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Resumo

Verificar o desempenho da citologia em meio liquido na identificagdo de agentes
microbiolégicos cérvico-vaginais em relagéo a citologia convencional. Métodos: Estudo ana-
litico e transversal realizado no Laboratério de Citopatologia de um centro universitario.
Foram realizadas coletas citopatolégicas pelas duas metodologias: convencional e em meio
liquido (Liqui-PREP®), além de coleta microbiolégica. Resultados: Foram avaliadas 67
amostras cérvico-vaginais pelas duas técnicas citopatolégicas, verificando-se que a citologia
convencional identificou 26 esfregagos com microrganismos de interesse clinico, enquanto
que a citologia em meio liquido identificou 20 casos, sendo observada boa concordancia
entre as técnicas na identificacdo de Gardnerella vaginalis e Candida spp. A citologia con-
vencional também evidenciou mais casos de esfregacos com Trichomonas vaginalis e ocor-
reu boa concordancia entre as técnicas citopatoldgicas e o exame microbiolégico na identi-
ficacdo de Gardnerella vaginalis. Conclusao: Observou-se boa concordancia entre as técni-
cas citopatoldgicas na identificagdo de Candida spp. e Gardnerella vaginalis, assim como
entre as duas técnicas frente ao exame microbiolégico na evidéncia de Gardnerella vaginalis.
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INTRODUCAO

O exame citopatolégico € o método de escolha para
triagem e rastreamento das lesdes pré-neoplasicas e can-
cer invasor, sendo preconizado sua utilizacao nas diretrizes
nacionais de rastreamento do cancer cervical.("’ No entanto,
alguns estudos demonstram que a técnica convencional da
citopatologia apresenta algumas limitagdes, como distribui-
¢do nao homogénea das células no esfregaco, pequeno
namero de células que permanecem na lamina (20%), pre-
senca de leucécitos, hemacias e restos celulares em ex-
cesso, prejudicando a analise microscopica, além de fato-
res dependentes da coleta do material celular, como insufi-
ciente representatividade da jungdo escamo-colunar (JEC)
e secagem ou ma fixagdo do material.>®

A citologia em meio liquido foi desenvolvida na tenta-
tiva de diminuir as falhas da citologia convencional por
apresentar uma melhor disposicéao celular, facilitando a in-

terpretacéo, reducdo do nimero de hemacias, exsudado
inflamatério e muco, além de possibilitar a preparacgéo de
laminas adicionais em caso da necessidade de comple-
mentacéo ou uso de material residual para testes mole-
culares e identificagcdo de HPV e outros agentes micro-
biolégicos.®® Além disso, esta metodologia permite uma
melhor randomizacéo das células que sao transferidas para
as laminas, permitindo que todo o material seja processa-
do, evitando, consequentemente, perdas indesejaveis da
amostra celular.®

A literatura relata que os processos inflamatoérios que
acometem o colo do utero séo considerados cofatores ao
desenvolvimento da neoplasia cervical em virtude da desor-
dem da microbiota, com redugéo dos lactobacilos e aumento
de agentes anaer6bios obrigatérios, promovendo aumento
do risco de aquisi¢éo da infecgao pelo HPV.("*™ Desta for-
ma, a citopatologia, seja pela técnica convencional ou em
meio liquido, tem contribuido ndo somente para o rastreio
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do cancer cervical, mas também como uma alternativa
diagnéstica para deteccéao de infecgdes cérvico-vaginais e
melhorias na selecdo de condutas, ja que estas corres-
pondem a cerca de 70% das queixas em consultas gineco-
légicas, sendo a Gardnerella vaginalis, Candida spp. e
Trichomonas vaginalis os principais agentes responsaveis
pelas vaginites e cervicites.(>13

O uso de metodologias especificas para identifica-
céo de agentes microbiol6gicos em programas de salde
é limitado, tendo em vista o elevado custo, ndo sendo fre-
quentemente utilizada na rotina publica de saude."® Por
este motivo, o presente estudo teve como objetivo eviden-
ciar o desempenho da citologia em meio liquido na identi-
ficacdo de agentes microbiolégicos cérvico-vaginais, bus-
cando verificar a real contribuicdo desta proposta meto-
dolégica em relacéo a citologia convencional, comumente
utilizada e de baixo custo para os servigos de rastreio do
cancer cervical.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo analitico e transversal, cuja
amostra foi composta de esfregacos cérvico-vaginais de
mulheres que realizaram exame citopatolégico no periodo
de margo a outubro de 2016, no Laboratério Escola de
Citopatologia do Centro Universitario Tabosa de Almeida,
Asces-Unita. Aamostra se deu por conveniéncia, incluindo
os esfregacos de mulheres atendidas no periodo proposto
e na faixa etéria acima dos 18 anos.

A coleta do material citopatol6gico foi realizada utilizan-
do as técnicas convencional e em meio liquido (Liqui-PREP®),
para posterior coloragéo pelo método de Papanicolaou. Todo
o processamento da citologia em meio liquido foi realizado
seguindo recomendag¢des do manual do fabricante.

Simultaneamente, além da coleta citopatolégica, foi
realizada coleta para exame microbiolégico, utilizando trés
swabs estéreis, sendo um swab para a confecgcédo de uma
lamina, que foi corada pelo método de Gram, outro para o
exame a fresco com solucao fisiolégica glicosada e outro
para semeio nos meios de isolamento bacteriano.

Arealizacdo de exame direto da secrecao cérvico-va-
ginal e coloracdo de Gram foi conduzida para analise de
possiveis Trichomonas vaginalis e Gardnerella vaginalis,
respectivamente. Os meios utilizados para o isolamento
bacteriano foram o Agar Sangue de Carneiro e Agar Cho-
colate, que, apés semeadura, foram incubados em estufa
bacteriologica a 35-37°C por 24 a 48 horas, sendo o Agar
Chocolate em anaerobiose. O meio Sabouraud foi também
semeado e mantido por sete dias em temperatura ambien-
te para verificagdo da presenca de leveduras.

Apos a coleta citopatologica, as laminas coradas pelo
Papanicolaou foram direcionadas a microscopia para ana-
lise, diagnostico e liberacdo de laudos. Além disso, apés a
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coleta microbiolégica, as laminas coradas pelo Gram e os
meios de cultura foram avaliados quanto a presenca de mi-
crorganismos de interesse clinico. Todo o procedimento foi
realizado conforme controle interno de qualidade do labora-
tério escola.

As analises microscépicas dos esfregagos cérvico-
vaginais foram realizadas por profissionais especialistas em
citopatologia, experientes na area e com treinamento para
leitura e interpretacao de laminas por meio de citologia em
meio liquido.

Os dados finais foram analisados pelo Programa
Bioestat® versdo 5.0 para determinacdo da concordan-
cia entre as técnicas, utilizando o teste de Kappa com
confiabilidade de 95%. Para associacao foi utilizado o
Prism statistical software® (Version 7.0) e teste Chi-
square®, p < 0.05.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos do Centro Universitario
Tabosa de Almeida (Asces-Unita) sob o nimero 619.400,
de acordo com as resolucdes e normativas do Ministério da
Saude.

RESULTADOS

Foram avaliadas 67 amostras cérvico-vaginais pelas
duas técnicas citopatolégicas, sendo possivel observar que,
por meio da citologia convencional, 17/67 (25,37%) apresen-
tavam caracteristicas citolégicas sugestivas de Gardnerella
vaginalis e/lou Mobiluncus spp. (bacilos supracitoplasma-
ticos), 05/67 (7,46%) Trichomonas vaginalis e 04/67
(5,97%) Candida spp. Outros agentes de menor interesse
clinico também foram observados, entre estes: Lactobacillus
spp. 42/67 (29%), outros bacilos 13/67 (38%) e cocos 7/
67 (11%) (Quadro 1), sendo importante considerar que al-
guns casos apresentaram mais de um agente microbio-
l6gico.

Conforme observado na Tabela 1, apesar da técnica
citopatolégica convencional ter evidenciado um maior per-
centual destes agentes microbiolégicos em relagéo a cito-
logia em meio liquido, observou-se uma boa concordancia
entre as técnicas na identificacéo dos agentes Candida spp.
e Gardnerella vaginalis, sendo as concordancias observa-
das de 65% e 81% e Kappa 0,64 e 0,69 respectivamente,
onde p foi <0,0001.

No exame citopatologico convencional foi evidencia-
da, em 05/67 das amostras, a presenga de Trichomonas
vaginalis, sendo que 1/5 foi observado na citologia em meio
liquido. No exame microbiolégico da secregéo vaginal, ape-
nas um dos casos foi confirmado para Trichomonas
vaginalis pela analise direta da secrecao vaginal a fresco.
Foi evidenciada uma boa concordancia entre as citologias
e o exame microbiolégico na evidéncia de Gardnerella
vaginalis e/ou Mobiluncus spp. (Tabela 2).
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Microrganismo

Citologia em meio liquido

Gardnerella
vaginalis e/ou
Mobiluncus spp.

Candida spp.

Trichomonas
vaginalis

Quadro 1. Observacdo microscépica de microorganismos pelas metodologias: citologia convencional e em meio liquido. (Fonte: arquivo pessoal.

Aumento de 400 X).

Tabela 1 - Concordancia entre a citologia convencional e em meio
liquido na evidéncia de agentes microbioldgicos dos esfregacos
cérvico-vaginais avaliados

Agente Microbiolégico ccr CML** p* Kappa

Trichomonas vaginalis 5 1 <0,0004 31%
Gardnerella vaginalis 17 16 <0,0001 81%
e/ou Mobiluncus spp.

Candida spp. 4 3 <0,0001 65%
Total 26 20 - -

*CC: Citologia convencional; **CML: Citologia em meio liquido
***Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo

Tabela 2 - Concordancia entre a citologia convencional e em meio
liquido frente ao exame microbiolégico, na evidéncia de agentes
infecciosos

Agente N o Exame
microbiolégico CC* Kappa CML™ Kappa microbiolégico

Trichomonas

L 5 31% 1 - 1
vaginalis
Gardnerella 17 57% 16 82% 13
vaginalis e/ou
Mobiluncus spp.
Candida spp. 4 50% 3 73% 5
Total 26 - 20 - 19

*CC: Citologia convencional; **CML: Citologia em meio liquido.
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O indice Kappa nao foi calculado para Trichomonas
vaginalis porque o nimero de esfregacos citopatolégicos e
exame microbiolégico positivo para este agente foi baixo,
ficando inviavel esta analise estatistica.

DISCUSSAO

Os agentes Gardnerella vaginalis, Trichomonas
vaginalis e Candida spp. sdo responsaveis por grande parte
das vaginites infeciosas, sendo considerados os principais
microrganismos de interesse clinico evidenciados em amos-
tras cervicais e vaginais por estarem relacionados a maior
risco de aquisi¢do da infecgéo pelo HPV.(")

No presente estudo, os agentes microbiologicos mais
encontrados na citologia convencional foram Gardnerella
vaginalis (24,6%), seguido por Candida spp.(6,3%) e
Trichomonas vaginalis (2,4%), corroborando com os acha-
dos de Chiuchetta et al.(® e Oliveira e Almeida,'"” que ava-
liaram o perfil das inflamacgdes e/ou infecgdes cérvico-vagi-
nais por meio da citopatologia.

A citologia em meio liquido, no presente estudo, apre-
sentou limitagdes para deteccdo de Trichomonas vagi-
nalis, que foi evidenciado em apenas 13,4% dos esfre-
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gacos, enquanto que utilizando-se a citologia convencional,
foram verificados 38,7%. Isso, possivelmente, pode estar
relacionado ao procedimento técnico da metodologia em
meio liquido, que promove retirada de artefatos da amos-
tra, com consequente eliminagéo de alguns agentes micro-
biolégicos de interesse. A maior frequéncia na identifica-
cao de Trichomonas vaginalis nos esfregagos convencio-
nais também pode ser atribuida a maior experiéncia dos
profissionais citopatologistas com esta técnica.('®1®

A citologia convencional tem sido utilizada ha bas-
tante tempo no diagnéstico de infecgdes cérvico-vaginais,
pois a presenca de microrganismos nos esfregacos e as
alteracdes reacionais benignas produzidas pelos mesmos
podem contribuir para o estabelecimento do diagnéstico
de vaginite ou vaginose e avaliar a intensidade da reacéao
inflamatoria, acompanhando sua evolugéo. Além disso, a
técnica citopatolégica permite melhor acuracia para a
deteccdo de microrganismos cérvico-vaginais pela apli-
cacao de critérios morfologicos e possui a vantagem, em
relacéo ao exame direto e cultura, de permitir o arquiva-
mento das laminas.?

Alves et al.?") e Costa,® avaliando a eficacia da cito-
logia de base liquida (DNA-Citoliq® e ThinPrep®, respecti-
vamente) na identificacdo da microbiota vaginal, demons-
traram que as técnicas citopatol6gicas apresentaram resul-
tados similares para a identificacéo de Lactobacillus spp.,
cocos, Actinomyces spp., Leptotrix vaginalis, Chlamydia
trachomatis e Candida spp., mas a identificacdo de
Gardnerella vaginalis foi significativamente maior na cito-
logia em meio liquido, enquanto que Trichomonas vaginalis
foi observado com maior frequéncia nos esfregacos con-
vencionais. Aidentificacdo de Gardnerella vaginalis no pre-
sente estudo revelou similaridade entre as técnicas, sendo
possivel verificar uma elevada taxa de concordancia entre
ambas, discordando dos dados apresentados pelo estudo
acima mencionado.

Na identificagéo de Candida spp. obtivemos boa con-
cordancia entre as técnicas citopatologicas, apesar de que,
quando comparado ao exame microbiolégico, a concor-
dancia foi maior em relagao a citologia em meio liquido,
justificado pela literatura, pelo fato de a base liquida pre-
servar as estruturas morfolégicas da Candida spp., por
possuirem tamanho e peso maiores que as bactérias, nao
sendo, desta forma, eliminadas durante o processamento
técnico do material citologico.®

Os estudos que comparam a citologia convencional
com a citologia em meio liquido mostram que os diagnés-
ticos finais das duas técnicas sdo concordantes, ha maio-
ria dos casos, e os valores de sensibilidade e especifi-
cidade também tendem a ser semelhantes, porém, o tem-
po médio de coleta € menor nas amostras da citologia em
meio liquido, apesar de os custos com esta técnica ainda
serem maiores.(1024
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Apesar de a citopatologia ter sido criada originalmen-
te para o rastreamento das lesdes pré-malignas e malignas
do colo do utero, a identificagdo morfolégica e a evidéncia
de sinais citopaticos de agentes infecciosos do colo do ute-
ro e vagina, por meio deste método, é de grande importan-
cia para o controle de doengas sexualmente transmissiveis,
que causam grande impacto na saude publica brasileira e,
muitas vezes, podem atuar como cofatores das lesdes intra-
epiteliais de alto grau e cancer invasor, influenciando a pro-
gressao da infecgdo cervical pelo HPV.(18.25-27)

CONCLUSOES

Observou-se uma boa concordancia entre a citologia
convencional e em meio liquido na identificagdo dos agen-
tes Candida spp. e Gardnerella vaginalis/Mobiluncus spp.,
assim como uma boa concordancia entre as duas meto-
dologias frente ao exame microbiolégico na evidéncia de
Gardnerella vaginalis/Mobiluncus spp., sendo possivel evi-
denciar que ambas as técnicas mostram-se efetivas na
identificacdo de diversos agentes microbiologicos de in-
teresse clinico, apesar do melhor desempenho da citologia
convencional para a identificacdo de Trichomonas
vaginalis.

Abstract

Objective: To verify the performance of the cytology in liquid medium in
the identification of microbiological agents cervico-vaginal, in relation to
conventional cytology. Methods: An analytical and transversal study,
carried out in the Laboratory of Cytopathology of a university center.
Cytopathological collections were carried out by two methodologies:
conventional and in liquid medium (Liqui-PREP®), besides
microbiological collection. Results: Were evaluated 67 cervico-vaginal
samples for both cytopathological techniques, it being verified that the
conventional cytology identified 26 smears with microorganisms of
clinical interest, whereas cytology in liquid medium identified 20 cases,
being observed good agreement was found between the techniques in
the identification of Gardnerella vaginalis and Candida spp. Conventional
cytology also evidenced more cases of smears with Trichomonas vaginalis
and it occurred good agreement between the cytopathological techniques
and the microbiological examination in the identification of Gardnerella
vaginalis. Conclusion: It was observed good agreement between
cytopathological techniques in the identification of Candida spp. and
Gardnerella vaginalis, as well as between the two techniques front the
microbiological examination in the Gardnerella vaginalis evidence.

Keywords
Uterine cervical neoplasms; Papanicolaou test; Gardnerella vaginalis;
Candida sp.
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