uma alta concordéncia estes dois métodos, indicando que, pelo
método de Papanicolaou, a identificacdo de células leveduriformes e pseudo-hifas €
comparavel ao método de Gram.

A baixa sensibilidade do método de Papanicolaou (23,3%), quando comparado a
cultura, considerada como método padrdo, deve-se ao fato da cultura ser capaz de
identificar concentragdes muito baixas de organismos vidveis no material. Optou-se pela
cultura, devido a sua alta sensibilidade, mas cabe ressaltar que nem sempre uma cultura
positiva indica infecg@io, levando-se em consideragio que este microrganismo esta
presente em 50% das mulheres com miérobiota vaginal normal, € que a presenga apenas
de células leveduriformes ndo ¢é confirmatéria de infecgdo (MORAES FILHO;
LONGATTO FILHO, 2000).

TAKAC (1998), em uma clinica ginecoldgica em Maribor, Eslovénia, identificou
uma prevaléncia de Candida spp. de 6,1%. MORAES FILHO (1994), em estudos
realizados na cidade de Curitiba, encontrou uma prevaléncia de 3,05%, e LUCENA et al.
(1999), em uma maternidade no municipio de Bréjo Santo, Ceard, observaram uma
prevaléncia em gestantes, de 41,8%.

Para a pesquisa de Trichomonas vaginalis, considera-se como método padrio a
cultura do parasita em meio de Diamond e suas variagSes, altamente especifico e e
sensivel. Para este trabalho, decidiu-se utilizar o exame a fresco da secre¢do vaginal de
fundo de saco posterior, também considerado, por alguns autores, como método padrdo

(OHLEMEYER et al., 1998). Este método, descrito primeiramente por DONNE (1836),
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continua a ser empregado, € € extremamente 0til no diagnostico de infecgdes causadas por
T. vaginalis (PETRIN et al., 1998). No presente estudo, o 7. vaginalis foi identificado em
2,3% das pacientes (5/220) pelo método a fresco. J4 pelo método de Papanicolaou,
identificou-se o parasita em 1,8% (4/220) dos esfregagos cérvico-vaginais.

Os dados na literatura com relacdo a prevaléncia deste agente sdo bastante
variaveis. TAFURI € RASO (1991), em amostras obtidas de um laboratério privado em
Belo Horizonte, relataram uma variagdo da prevaléncia de 3,4% a 14,8% em pacientes
gestantes. ALVARENGA et al. (1998), obtiveram uma prevaléncia de 8,7% pelo exame
direto, em secregdes vaginais de mulheres atendidas em clinicas especializadas em
Arafaquara, Sdo Paulo. LUCENA et al. (1999), em uma maternidade no municipio de
Bréjo Santo, Ceara, obtiveram 5,4%, e FRANKLIN ¢ MONIF (2000), 12,6%, em
gestantes atendidas no Departamento de Obstetricia ¢ Ginecologia da Universidade de
Medicina de Creighton, Nebraska, EUA. Utilizando-se o método de Papanicolaou,
SARDANA et al. (1994), obtiveram uma prevaléncia de S,1%, em amostras coletadas no
Instituto de Citologia € Oncologia Preventiva, de Nova Deli, e MORAES FILHO (1994)
em estudo realizado em Curitiba relatou uma incidéncia de 4,2%.

A citologia pelo método de Papanicolaou para o diagnéstico de Trichomonas
vaginalis mostrou sensibilidade ¢ especificidade de 60% e 99,5%, respectivamente. A
sensibilidade observada foi concordante com a relatada por OHLEMEYER et al. (1998),
em estudos realizados em secregdes vaginais de adolescentes atendidas em clinicas de St.
Louis € Kansas, EUA, onde obtiveram uma sensibilidade de 56%.

Na citologia cérvico vaginal, pode-se observar varios graus de intensidade da
infecgdo por 7. vaginalis. Em pacientes histerectomizadas ¢ possivel, em alguns casos,
observar um esfregaco limpo, sem presen¢a de PMN e sinais de inflamagio (MORAES
FILHO; LONGATTO FILHO, 2000). CLAY et al. (1988), encontraram uma
porcentagem de casos falso positivos de 3 a 6%, pelo método de Papanicolaou e sugerem
como causas de erro: amostra pobre em organismos, escrutinio incompleto da lamina e

erros de interpretagdo. Deve-se ainda levar em conta que, a quantidade de parasitas ¢
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variavel no mesmo paciente conforme determinadas circunstdncias. No organismo
feminino, por exemplo, uma maior quantidade de microrganismos pode ser encontrada no
periodo menstrual, quando a grande quantidade de ferro decorrente da menstruacio é
favoravel ao desenvolvimento de uma maior viruléncia deste microrganismo (PETRIN et
al., 1998).

Como ensaio paralelo, realizou-se a técnica de coloragdo com laranja de acridina
(LA), uma coloragdo fluorescente, ndo nucleo-especifica, para a qual se utilizou 0 mesmo
material coletado para a realiza¢fo do exame a fresco. No presente estudo, a pesquisa de
Trichomonas vaginalis pela coloragdo com LA mostrou um indice Kappa de 82,5%,
quando comparado ao exame a fresco, evidenciando uma excelente concordéncia entre as
duas metodologias (99,1%). VAN DER SCHEE et al. (1999) pesquisaram 7. vaginalis em
846 amostras de mulheres atendidas em uma Clinica de Doengas Sexualmente
Transmissiveis em Rotterdam-Holanda, através das técnicas de exame a fresco, cultura
em meio de Trichosel, coloragdo com LA e PCR. De um total de 846 amostras analisadas,
36 mostraram-se positivas pelo método de LA, enquanto que a cultura em meio de
Trichosel mostrou 46, o método a fresco, 31 amostras, € a técnica de PCR 61 amostras.
Através dos resultados obtidos, verificou-se que ndo ha ainda uma metodologia ideal, pois
nenhuma das metodologias empregadas no estudo foi capaz de identificar todas as
amostras positivas, sendo o uso de uma ou mais metodologias recomendado para um
diagnéstico mais apurado. Naquele estudo, observou-se uma maior positividade, quando
técnicas moleculares como o PCR foram empregadas, porém esta metodologia ainda esta
longe de ser considerada como ideal, devido a baixa acessibilidade da maioria da
popula¢do ao método, e por um resultado positivo por esta metodologia ndo indicar
necessariamente a presenca de doenca.

A prevaléncia de Chlamydia trachomatis na populagdo estudada foi de 3,7%.
Estudos demonstram que a prevaléncia deste microrganismo na populagio varia conforme
os diferentes niveis sécio-econdémicos. Nos EUA, a mesma est4 entre 2 ¢ 23%, € mais

comum em adolescentes € atinge cifras mais elevadas em paises em desenvolvimento
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(RADDI et al., 1992, EDELMAN et al., 2000). PASSOS et al. (1994) através da técnica
de imunofluorescéncia direta (IFD), obtiveram uma prevaléncia de 4% (4/100) em
estudos realizados em pacientes ndo promiscuas atendidas pelo Departamento de
Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, e QUINN et al. (1987), através da cultura do material endocervical em
células McCoy, obtiveram prevaléncia de 21% (51/245), em pacientes atendidas no
Hospital Johns Hopkins € em uma clinica de Baltimore, USA . Estes tltimos autores
obtiveram uma prevaléncia de 18,5% quando pesquisaram este agente pelo método de
Papanicolaou. MASATOSHI et al. (2000) encontraram uma prevaléncia de 20 a 30% de
infecgdes por C. trachomatis em profissionais do sexo, em clinicas de DST na cidade de
Fukuoka, Japdo, ¢ 5% nas mulheres em geral, através do uso de ELISA e PCR. MAEDA
et al. (1991), em um hospital de S3o Paulo, detectaram uma prevaléncia de 35,7%
(59/166), utilizando IFD, em mulheres que ndo apresentavam nenhuma sintomatologia da
doenga.

No presente estudo, Chlamydia trachomatis foi identificada em 1,4% (3/219) dos
esfregacos cérvico-vaginais corados por Papanicolaou, € por imunofluorescéncia direta
(IFD) em 3,6% (8/219) das amostras. Em estudos realizados por GIAMPAOLO et al.
(1983), em Boston, EUA, dos 53 casos estudados, nenhum apresentou esfregaco
sugestivo para C. trachomatis pelo método de Papanicolaou, dentre estes, 11 casos foram
positivos para C. trachomatis por cultura. FORSTER et al. (1985), em pacientes atendidas
em uma clinica em Londres, identificaram C. trachomatis em 37% (45/121) das amostras
analisadas por IFD. Destas, o0 método de Papanicolaou se mostrou sugestivo em 13% dos
casos. GEERLING et al. (1985), no Departamento de Patologia € Medicina Laboratorial,
da Universidade do Texas, EUA, detectaram C. trachomatis em 10% (5/50) dos
esfregacos citolégicos em uma primeira leitura e apOs revisdo das laminas, com
conhecimento dos resultados de cultura positivos, observaram 23% (8/35). CAMPOS et
al. (1986), em material cervical de mulheres atendidas em vérios ambulatérios da capital,

interior e litoral de S3o Paulo, identificaram altera¢des citologicas sugestivas de infecgio
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por C. trachomatis em 0,16% (49/30.000) dos esfregagos corados por Papanicolaou
analisados. MAEDA et al. (1987), em amostras obtidas de pacientes atendidas pelo Setor
de Citologia Oncética do Instituto Adolfo Lutz, S3o Paulo, para realizagdo do exame
preventivo, identificaram C. trachomatis em 46% (19/41) dos esfregacos corados por
Papanicolaou € por IFD em 66% (27/41), e CAVALIERI et al. (1989) obtiveram 20,4%
(33/161) amostras positivas pela IFD e 9,3% (15/161) pelo método de Papanicolaou, em
amostras de pacientes que se submeteram ao exame preventivo, em Taubaté, S&o Paulo.
PANUCO et al. (2000) identificaram C. trachomatis em 3,2% (4/125) dos esfregagos
corados pelo Papanicolaou, em amostras obtidas de mulheres atendidas no Hospital Geral
Ignacio Zaragoza, México.

Muitos autores consideram como método padrio para o diagnostico de C.
trachomatis o cultivo em células McCoy. No entanto, o método de imunofluorescéncia
direta (IFD), que ¢ um método mais rapido, menos dispendioso € com sensibilidade e
especificidade muito proximas as da cultura, 94% e 99%, respectivamente, também pode
ser considerado como padrio (QUINN ez al., 1987; MINISTERIO DA SAUDE, 1997).
Desta forma, optou-se por utilizar esta iltima metodologia.

A sensibilidade e especificidade do método de Papanicolaou na detec¢do de C.
trachomatis para este estudo foi de 37,5% e 100%, respectivamente. O Quadro 4 ilustra a
sensibilidade e especificidade do método de Papanicolaou, encontradas por diversos
autores.

MAEDA et al. (1991) demonstraram que a sensibilidade desta metodologia pode

ser aumentada se a secregdo cervical for coletada com uma escova do tipo citobrush.
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QUADRO 4 - SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO METODO DE PAPANICOLAOU,
QUANDO COMPARADO A OUTRO METODO PARA DETECCAO
DE Chlamydia trachomatis, DE ACORDO COM DIVERSOS AUTORES.

AUTORES (ano) | SENSIBILIDADE | ESPECIFICIDADE | _ METODO

COMPARATIVO
MAEDA et al. (1987) 83% 55% IFD

QUIM et al. (1987) 54% 71% CULTURA
CAVALIERI et al. (1989) 91,6% 84% IFD
RADDI et al. (1994) 27,3% 83,1% CULTURA
PANUCO et al. (2000) 100% 99,18% PCR

FIGURAS 18¢ 19

y/ )
TABELAS 11 e 12 37,5% 100% FD

Em dados da literatura, observou-se uma grande variabilidade da sensibilidade e
especificidade do método de Papanicolaou, quando comparado aos diversos métodos para
deteccdo deste agente. Acreditamos que esta variabilidade pode ser devida a variagdes nos
critérios morfolégicos adotados pelos pesquisadores para classificar citologicamente uma
infeccdo por Chlamydia trachomatis, bem como ao emprego de material ndo
representativo da endocérvice. No presente estudo, adotamos os critérios sugeridos por
GUPTA et al. (1979), pelos quais se considera um esfregago cérvico-vaginal como
sugestivo para infec¢do por esta bactéria pela presenga de inclusdes eosinofilicas
citoplaméticas unicas ou multiplas no interior de vactolos, em células metaplasicas
pavimentosas e células colunares endocervicais. Quando as inclusdes aparecem no
interior de diversos pequenos vacuolos, conferem a célula o aspecto de mordedura de
traga ou moth eaten.

Realizou-se a cultura de secregéio endocervical em meio de Thayer Martin e agar
chocolate suplementado para pesquisa de Neisseria gonorrhoeae. Entretanto, nenhum
caso foi identificado de infecgdo por esta bactéria em esfregagos cérvico-vagiais corados
pelo método de Papanicolaou, nem pela cultura.

Na amostra analisada, verificou-se alguns casos de displasias, sem entretanto se

evidenciar a presenga do coilécito, célula tipica da infecg@o por HPV. Segundo o sistema
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BETHESDA de classifica¢do, em casos onde ha presenca de lesdes epiteliais escamosas
de baixo e alto grau, hd forte suspeita de infeccdo por este agente. No entanto, pela
auséncia de coilocitos e pela impossibilidade de pesquisar casos de infecgdo por HPV por
método padrdo, como a captura hibrida ou técnicas de PCR, n3o se pode afirmar qual € a
prevaléncia de infec¢do por HPV na populagdo estudada. Néo foi possivel também avaliar
se houve resultados falso negativos pelo método de Papanicolaou. Ha necessidade de
estudos com um maior nimero de exames € com a realizagdo de método padrdo
concomitante para avaliar a relevincia do exame de Papanicolaou no diagnéstico de HPV.

Alguns estudos, como os realizados por MORAES FILHO ¢ LONGATTO
FILHO (2000), em programas preventivos de massa, utilizando o método de
Papanicolaou, citam por exemplo, que a prevaléncia de infec¢do por HPV em Curitiba e
em Sdo Paulo, para este mesmo ano foi de 0,7% e 1,3%, respectivamente. CHIUCHETTA
et al. (2001), em estudos na cidade de Maringa, Parana, obtiveram uma prevaléncia de
1,7%. YLITALO et al. (1995), em uma populagio feminina na cidade de Uppsala, Suécia,
detectaram HPV em 27% das amostras cérvico-vaginais, submetidas ao exame de de
Papanicolaou € posteriormente ao método de PCR. SELLORS et al. (2000), utilizando a
técnica de captura hibrida, obtiveram uma prevaléncia de 24%, em mulheres de 20 a 24
anos, € 3,4% em mulheres de 45 a 49 anos, em Ontario, Canada.

A citologia tem sido recomendada por varios autores, como método para detecgio
de HPV em grandes populagdes. As vantagens desta metodologia envolvem, seu baixo
custo, facil aplicabilidade mesmo em centros economicamente carentes, alta
especificidade e a diminui¢do dos indices de mortalidade por cincer de colo uterino.
Entretanto, apresenta limitagdes para identificar infec¢des pelo HPV em lesdes pré-
neoplésicas. Para minimizar este problema, tém-se empregado métodos alternativos como
técnicas de hibridizagdes moleculares e imunorreagdes, comb as da peroxidase (SOARES,
1999; MORAES FILHO; LONGATTO FILHO, 2000).

Em infec¢Ses como as causadas por C. trachomatis € HPV, para as quais o exame

de Papanicolaou pode ser pouco sensivel, ¢ importante que, sempre que possivel, sejam
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realizados métodos padrdo para se evitar falhas no diagnostico. No entanto, a grande
maioria da populagio feminina, ndo tem a perspectiva de acesso a exames dispendiosos
como rotina, a0 menos em paises como o Brasil. Sendo assim, € importante aperfeigoar
um meio de detectar o maior nimero possivel de casos destas DST, com o exame de
Papanicolaou, ao qual o acesso ¢ ainda limitado, mas crescente. E isto sé6 ser4 conseguido
a partir do aprimoramento dos critérios morfologicos e de sua padronizagdo e divulgagdo,
através de estudos a respeito de sua validade.

Para estabelecer um controle de qualidade, comparou-se a revisdo de 99 l4minas
feita por dois outros observadores, A ¢ B, com a observadora AEMS, obtendo-se uma
concordancia de 88,7 a 99%; em relagdo a identificagdo de microrganismos ou de seus
efeitos citopéticos sobre as células epiteliais. Estes dados demonstram que houve um
escrutinio minucioso dos esfregagos pela observadora AEMS (STINGHEN ez al., 2001).

E importante que os citologistas estejam preocupados e preparados para observar
ndo somente os processos pré-malignos € malignos do epitélio cérvico-vaginal, mas
também a detec¢do de microrganismos que podem contribuir potencialmente para o
desenvolvimento dessas patologias. O método de Papanicolaou vem sendo incorporado &

saude publica brasileira e pode contribuir de forma substancial para o diagnéstico das
DST. '
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No estudo de uma populagdo de 223 mulheres atendidas na Unidade de Saiude
Jardim Santos Andrade, em Curitiba-PR, para a realizagdio do exame preventivo de
céncer, a comparagéo entre o método de Papanicolaou e métodos considerados padrio

para o diagnostico de algumas DST, permite as seguintes conclusdes:

7.1 Gardnerella vaginalis foi o microrganismo de maior prevaléncia (17,8%), seguido
de Candida spp. (13,6%), Chlamydia trachomatis (3,7%), Mobiluncus spp. (3,2%)
e Trichomonas vaginalis (2,3%). Nenhum caso foi identificado de infec¢éo por
Neisseria gonorrhoeae e um caso foi duvidoso para o diagnéstico de infecgéo por

HPV, sendo 0 mesmo considerado como negativo.

7.2 No diagnostico de infecgdes causadas por Gardnerella vaginalis, o método de
Papanicolaou mostrou sensibilidade e especificidade de 87.2% e 99,4%,
respectivamente, em relagdo ao método de Gram, rotineiramente utilizado no

diagndstico deste microrganismo.

7.3 Quando comparado ao método de Gram, o método de Papanicolaou no diagnéstico
de infecgdes causadas por Mobiluncus spp., apresentou sensibilidade e

especificidade de 85,7% e 99,5%, respectivamente.

7.4 O método de Papanicolaou quando comparado & cultura para diagnostico de
Candida spp., mostrou-se pouco sensivel, 23,3%, porém com especificidade de
96,8%, ¢ em relagdo ao método de Gram, amplamente utilizado para o

diagnostico deste agente, mostrou-se eficiente ( kappa, 80,3%).

7.5 Na pesquisa de Trichomonas vaginalis pelo método de Papanicolaou, a
sensibilidade encontrada foi 60,0%, e a especificidade foi 99,5%, em relacdo ao

método a fresco.
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7.6 A sensibilidade do meétodo de Papanicolaou para infec¢des causadas por
Chlamydia trachomatis fo1 de 37,5%, e a especificidade, de 100%, em relagdo a

IFD, considerada padréo.

Conclui-se, portanto, que o método de Papanicolaou pode ser indicado para a
pesquisa de Gardnerella vaginalis € de Mobiluncus spp. pela sua alta sensibilidade e
especificidade. Na pesquisa de Trichomonas vaginalis, Candida spp. € Chlamydia
trachomatis, demonstrou ser um método bastante especifico, apesar de limitado em
relagdo a sensibilidade. Estudos adicionais devem ser realizados a fim de se aprimorar
os critérios citologicos utilizados no diagndstico de Trichomonas vaginalis, Chlamydia
trachomatis, Papilomavirus humano e Neisseria gonorrhoeae, cOm um maior NUMero
de casos. Os resultados obtidos sugerem que o exame de Papanicolaou pode contribuir

na detec¢do de casos de DST na populagdo feminina.
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3.5. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) O objetivo desta pesquisa €é:

1.Investigar a relevancia da Citologia Cérvico-vaginal pelo método de Papanicolaou para pesquisa de
algumas doengas sexualmente transmissiveis (de transmiss3o essencialmente através da relagfo sexual e
freqiientemente de transmissdo sexual) incluindo infec¢des por: Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp,
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Candida spp, Trichomonas vaginalis, Papilomavirus
humano

2. Contribuir para um estudo epidemiologico das principais DST que acometem a populagio em questéo

b) Caso vocé participe da pesquisa, serd necessario fazer exames, onde serdo coletados materiais no
momento de seu exame preventivo de céncer, para diagnostico de tais doengas citadas acima.

¢) Como em qualquer tratamento vocé podera experimentar alguns desconfortos, principalmente

relacionados a coleta de secre¢do vaginal e endocervical, como um pequeno mcomodo na utilizagdo de
espéculo para coleta.

d) Se houver necessidade de tratamento os possiveis riscos serdo avaliados pelo seu médico

e) Contudo os beneficios esperados sdo: o diagnostico correto de alguma possivel doenga sexualmente
transmissivel.

f) Os médicos { nome e telefone ) poderdo ser contatados (local, hora), sdo os responsaveis pelo seu
tratamento e fardo o acompanhamento conforme consta no padrio ético Vigente no Brasil.

g) Esta garantido todas as informagdes que vocé queira, antes durante e depois do estudo.

h) A sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar participar do estudo, ou
se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato nfo implicara na
mterrupg¢éo de seu atendimento, que esta assegurado.

1) As informagdes relacionadas ao estudo poderfo ser inspecionadas pelos profissionais que executam a
pesquisa e pelas autoridades legais. No entanto , se qualquer informagao for divulgada em relatério ou
publicagdo, isto sera feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

J) Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ( como exames, etc..) nfo sdo de
responsabilidade do paciente.

k) Pela sua participaggo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro.

1) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera meu nome, e sim wmn codigo.

Eu, 11 o texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
fui convidado a participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi
que sou livre para interromper minha participagdo no estudo a qualquer momento sem justificar minha
decisdo € sem que esta decisdo afete meu tratamento com o meu médico. Eu entendi que qualquer
problema relacionado ao tratamento sera tratado sem custos para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Data

Data
Assmatura do paciente [/ Nome do pesquisador I/



P& HOSPITAL DE CLINICAS
f UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA

Curitiba, 28 de junho de 2.001.

llmo (a) (s) Sr. (a)( s)
ANDREA EMILIA MARQUES STINGHEN
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de pesquisa “RELEVANCIA DA
CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL PELO METODO DE PAPANICOLAU PARA O
DIAGNOSTICO DE DOENCAS SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS ( DST)”, esta de acordo
com as normas éticas estabelecidas pela Resolugdo n° 196/96 do Ministério da
Saude.
Protocolo CEP-HC n° 024 EXT.006/2001-03

O referido projeto foi apresentado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parand, em reuni&o realizada no dia 27 de margo de 2.001.

Sendo o que se apresenta para 0 momento, subscrevo-me,

Atenciosamente

\

" |
— __‘_,1{(11‘,1,1/—_""”/
Prof. Dr. Renato Tambara Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do Hospital de Clinicas — UFPR

22 via
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QUESTIONARIO PARA SER RESPONDIDO PELA PACIENTE NO
MOMENTO DA COLETA:

DATA DA
COLETA:

NOME:

IDADE:

NUMERO DE
FILHOS:

DATA DA ULTIMA
MENSTRUACAO:

DATA APROXIMADA DO ULTIMO EXAME DE
PAPANICOLAOU:

ESTA FAZENDO USO DE ALGUMA MEDICACAO ?

QUAL?

JA TEVE ALGUMA DOENCA SEXUALMENTE TRANSMISSVEL ?

QUAL?

ANOTACOES A SEREM FEITAS PELO COLETADOR(A):

CORRIMENTO:

( )sim

( )n3o

COR DO CORRIMENTO:
( ) branco

( ) amarelado

( ) esverdeado

( ) incolor

( ) outro

OBSERVACOES:

NOME DO COLETADOR:
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