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RESUMO

A citologia oncética cérvico-vaginal, além de ser util na triagem de cancer cervical,
também pode ser utilizada na detecgédo de caracteristicas sugestivas de infecgao
pela Chlamydia trachomatis (C. trachomatis).O objetivo deste estudo foi comparar
a citologia com a técnica de imunofluorescéncia direta (IFD) para Chlamydia
trachomatis, utilizando 171 esfregagos cérvico-vaginais de mulheres atendidas no
setor de coleta preventiva de cancer de colo uterino, no Centro Integrado de
Saude Amaury de Medeiros-CISAM, no Recife-PE. Seis casos (3,5%) foram
positivos para C. trachomatis pela IFD. A citologia mostrou inclusées eosinofilicas
em ceélulas metaplasicas, sendo consideradas sugestivas de infecgdo por C.
trachomatis em apenas um caso (0,6%), confirmado pela IFD. A citologia pode
contribuir na deteccao da infecgdo por Chlamydia, desde que sejam levadas em
consideracdo coletas adequadas, com presenca de células glandulares
endocervicais e/ou metaplasicas, além de se considerar também o conhecimento
dos critérios citologicos caracteristicos da infecgéo, visto que, quando comparada
a IFD, mostrou baixa sensibilidade. A IFD deve continuar sendo utilizada na
deteccdo de casos de infeccdo por Chlamydia, com critério e, se possivel, com

maior abrangéncia em servigos publicos de saude.



ABSTRACT

The uterine cervix cytology, besides being useful in the screen of cervical cancer, it
can also be used in the detection of suggestive characteristics of infection by the
Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) .The objective of this study was to
compare the cytology, and, the technique of direct immunofluorescence (IFD) for
Chlamydia trachomatis, using 171 uterine cervix smears of women assisted in the
section of uterine cancer prevention, in Amaury de Medeiros Integrated Center -
CISAM, in Recife. Six cases (3,5%) were positive for C. trachomatis by IFD. The
cytology showed eosinofilic inclusions in metaplatics cells, being considered
suggestive of infection for C. trachomatis in just one case (0,6%), confirmed by
IFD. The cytology can contribute in the detection of the Chlamydia infection, if
appropriate collecting procedure were applied, for the presence of glandular
endocervical and/or metaplastic cells, besides being considered also the
knowledge of the characteristic cytological criteria of this infection, because, when
compared to IFD, it showed low sensibility. IFD should continue being used in the
detection of cases of Chlamydia infection, with criterion and, if possible, with larger

inclusion in public health services.
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1 INTRODUCAO

A Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) esta caracterizada como
microorganismos procarioticos, com parasitismo intracelular obrigatério em células
eucaribticas. Apresenta-se morfologicamente sob forma de corpusculo elementar,
altamente infectante e corpusculos iniciais ou reticulados com baixa capacidade
infectante, sendo uma forma intracelular de carater reprodutor. As células mais
suscetiveis sado as colunares endocervicais, metaplasicas escamosas, além das
células parabasais do trato genital inferior (GARCIA, 1987; SHURBAJI; GUPTA;
MYRES, 1988).

A C. trachomatis € uma bactéria pequena, Gram-negativa com um ciclo de
desenvolvimento complexo e um periodo de laténcia longo (> 30 dias). O ciclo vital
da Chlamydia dura em torno de 48 a 72 horas e se inicia com a adesao de uma
particula infectante, o corpo elementar, a superficie de uma célula. O corpo
elementar entra na célula envolto em uma vesicula fagocitaria derivada da
membrana celular e entdo se reorganiza para formar o corpo reticulado, isto &, a
forma replicadora. Ainda, incluso no vacuolo, o corpo reticulado sintetiza novo
material e se divide. Os corpos reticulados terminam de dividir-se entre 18 e 24
horas depois da infecgdo e ‘amadurecem’ até formar novos corpos elementares. Ao
final do ciclo, a vesicula rompe-se e libera os corpos elementares que vao infectar
outras células (DE PALO, 1996; MAZA; PEZZLO; BARON, 2001).

A infeccao urogenital por C. trachomatis é uma das Doengas Sexualmente
Transmissiveis (DST) mais freqlentes, constituindo-se na atualidade, importante
problema de saude publica, por causar grande impacto no sistema reprodutor das

mulheres (SEADI et al., 2002).



A C. trachomatis no trato genital pode causar linfogranuloma venéreo,
uretrites, cervicites, salpingites, bartholinites, endometrites e outras enfermidades.

Desde os anos 80 a infecgdo pela C. trachomatis é tida como uma das
Infecgbes Sexualmente Transmissiveis (IST) mais frequientes em todo o mundo.
Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a estimativa mundial de
novos casos de infeccao pela C. trachomatis em adultos era de 92 milhdes em 1999,
sendo que 9,5 milhdes ocorreriam na América Latina e Caribe (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2001 apud MIRANDA; GADELHA; PASSOS, 2003). Nas
estimativas do Centro de Controle de Doengas (CDC), nos Estados Unidos, existem
mais casos novos diagnosticados de infec¢ao pela C. frachomatis do que qualquer
outra doencga transmitida sexualmente, incluindo sifilis, gonorréia, verruga genital,
herpes e aids. Entre eles € estimado que 3 e 4 milhdes de casos novos de C.
trachomatis ocorram a cada ano (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 2002 apud
MIRANDA; GADELHA; PASS0S,2003).

No Brasil, ndo ha muitos dados que demonstrem a situagcédo da infecgao pela
C. trachomatis. Os dados publicados na literatura cientifica sobre a prevaléncia
dessa infeccdo sao estudos isolados, em popula¢des especificas, em servicos
determinados, mas que mostram a importancia dessa infecgéo silenciosa em nosso
meio.

O numero reduzido de trabalhos sobre a Chlamydia no Brasil se deve a varios
fatores, entre eles, a falta de sintomas clinicos, que dificulta a identificagcdo das
mulheres, além da dificuldade de acesso delas aos testes laboratoriais. Nos servigos
publicos, sdo raros os locais que oferecem sistematicamente a pesquisa desse
patbgeno e, nos servicos privados, normalmente s6 se pesquisa Chlamydia em

casos sintomaticos ou quando um dos parceiros sexuais relata a presenca da



bactéria. Mesmo nessas situacdes, a pesquisa de Chlamydia trachomatis ainda nao
faz parte da rotina da maioria dos ginecologistas, urologistas ou médicos que
atendem DST (MIRANDA; GADELHA; PASSOS, 2003).

Devido ao diagnéstico clinico ndo ser possivel, sdo necessarios exames
laboratoriais para uma especifica investigagéo.

Atualmente existem varios métodos laboratoriais para o diagndstico da
infecgdo por C. trachomatis, entre os quais temos a cultura de celulas, citologia
oncética cérvico-vaginal (técnica de Papanicolaou), imunofluorescéncia direta,
Enzimaimunoensaio (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA), Reagdo em
Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR) ou Reag¢ao em Cadeia da

Ligase (Ligase Chain Reaction - LCR).

Como objetivo, propomos-nos analisar a Imunofluorescéncia direta (IFD), por
ser um teste diagnostico rapido, de extrema valia e suficiente para o diagnostico e
controle epidemiolégico da infeccdo (ALENCAR et al., 1993), sendo atualmente
bastante utilizado nos laboratérios. Segundo Martinez et al. (1991), ele apresenta
sensibilidade, em torno de 92% e especificidade, 98%. Enquanto que, o método de
Papanicolaou, foi inicialmente proposto por Gupta et al. (1979), quando observaram
caracteristicas morfoldégicas que indicavam a infeccdo pela C. trachomatis,
propuseram a identificacdo da C. trachomatis nos esfregacgos cervicais de rotina pela
observacdo de fina vacuolizagdo intracitoplasmatica, com vacuolos unicos ou
multiplos, contendo inclusdes eosinofilicas, freqlientemente uniformes, moldadas ou
sobrepostas com bordos ondulados, e circundadas por uma area clara.Geralmente
tais inclusdes sado vistas em células metaplasicas escamosas e/ou colunares

endocervicais. Hoje é considerado um método extremamente especifico, porém,



existem restricdbes devido a sua baixa sensibilidade, originada muitas vezes pela a
amostragem celular inadequada, ou seja, coleta de material em local impréprio e
falta de critérios bem definidos para os observadores na analise dos preparados.

Em decorréncia da dificuldade de utilizarmos técnicas de maior custo, e visto
que o Sistema Unico de Saude (SUS)- Ministério da Satde do Brasil utiliza a
citologia rotineiramente, visando a prevencédo do cancer de colo de utero, assim
como, eventualmente, a reagdo de IFD, nosso trabalho propbe-se a realizar um
estudo comparativo dessas técnicas com o objetivo de observar as variaveis
envolvidas nos métodos diagnosticos que permitam melhorar a especificidade e

sensibilidade do diagndstico precoce desse tipo de infeccéo.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Realizar analise comparativa dos métodos morfoldgico, citologia oncética
cérvico-vaginal e imunolégico, imunofluorescéncia direta no diagnéstico da infecgéo
cérvico-uterina pela Chlamydia trachomatis em esfregagos obtidos de pacientes

atendidas em ambulatério de prevencgao de cancer da rede publica.

2.2. Objetivos Especificos
2.2.1. Evidenciar através da citologia oncoética cérvico-vaginal (técnica de
Papanicolaou) as amostras sugestivas de infec¢éo por C. trachomatis.
2.2.2. Detectar a infeccdo por C. trachomatis em material endocervical,
utilizando a técnica de imunofluorescéncia direta.

2.2.3.Comparar os resultados obtidos pelas duas técnicas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Chlamydia trachomatis

O género Chlamydia esta constituido por microorganismos procariéticos que
parasitam células eucari6ticas (GARCIA, 1987).

Chlamydia trachomatis € uma bactéria, obrigatoriamente intracelular que so6
pode viver parasitando as células que ela infecta. A Chlamydia trachomatis mostra
15 imunotipos: A, B, Ba, C,D,E, F, G, H, |, J,K, L1, L2 e L3. Os tipos A, B,Bae C
sdo responsaveis pelo tracoma.Os tipos L1, L2 e L3, pelo linfogranuloma venéreo e
os tipos de D a K, pelas infeccdes genitais (CAMPOS, 1986; WARD, 1995; PANUCO
et al., 2000).

Esses microorganismos s&o incapazes de produzir sua propria energia, sendo
inteiramente dependentes da célula hospedeira para supri-los com ATP e outros
metabdlitos intermediarios. Por isso, as Chlamydias foram inicialmente classificadas
como virus, entretanto, elas possuem uma parede celular e contém DNA, RNA e
ribossomas, sendo posteriormente reclassificadas como bactérias (SILVA,1999).

As Chlamydias apresentam-se sob duas formas basicas diferentes: a de
corpusculo elementar e a de corpusculo inicial ou reticular. Os corpusculos
elementares medem cerca de 30 nm e constituem a forma de transporte extracelular,
altamente infectante. A parede celular tem uma estrutura trilaminar rigida,
semelhante a das bactérias Gram-negativas. Os corpusculos iniciais tém tamanho
variavel, de 800 a 1.200 nm, capacidade infectante baixa, constituindo-se como
forma intracelular, de carater reprodutor (SILVA FILHO ; LONGATTO FILHO, 2000).

A parede externa das Chlamydias contém muitas proteinas antigénicas,

incluindo uma proteina maior de membrana denominada MOMP (major outer



membrane protein) e proteinas de 31 e 18 kd, responsaveis pela ligagdo das
Chlamydias as células eucariontes (SILVA, 1999). As proteinas antigénicas,
presentes na membrana das Chlamydias, induzem a ativacdo dos mecanismos
imunoldgicos humorais e celulares, inclusive, a produgdo de imunoglobulinas
especificas das classes IgA, IgM e IgG, bem como cromocitocinas, interleucinas,
interferons e o fator de necrose tumoral. Com ataques antigénicos repetidos ou
prolongados, as interagdes entre antigenos clamidiais e a defesa imunoldgica celular
do hospedeiro geram a formacao de cicatrizes por C. trachomatis (WESTROM,1999

apud FRIAS et al.,2001).

3.2 Células Suscetiveis a Infecgao

Sua presenca foi descrita nos esfregacos cérvico-vaginais, principalmente no
citoplasma das células cilindricas e metaplasicas (GUPTA et al., 1979).

No nivel genital, a zona de jungdo escamocolunar e a endocérvice sdo as
mais atingidas, mas também se observam colpites, uretrites e salpingites, com risco
de esterilidade (BRUNHAM et al., 1983).

Na infecgdo cérvico-vaginal, as células mais suscetiveis sdo as colunares
endocervicais ou metaplasicas escamosas, admitindo-se, também, as parabasais do

trato genital inferior (SHURBAJI et al.,1988).

3.3 Ciclo de Desenvolvimento

A replicacédo da Chlamydia comega com a adesdo de um corpo elementar a
superficie da célula hospedeira e geralmente penetra na célula por fagocitose
(SHURBAUJI et al., 1988).

Os corpos elementares permanecem em um vacuolo rodeado por uma

membrana derivada da célula hospedeira, que os protege da acéo da lisozima. Os



corpos elementares nao perdem sua individualidade, aumentando de tamanho para
formar o corpusculo inicial, que é metabolicamente ativo, com intensa produgéo de
RNA. O RNAm é produzido no DNA cromossdmico usando uma polimerase de RNA
que depende do DNA contido no corpusculo elementar. O RNAt e o RNAr também
estao presentes no corpusculo elementar. Este processo consome cerca de 7 a 10
horas. O fagossoma dirige-se em dire¢ao centripeta ao nucleo da célula hospedeira.
O corpusculo inicial ja formado sofre fissao binaria para formar novos corpusculos. O
tempo de geracdo dura, mais ou menos, de 2 a 3 horas. Aumenta o numero de
corpusculos iniciais, aumentando também o tamanho das inclusées para formar a
caracteristica capa semilunar ao redor do nucleo da célula hospedeira. Apés 10 a 15
horas, o DNA volta a ser detectavel. Os corpusculos iniciais sdo substituidos por
numerosos corpusculos elementares. Em cerca de 36 horas apos a infecgéo, as
inclusées maduras liberam os corpusculos infectantes pela ruptura das membranas

das células hospedeiras, (SILVA FILHO; LONGATTO FILHO, 2000). (Figura 1).

Ciclo da Chlamydia
na ceélula hospedeira . c

Figura 1 — Ciclo da Chlamydia trachomatis na célula hospedeira.



3.4 Prevaléncia da Infecgao

No Brasil, desconhece-se a incidéncia da infeccdo urogenital por C.
trachomatis, posto que seu diagnostico possui dificuldades praticas na maioria dos
centros diagnosticos de saude publica. De acordo com revisao feita por Miranda et
al. (2003), as taxas de prevaléncia da infecgdo pela C. trachomatis em mulheres
brasileiras relatadas na literatura cientifica encontra-se situada entre 0,6 a 20,2% .

Codes et al. (2002), estudando freqiientadoras de uma clinica de
planejamento familiar na Bahia, encontraram altas taxas de infeccdo por Chlamydia
(11%) entre uma populacdo de mulheres que, de modo geral, referiram
comportamentos de baixo risco. Esses autores observaram, que nos Estados
Unidos, uma variedade de estudos realizados tem demonstrado que as infecgbes
por Chlamydia e gonococo tém alta prevaléncia entre as usuarias de planejamento

familiar, variando de 4,5% a 12,4% para C. trachomatis.

3.5. Sintomas

N&o existem sintomas absolutamente especificos para a infec¢cao genital por
Chlamydia. Tem-se demonstrado que mulheres com infecgbes cervicais pela C.
trachomatis nao apresentam qualquer sinal ou sintoma clinico caracteristico, embora
se tenha verificado que pelo menos alguns casos poderiam apresentar cervicite
folicular caracteristico (MELLES et al., 2000). O que se observa, de um modo geral,
sdo queixas comuns também a outras doencgas sexualmente transmissiveis, como o
corrimento vaginal e/ou dor pélvica.

Tem ocorrido uma maior prevaléncia da infeccdo em mulheres com alguns

sintomas, dos quais a maioria corrimento e/ou sintomas de cervicite (BARBERIS et



10

al., 1997). Os principais sintomas sao os de cervicite compreendendo corrimento
e/ou desconforto pélvico (NAUD, 2004).

No exame ginecologico, pode-se notar corrimento cervical mucopurulento
e/ou sangramento facil do colo do utero, embora tais sinais n&do tenham
sensibilidade nem especificidade para infecgao pela Chlamydia (SCHACHTER,
1978, Apud MIRANDA; GADELHA; PASSOS, 2003)

Existem evidéncias que comprovam a prevaléncia da infecgédo por Chlamydia
em clinica de planejamento familiar da rede publica no Brasil, onde foi observado
que 60% das mulheres infectadas nao apresentam sintomas (CODES et al., 2002).
Ravel (1997) relata que, cerca de 60% a 80% dos casos de mulheres infectadas sdo
assintomaticos.

Em estudos na cidade de Manaus, relacionando os achados ao exame de
colo uterino com a presencga de infeccdo por C. trachomatis, mostrou-se que um
maior numero (17,1%) apresentava apenas leucorréia e outro (10,1%) leucorréia e
macula associada (ALENCAR, 1993).

A uretrite se manifesta com prurido uretral associado com eritema do meato e
aparecimento de gota viscosa matinal a compressao do pénis. Torna-se mais

espessa e amarela, apresentando prurido uretral (FRIAS et al.,2001).

3.6 Doencgas Causadas

Nas mulheres, no nivel genital, a zona de jungdo escamocolunar e a
endocérvice sdo as mais atingidas (BRUNHAM et al.,1983). A C. trachomatis
propaga-se da endocérvice as trompas, através do endométrio, portanto, do quadro
de uma cervicite poderd haver uma anexite, ou seja, um quadro de doenca

inflamataéria pélvica (DIP) com consequente esterilidade (DE PALO, 1996).
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No homem, além da uretrite, pode causar epidimite aguda e prostatite, por
infecgdo ascendente (STAMM, 1988 ; FRIAS et al.,2001).

A localizacdo da C. tfrachomatis nas trompas de faldépio deriva em uma
obstrucdo bilateral das trompas e, consequentemente em infertilidade e
complicacdes ectopicas (PANUCO et al., 2000; CATES ; WASSERHEIT,1994).

Aproximadamente 75% das mulheres infectadas apresentam infecgao
endocervical, enquanto cerca de 50% possuem infeccao uretral, e 25% retal
(RAVEL,1997).

A localizag&o endocervical do microorganismo pode transmitir-se ao neonato
ao passar pelo canal do parto e produzir infecgdes neonatais, como: conjuntivite de
inclusao e/ou pneumonia no recém nascido (BARBERIS et al.,1997; VARELLA et al.,
2000).

Em estudo onde se estabeleceu a prevaléncia da infeccéo por C. frachomatis
em uma populagdo com problemas da reproducgao, observou-se que, em pesquisa
de antigenos de Chlamydia por imunofluorescéncia direta, 43,6% das pacientes
foram positivas (ANGELES et al., 1999).

Sharma; Aggarwal e Arora (2002) mostram a prevaléncia de infeccao
chlamydiana pela detec¢ao de anticorpos IgG anti-chlamydia em 68% das mulheres
com infertilidade.

A Infecgcédo por Chlamydia pode evoluir e produzir uma variedade de quadros
infecciosos. Tem sido relatado ser a C. frachomatis uma das causas mais comuns
de uretrite, nos homens e cervicite, nas mulheres sexualmente ativas (MELLES et
al., 2000).

A C. trachomatis é o agente causador de doencgas do trato urogenital,

linfogranuloma venéreo, tracoma, conjuntivite de inclusdo e pneumonia no recém-
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nascido. Um dos fatores de risco para a infeccdo é a pratica sexual entre
adolescentes. A recorréncia das infeccdes € comum. Episoédios sucessivos de
infeccdo aumentam o risco de desenvolver seqlielas e a chance de contrair a

infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (SEADI et al., 2002).

3.7 Diagnéstico Laboratorial
Varias técnicas tém sido utilizadas para o isolamento, identificacdo e estudo
da Chlamydia trachomatis. Atualmente, mesmo com os avangos do diagnostico
laboratorial, eles ainda permanecem dificeis de executar e tém aplicagao limitada.
O diagnostico da infecgdo pela C. trachomatis ainda é critico, devido a
freqUiéncia de infec¢des assintomaticas (SEADI et al., 2002).

Tradicionalmente, a cultura celular vem sendo bastante considerada no
diagnéstico da infeccado por C. trachomatis, porém recentemente outras técnicas
para a deteccdo de antigenos vém sendo utilizadas, como: a imunofluorescéncia,
ELISA, hibridizagdo de DNA e PCR. (GUERRA et al., 1995 ; MIRANDA et al.,2003).

Devido ao fato de a infeccédo por Chlamydia quando n&o tratada, poder
apresentar graves consequéncias, as normas-padréo dos servicos de planejamento
familiar nos Estados Unidos foram expandidas para incluir o exame de rotina para
essas doencgas. Apds a implementacao rotineira desses exames por mais de 10
anos, observou-se em algumas regides um declinio significativo na prevaléncia de
infeccdo por Chlamydia e gonorréia. No Brasil, a deteccdo das DST n&o é um
procedimento de rotina, sendo efetuada apenas quando as mulheres apresentam
sintomas, e se ha recursos disponiveis para o processamento dos espécimes

(CODES et al., 2002).
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» CULTURA CELULAR

A cultura € uma das técnicas diagnosticas mais precisa, considerada por
muito tempo como o padrao-ouro para identificagdo da C. trachomatis. Entretanto,
seu custo extremamente elevado e a necessidade de utilizacdo de técnicas
sofisticadas, com meios de culturas em células vivas, tornam este método

impraticavel dentro da realidade brasileira.

> IMUNOENSAIO ENZIMATICO
A deteccédo de antigeno de C. frachomatis através do ELISA mostra uma
sensibilidade variando entre 33,3% e 100% e especificidade 92,62% e 100%

(PANUCO et al., 2000 ; VINETTE-LEDUC et al., 1997).

> IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

A Imunofluorescéncia direta (IFD), utilizando anticorpos monoclonais
marcados com fluorescéncia € uma das técnicas mais empregadas nos laboratérios
que nao podem utilizar o cultivo celular ou outras técnicas mais modernas e
sensiveis, devido ao alto custo para sua realizacdo. Permite antecipar o diagndéstico
de infecgao por C. frachomatis, pelo menos, 24 horas do tempo que seria necessario
usando-se técnicas convencionais, como, por exemplo, a cultura. Foi constatado
que, através da imunofluorescéncia direta em espécimes clinicos endocervicais,
pode-se chegar a um diagnéstico de infecgdo por Chlamydia em aproximadamente
30 minutos, sendo entdo, de extrema valia e, do ponto de vista dos autores,
suficientes para o diagnostico e controle epidemiologico da infecgdo urogenital por

C. trachomatis (ALENCAR et al., 1993).
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No comércio existem anticorpos monoclonais fluoresceinados que estdo
dirigidos contra a proteina principal da membrana externa, assim como contra
lipopolissacarideos. Esses ultimos tém-se demonstrado mais especificos, que os
anticorpos contra proteina principal de membrana externa, os quais, sdo mais
sensiveis e menos especificos (GUERRA et al., 1995).

O principio da técnica de IFD baseia-se na identificagdo da C. trachomatis por
meio de um anticorpo monoclonal conjugado com fluoresceina. O anticorpo reage
com a principal proteina da membrana externa ou lipopolissacarideos dos corpos de
inclusdo e dos corpos reticulados, e permite detectar a totalidade dos 15 sorotipos
de C. trachomatis (A,B, Ba,C,D,E,F,G,H,I,J,L1,L.2 E L3). Quando depositado sobre
uma lamina contendo a amostra, o anticorpo monoclonal reage com o antigeno
presente na amostra. Uma fase de lavagem permite eliminar o anticorpo n&o ligado.
Observadas ao microscépio de fluorescéncia, as amostras clinicas diretas infectadas
por Chlamydia apresentam uma fluorescéncia de cor verde maca, caracteristica nos
corpos de inclusdo, sobre fundo contra-corado em vermelho (BIO-RAD®).

A imunofluorescéncia apresenta sensibilidade entre 70 e 100% e
especificidade entre 95 e 100%, segundo Barnes (1989). Confirmando estes valores,
estdo os estudos de Martines (1991), Thejls et al. (1994), que demonstram
sensibilidade entre 77,8% e 92%, além de especificidade entre 98% e 99,5%.

Estudos mostram também uma prevaléncia de 3,6-43,6%, da infec¢ao pela C.
trachomatis, detectada pelo método de IFD (STINGHEN, 2003 ; ANGELES et

al.,1999).

Em estudos da prevaléncia das infec¢des por C. trachomatis em populacao,
utilizando-se a técnica de imunofluorescéncia direta em que foram examinados 161

esfregacos cérvico-vaginais de pacientes atendidas pelo Instituto Adolfo Lutz,
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laboratério J de Taubaté (SP), trinta e trés casos (20,5%) tiveram teste positivo para
C. trachomatis (CAVALIERE et al., 1989). Assim, também, a presenca de corpos
elementares de C. trachomatis pdde ser demonstrada em 42 das 453 mulheres
estudadas, através de um estudo prospectivo observacional, realizado em um
servico de citopatologia no centro Hospitalar 20 de Novembro, no México (MEJIA et
al.,, 1989). Ainda, utilizando o mesmo diagnéstico, 43,6% das pacientes foram
positivas. Angeles et al. (1999); Alencar et al. (1993) detectaram em servigo de
colpocitologia oncética preventiva, na cidade de Manaus, C. trachomatis em 54 das
199 pacientes examinadas (27,1%). A faixa etaria mais acometida pela infec¢ao foi a

de 21 a 30 anos, sendo este também o maior grupo examinado.

> DIAGNOSTICO MOLECULAR
As técnicas de deteccdo antigénica por amplificacdto do DNA da C.
trachomatis (PCR e LCR), tém assumido importante papel diagnoéstico na rotina
clinica dos paises desenvolvidos, apresentando sensibilidade e especificidade
superiores as culturas em células de Mc Coy, estando, contudo, o seu emprego
muito restrito para a nossa realidade (FRIAS et al., 2001). A sensibilidade e

especificidade encontrada estdo em 100% (PANUCO et al., 2000).

> CITOLOGIA ONCOTICA CERVICO-VAGINAL
Gupta et al. (1979) propuseram a identificagdo (anteriormente descrita) da
C. trachomatis nos esfregacgos cervicais de rotina.
Utilizando a imunoperoxidase em esfregacos descorados de Papanicolaou,
Shiina (1985) define os aspectos morfoldégicos nos esfregacos de cervicites por C.

trachomatis, separando os vacuolos vinculados a este agente dos vacuolos do
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muco. A coloracdo com o acido periédico de Schiff (PAS), apds digestdo com
amilase, permite diferenciar a mucina intracitoplasmatica do glicogénio produzido
pela C. trachomatis. Borges e Vera (1986) confirmaram que a C. trachomatis pode
ser reconhecida nos esfregagos corados pelo método de Papanicolaou, relatando
que o estudo citomorfolégico (Papanicolaou) seria um exame util para o diagnéstico
da C. frachomatis, em grandes grupos de populagdo que procuram consultas
ginecoldgicas nos hospitais e que nado sobrecarregam economicamente a instituicéo,
ja que este exame se realiza rotineiramente para a pesquisa de lesdes neoplasicas
no colo uterino.

Posteriormente, Gupta et al. (1988), procurando critérios morfolégicos que
pudessem aumentar o valor diagndstico da técnica de Papanicolaou, verificaram que
o achado mais frequente foi a presenca de grupos de células metaplasicas com
citoplasma finamente vacuolizado, com aparéncia moth-eaten (“comido de traca®),
Esses vacuolos delimitados por membranas finas, mas bem definidos, continham no
interior estruturas puntiformes eosinofilicas, compativeis com corpusculos
elementares.

Dada a alta incidéncia de infec¢des por C. trachomatis no trato genital
feminino, Cavaliere et al. (1989) teria considerado o método de Papanicolaou, em
esfregaco contendo material endocervical, a primeira opgdo de exame para detecgao
deste agente. Através dessa técnica, foram considerados sugestivos de infecgédo por
C. trachomatis os casos que apresentavam fina vacuolizagdo nas células
endocervicais e/ou metaplasicas. Quando comparado a imunofluorescéncia, a
citologia oncética cérvico-vaginal mostrou alta sensibilidade (91,6%). Utilizando
ainda a técnica de Papanicolaou, os autores observaram a presencga de corpos de

inclusdo em 87 pacientes. Em uma de cada duas mulheres com o Papanicolaou
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sugestivo de infeccao por C. trachomatis, foi confirmado através da técnica de
imunofluorescéncia. Mostrando entdo, a eficiéncia do Papanicolaou como técnica
diagnoéstica, pois a sensibilidade foi de 27% e especificidade de 80% (MEJIA et al.,
1989).

Segundo Maeda et al. (1991), os esfregacos citoldgicos mostrando metaplasia
madura bem caracteristica deverdo ser escrutinados com redobrado cuidado, pois
sédo nestes casos que mais freqientemente sdo encontradas alteragbes citopaticas
por C. trachomatis.

Foram estudadas 129 mulheres da triagem, no Departamento de Ginecologia
do Hospital A.C. Camargo — Sao Paulo, através do diagndstico citolégico, em que 44
pacientes (34,3%) apresentavam infecgdo pela C. trachomatis, das quais 42 (32,5%)
foi confirmado pela imunofluorescéncia. Todos os agentes foram encontrados em
material que continha células endocervicais e/ou metaplasicas (SHIRATA et al.,
1992). No mesmo ano, estudo avaliou pacientes atendidas em clinica de DST,
Bombay -india, sendo verificado que as amostras de Papanicolaou ndo s&o Uteis no
diagndstico da infecgao por C. frachomatis (PANDIT et al., 1992).

Em um servigo de diagnostico precoce e terapia ginecoldgica de tumores do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Universidade de Catania, Garozzo et
al. (1993) evidenciaram que o Papanicolaou permite ser o principal teste para
screening da populacéo de risco, devendo, contudo, ser seguido por um diagnostico
correto por imunofluorescéncia com anticorpo monoclonal para C. trachomatis.

Considerando como padrao ouro a cultura de células para o diagnéstico da C.
trachomatis e utilizando como critério a presenca de células metaplasicas contendo
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticas, observou-se que 3 das 11 pacientes

(27,3%) com cultura positiva tiveram os esfregagos corados pelo Papanicolaou
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interpretados como sugestivos de infecgdo por Chlamydia e 10 das 59 mulheres
(16,9%) com cultura negativa apresentaram no Papanicolaou critérios morfologicos
satisfatorios para o diagnéstico da infeccéo (sensibilidade 27,3% e especificidade
83,1%) (RADDI; SOARES, 1994).

Caudill et al. (1994) em Rochester, evidenciaram que a citologia néo é efetiva
na determinagao da presencga de Chlamydia.

Reyes-Maldonado et al. (1996) evidenciaram que a maior incidéncia da
infeccdo por C. trachomatis foi detectada pelo método citolégico quando em
comparagao com as técnicas de imunofluorescéncia e imunoperoxidase.

Vinette-Leduc et al. (1997) mostram que o ELISA e a citologia s&o técnicas
insensiveis comparados com a PCR. Segundo os autores, a citologia ndo deveria
ser usada para diagnéstico da infeccdo por C. trachomatis em mulheres
assintomaticas em populacdo com moderado risco de infeccdo. A sensibilidade e
especificidade da citologia foi de 13,3% e 90%, respectivamente, enquanto a
sensibilidade e especificidade para o ELISA foi de 33,3% e 100%, respectivamente.

A infeccado por C. frachomatis provoca efeitos citopaticos importantes que
podem ser reconhecidos citologicamente pela técnica de Papanicolaou. O que se
discute é a sensibilidade e especificidade da técnica. Nao se pode esquecer que o
exame citoldgico peridédico tem, como objetivo principal, prevenir o cancer do colo
uterino; as informacgdes adicionais sdo recompensa de um trabalho bem feito (SILVA
FILHO; LONGATTO FILHO,2000).

Em estudo realizado por Panuco et al. (2000), no México, constatou-se que as
técnicas de Papanicolaou e PCR foram adequadas para o diagnostico da infecgao
por C. trachomatis. ELISA nao foi confiavel e, portanto, ndo é recomendado para ser

usado como técnica diagndstica em mulheres gravidas em populagcbes de baixo
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risco e baixa prevaléncia. Evidenciaram-se a sensibilidade 100% e especififidade
99,18%, para Papanicolaou; sensibilidade 100% e especificidade 100%, para PCR,
tendo-se como padréo-ouro a PCR.

Stinghen, Nascimento e Leonart (2004) observaram uma prevaléncia de C.
trachomatis de 3,7%, com sensibilidade de 37,5%, especificidade de 100%, taxa de
erro falso positivo zero e taxa de erro falso negativo de 62,5% para o método de
Papanicolaou, quando comparado a IFD. Este estudo, apresentou elevada
especificidade, apesar de ser limitado em relagcao a sua sensibilidade.

A citopatologia tem sido testada estatisticamente em relagcao a outras técnicas
e defende-se ndo haver mais duvidas com relagcdo a sua especificidade. Com
relacdo a sua sensibilidade, vem progressivamente aumentando com o
aprimoramento dos profissionais e a definigdo dos critérios morfolégicos de

diagnostico.
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4 AMOSTRAS E METODOS

4.1. Local e Populagao de Estudo

O estudo foi realizado no Centro Integrado de Saude Amaury de Medeiros, da
Universidade de Pernambuco- CISAM-UPE, no ambulatério, setor de coleta de
citologia oncética cérvico-vaginal , no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA)-Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), setor de imunologia e no
laborat6rio de citologia clinica, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — Centro
de Ciéncias da Saude (CCS) -UFPE.

A populagdo envolvida na pesquisa foi constituida por mulheres que
freqiientavam o servigo do CISAM-UPE, no periodo de 19/07/2004 a 18/10/2004,
diariamente, para realizacdo de citologia oncética cérvico-vaginal. A faixa etéaria
analisada foi de 18 a 35 anos, tendo sido selecionadas 171 pacientes, utilizando-se
os critérios de inclusao e excluséo.

4.2. Critérios de Inclusiao da Amostra

FreqUentar o servico ambulatorial do CISAM para realizagdo do exame

preventivo do cancer de colo de utero;

Ter iniciado atividade sexual;

Ser da faixa etaria entre18 e 35 anos;

Aceitar participar do estudo de maneira livre e esclarecida
4.3. Critérios de Exclusao da Amostra

e Ter realizado Histerectomia;

e Estar em periodo menstrual;

e Estar em periodo gestacional
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4.4. Desenho do Estudo

O tipo de estudo adotado foi transversal, onde comparamos as técnicas de
imunofluorescéncia direta e citologia oncoética cérvico-vaginal, além das variaveis,
citadas posteriormente e quando utilizadas como meio de diagnéstico da Chlamydia

trachomatis.

4.5. COLETA

4.5.1. Coleta de Dados

4.5.1.1 Procedimentos para Coleta de Dados

Ap6s aprovagéo do projeto, pelo Comité de Etica em pesquisa da UPE
(N° 069/04) (Anexo A), as pacientes incluidas na pesquisa, seguindo critérios de
inclusdo descritos anteriormente, foram consultadas a participar da pesquisa
mediante a assinatura de um termo livre e esclarecido de consentimento (Anexo B)
baseado na resolugéo 196/96 do Conselho Nacional da Saude. A coleta foi realizada
no CISAM, no horario da manha, no periodo de 19/07/2004 a 18/10/2004, com a
aplicacao de um questionario padronizado (Anexo C), o qual continha nome, idade,

historia obstétrica, sintomas.

4.5.2 Coleta de Amostras

Citologia oncética cérvico-vaginal

Apds introducdo do espéculo vaginal nas pacientes devidamente
selecionadas, foi coletado material da ectocérvice e endocérvice. A coleta dupla foi
realizada em primeiro lugar na area da ectocérvice com a espatula de Ayre,
apoiando a sua extremidade mais longa no orificio cervical externo e entédo dispondo

o material sobre a lamina. Logo em seguida, foi coletado material endocervical com
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escovinha especifica, introduzindo-a no canal cervical, percorrendo todo o seu
contorno e dispondo o mesmo material delicadamente sobre a mesma lamina. A
extremidade fosca da lamina previamente limpa, continha a identificacdo da paciente
(iniciais do seu nome e n° do registro).

Imunofluorescéncia direta

A amostra para imunofluorescéncia era constituida apenas por material

endocervical (SOS CORPO, 1998).

4.6. PROCEDIMENTOS E EXAMES LABORATORIAIS

4.6.1. Fixacdo da Amostra

Apds a coleta, o esfregaco da citologia oncética cérvico-vaginal foi fixado
imediatamente, segundos ap6s a coleta, utilizando alcool etilico 99,5% (SOS
CORPO, 1998). A outra amostra proveniente da endocérvice, foi submetida a fixacéo
em acetona PA.

4.6.2. Exames Laboratoriais

4.6.2.1.Citologia cérvico-vaginal
X Coloracgao
Apés fixagdo, as amostras foram submetidas a coloragdo de Papanicolaou
simplificada:
e Agua -1 minuto
e Hematoxilina — 15 segundos
e Agua corrente
e Alcool 99,5% - 2 minutos
e Alcool — 2 minutos

e Orange G 6 — 5 mergulhos
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e Alcool — 2 minutos

e Alcool —2 minutos

e EA -4 minutos

e Alcool - 2 minutos

e Alcool — 2 minutos

e Xilol + alcool — 2 minutos

¢ Xilol P.A — 2 minutos

% Montagem
Apds coloracdo e secagem, as laminas foram montadas com balsamo do
Canada e laminulas 24x50mm.
+ Analise microscoépica.
Os esfregacgos foram analisados em microscopio 6ptico NiKon Eclipse E200,
nos aumentos de 100X e 400X.
4.6.2.2. Imunofluorescéncia direta
A outra lamina coletada, fixada em acetona, foi submetida a técnica de
imunofluorescéncia direta, utilizando-se anticorpo monoclonal anti-Chlamydia
trachomatis.(BIO-RAD®).
« Imunofluorescéncia direta para Chlamydia trachomatis (BIO-
RAD®)
O sistema de deteccdo do antigeno de C. trachomatis (Pathfinder) é
constituido por anticorpo monoclonal conjugado com fluoresceina que identifica as

inclusdes de Chlamydia em amostras clinicas diretas.
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Principios do Método

Identificar a C. trachomatis por meio de um anticorpo monoclonal conjugado
com fluoresceina. O anticorpo monoclonal reage com a principal proteina da
membrana externa dos corpos elementares, corpos de inclusdo ou corpos
reticulados, e permite detectar a totalidade dos 15 sorotipos de C. trachomatis (A,B,
Ba,C,D,E,F,G,H,I,J,L1,L2 E L3). Quando depositado sobre uma lamina contendo a
amostra, o anticorpo monoclonal reage com o antigeno presente na amostra. Uma
fase de lavagem permite eliminar o anticorpo nédo ligado. Observados ao microscopio
de fluorescéncia, os esfregacos com células infectadas por Chlamydia apresentam
uma fluorescéncia de cor verde maca, caracteristica, sobre fundo contra-corado em

vermelho.

Procedimentos do Teste

1. Retirava-se uma amostra controle da geladeira e deixava-se a Lamina
estabilizar a temperatura ambiente sem retirar da embalagem (5 a 10 min).

2. As amostras das pacientes eram retiradas dos recipientes de conservacéo e
juntamente com a amostra eram colocadas na camara umida na temperatura
ambiente, apdés se depositar uma gota (cerca de 30ul) do anticorpo
monoclonal em cada area das laminas contendo teste.

3. Apos 15 minutos de incubacao.

4. Lavava-se abundantemente as laminas com agua destilada por 10 a 15
segundos eliminando-se o0 excesso de anticorpos nao fixados e deixou-se
escorrer até secar.

5. Em seguida depositava-se uma gota de meio de fixacdo em cada poco e

cobria-se com uma laminula, evitando formacgéo de bolhas de ar.



25

6. A seguir as amostras eram examinadas ao microscopio de fluorescéncia,
com uma ampliacdo de 400X e confirmava-se no aumento de 1000X

(imerséo).

Interpretacao dos resultados

Considerou-se uma amostra positiva a que apresentou corpos extracelulares
visiveis com uma ampliagdo de 1000X, Esses corpos apresentam-se como
elementos arredondados, de contornos regulares, com uma cor de fluorescéncia
verde maca uniforme. A amostra urogenital com, pelo menos, 5 corpos
fluorescentes por poco foi considerada como positiva. A BIO-RAD® recomenda este
cut-off a fim de reduzir o risco de resultados falsamente positivos, que seriam

devidos a uma interpretacao incorreta de uma fluorescéncia ndo especifica.

4.7. Variaveis do Estudo
As variaveis selecionadas e utilizadas neste estudo foram as seguintes:
Variaveis:
- Idade
- Sintomas clinicos
- Historia obstétrica
- Microorganismos morfologicamente classificados
- Antigenos de Chlamydia trachomatis
- Alteracdes citologicas sugestivas de C. trachomatis
- Lesdbes pré-malignas
- Componente endocervical e/ou da zona de transformacéo

- Alteragdes celulares benignas
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4.7 1. Definicdo das Variaveis

As variaveis utilizadas neste estudo estdo definidas a seguir, sendo
dispensadas as descri¢des para dados auto-explicativos:

- Sintomas clinicos: presenca de sintomas clinicos, comuns a DST,
como corrimento vaginal e/ou desconforto pélvico, foram considerados.

- Histéria obstétrica: definicdo da histéria clinica das pacientes,
considerando dificuldade para engravidar, aborto, gestacbes e aquelas
pacientes sem nenhum dado obstétrico.

- Microorganismos morfologicamente classificados: através da citologia
oncética cérvico-vaginal. Presenga de um ou mais dos
microorganismos relacionados a seguir, detectados em qualquer
amostra citologica analisada: bacilos, cocos, cocobacilos sugestivos de
Gardnerella vaginalis, Trichomonas vaginalis, Actinomyces spp,
Céandida spp e efeito citopatico do Herpes virus.

- Antigenos de C. trachomatis: presencga de antigenos de C. trachomatis,
representados sob a forma de corpusculos elementares e/ou
corpusculos de inclusdo, sendo evidenciados através da reacado de
imunofluorescéncia direta, sendo considerados positivos as amostras
endocervicais que apresentaram fluorescéncia com pelo menos 5
corpos de inclusao por po¢o, de acordo com a metodologia utilizada.

- Alteragbes citoldgicas sugestivas de C. trachomatis: evidéncia de efeito
citopatico em células epiteliais glandulares endocervicais e/ou
metaplasicas escamosas, segundo critérios definidos por Gupta et al.

(1988).
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Lesbes pré-malignas: alteragcbes em células epiteliais escamosas
correspondendo a Leséo Intra-Epitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL)
compreendendo neoplasia intra-epitelial cervical- (NIC I) e/ou Infeccao
pelo papiloma virus humano (HPV) e Lesao Intra-Epitelial Escamosa
de Alto Grau (HSIL) compreendendo NIC II ou Ill. (SOLOMON;
NAYAR, 2005).

Componente endocervical e/ou da zona de transformacao: presenga de
células glandulares endocervicais e/ou metaplasicas escamosas nas
amostras cérvico-vaginais.

Alteracbes Celulares Benignas: presenca de alteracbes celulares
reativas de natureza benigna, associadas a inflamacgao,radiagdo, uso
de dispositivo intra-uterino (DIU) ou outras causas inespecificas, sendo

elas citoplasmaticas e nucleares. (SOLOMON; NAYAR, 2005).

4.7.2. Categorizacio das variaveis

> Idade

As pacientes foram distribuidas em quatro faixas-etarias conforme a idade:

1- De 18 a 22 anos;

2

3

4

De 23 a 27 anos;
De 28 a 32 anos;

De 33 a 37 anos
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> Sintomas clinicos
As pacientes foram distribuidas em duas categorias, conforme sintomas
clinicos:
Sintomaticas
Assintomaticas
> Histoéria obstétrica
A variavel histoéria obstétrica foi distribuida em seis categorias:
- Um aborto + dificuldade para engravidar
- Um aborto
- Dois abortos
- Historia obstétrica normal
- Sem histéria obstétrica
» Antigenos de C. trachomatis
A variavel antigenos de C. trachomatis foi distribuida em duas categorias:
Positivo
Negativo
> Alteragoes citoldgicas sugestivas de Chlamydia trachomatis
A variavel alteracdes morfolégicas sugestivas de C. trachomatis foi relatada
quando se evidenciou efeito citopatico de C. frachomatis nas células.
> Lesodes pré-malignas
A variavel lesGes pré-malignas foi distribuida em 2 categorias:
LSIL

HSIL
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» Componente celular endocervical e/ou da zona de transformacgao
A variavel componente celular endocervical e/ou da zona de transformacéo,
foi distribuida em 3 categorias:
Células glandulares endocervicais
C. glandulares endocervicais + metaplasicas escamosas
C. metaplasicas escamosas
> Alteragcoes Celulares Benignas
A variavel alteragdes celulares benignas foi citada como:

Alteracdes benignas

4.8. Calculo da sensibilidade e especificidade da citologia oncética cérvico-

vaginal

Foram utilizados os dados da tabela 1 para calculo da sensibilidade e
especificidade da citologia oncética cérvico-vaginal.

Tabela 1:Combinag&o binaria entre os resultados provaveis obtidos em um
determinado teste e o diagndstico verdadeiro da doenca (Ferreira; Avila,

1996).
DOENCA- Diagnéstico verdadeiro
TESTE Presente Ausente
Positivo positivos verdadeiros | positivos falsos
A B
Negativo negativos falsos negativos verdadeiros
C D
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4.9. Analise Estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise, utilizando-se o programa
estatistico SPSS para Windows. Foi feita a analise descritiva de todas as variaveis

do estudo, as quais foram apresentadas em valores absolutos e relativos.
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5 RESULTADOS

As caracteristicas gerais das pacientes estao descritas na tabela 2

Tabela 2 - Distribuicdo das pacientes estudadas segundo idade, sintomas clinicos
e historia obstétrica.

VARIAVEIS N %

Idade (faixa-etaria)

18-22 31 18,1
23-27 52 30,4
28-32 53 31,0
33-37 35 20,5

Sintomas Clinicos

Sintomaticos 85 497

Assintomaticos 86 50,3

Historia Obstétrica

Dif p/ Engravidar 02 1,2
Aborto 09 53
Aborto+ Dif. P/ Engrav. 01 0,6
H. obstétrica normal 122 71,3
Sem histéria obstétrica 37 21,6
TOTAL 171 100

DIF — DIFICULDADE; ENGRAV — ENGRAVIDAR; H- HISTORIA



Tabela 3 - Microorganismos morfologicamente classificados em citologia
cérvico-vaginal na amostra analisada.

MICROORGANISMOS N %
LaC. trachomatisobacilos 11 6,4
Bacilos 35 20,5
Bacilos e Candida spp. 04 2,3
Cocos e Céndida spp. 01 0,6
Cocos e Trichomonas vaginalis 01 0,6
Cocos, Bacilos e Candida spp. 04 2,3
Cocos, Bacilos e Trichomonas vaginalis 04 2,3
Cocos e Bacilos 59 345
Cocos, Bacilos e HPV 01 0,6
Sugestivo de Gardnerella e AC. 01 0,6

trachomatisinomyces spp.

Sugestivo de Gardnerella e Candida spp. 01 0,6
Sugestivo de Gardnerella e Efeito do Herpes 01 0,6
virus

Sugestivo de Gardnerella e Bacilos 01 0,6
Sugestivo de Gardnerella e Trichomonas 03 1,7
vaginalis

Sugestivo de Gardnerella vaginalis 41 24,0
Cocos, Bacilos e Sugestivo de C. trachomatis 01 0,6
Esfregaco Insatisfatério 01 0,6
Indeterminado 01 0,6

TOTAL 171 100
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Tabela 4 - Descricao das pacientes segundo alteragdes celulares, morfologia
sugestiva de C. trachomatis, antigenos de C. frachomatis e presenca de
componente endocervical e/ou zona de transformacao.

VARIAVEIS N %
Alteragoes celulares

Alteracdes benignas 118 69
Alteracdes benignas + sugestivo de C. trachomatis 01 0,6
Alteracdes pré-malignas

LSIL 05 2,9
HSIL 02 1,2
Esfregaco insatisfatério 01 0,6
Sem alteragbes assinalaveis 44 25,7
Antigenos de Chlamydia trachomatis

Positivo 06 3,5
Negativo 165 96,5
Componentes celulares endocervical e/ou zona de

transformacgao

Células glandulares endocervical 72 42,1
C. glandulares endocervical e metaplasicas escamosas 58 33,9
C. metaplasicas escamosas 13 7,6
Auséncia de ambas 27 15,8
Esfregaco insatisfatério 01 0,6
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De acordo com os resultados da tabela 2, a faixa-etaria mais estudada,
estava situada entre 23 e 32 anos, correspondendo a 61,4%. Seguido de 18,1%
entre 18 e 22 anos, e 20,5% tinham entre 33 a 37anos.

Em relagdo aos sintomas clinicos ndo houve diferenga significativa entre
pacientes sintomaticas (49,7%) e assintomaticas (50,3%).

Apenas 10 pacientes (5,9%) relataram histéria de aborto, enquanto que 2
(1,2%) apresentavam dificuldade para engravidar.

De acordo com a tabela 3, os microorganismos morfologicamente
classificados mais frequentes foram cocos e bacilos (flora mista) e cocobacilos
sugestivos de Gardnerella vaginalis e/ou Mobiluncus spp.

Conforme a tabela 4, as alteracdes celulares benignas foram observadas em
69% das amostras e em apenas uma (0,6%) havia caracteristicas sugestivas de
infeccao por C. frachomatis. Ja as alteragbes celulares correspondentes a lesées
pré-malignas (compreendendo LSIL e HSIL) foram observadas em 4,1% das
amostras analisadas.

A pesquisa de antigenos de Chlamydia trachomatis, através da IFD,
apresentou 3,5% de positividade nas amostras estudada.

Os componentes celulares endocervical e/ou da zona de transformacéao

(células metaplasicas), foram observados em 83,6% das amostras.
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% Achados citolégicos com sintomas clinicos
A maior parte das pacientes que relataram algum sintoma clinico,
apresentava algum tipo de alteragao celular, 69/85 (81,2%), enquanto que delas

apenas 01 (0,6%) mostrou ser esta alteracao sugestiva de C. trachomatis (Tabela 5).

Tabela 5- Achados citoldégicos com sintomas clinicos das
pacientes estudadas.

SINTOMAS
CITOLOGIA ASSINTOMATICAS | SINTOMATICAS TOTAL
E. | 1 1
ALT.BENIGNAS 55 63 118
HSIL 2 2
LSIL 2 3 5
SEM ALTERAGAO |29 15 44
SUGEST. DE C. 1 1
trachomatis
TOTAL 86 85 171

E. l. — ESFREGACO INSATISFATORIO; HSIL- LESAO INTRA-EPITELIAL ESCAMOSA
DE AUTO-GRAU; LSIL- LESAO INTRA-EPITELIAL ESCAMOSA DE BAIXO GRAU.
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s Achados citolégicos e os microorganismos morfologicamente
classificados.

Em relagédo aos microorganismos classificados morfologicamente,125/171
(73,0%) pacientes mostravam estes agentes relacionados a algum tipo de alteracao
celular, enquanto que 44/171 (25,7%) pacientes ndo apresentavam nenhuma
alteracao celular na citologia cérvico-vaginal. Nestes, todavia, a presencga de Bacilos
ou Lactobacilos foi a flora observada. As pacientes estudadas, que apresentavam
algum tipo de alteracéo celular, mostraram uma diversidade de microorganismos,
sendo estes classificados como: cocobacilos sugestivos de Gardnerella vaginalis e
/ou Mobiluncus spp., cocos e bacilos, Candida spp, Trichomonas vaginalis,
Actinomyces spp., efeito do virus Herpes, além de efeito sugestivo de infeccao por

C. trachomatis. (Tabela 6), a seguir.
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Tabela 6 - Achados citolégicos e os microorganismos morfologicamente

classificados.

MICROORGANISMOS CITOLOGIA
ALTE.BENIG |HSIL |LSIL | SEM/ALTER |SUGEST.C.t

Bacilos/Candida 3 1

Bacilos 4 31

Cocos/Candida 1

Cocos/Tricomonas 1

Gardnerella/AC. 1

trachomatisinomyces

Gardnerella/Candida 1

Gardnerella/ Herpes 1

Gardnerella 37 1 3

Gardnerella/Bacilos 1

Gardnerella/Trichomonas |3

LaC. trachomatisobacilos 11

Mista/Céandida 4

Mista/C. trachomatis 1

Mista/HPV 1

Mista/Trichomonas 4

Mista 56 1 1 1

TOTAL 117 2 5 44 1

ALTE. — ALTERACOES; HSIL- LESAO INTRA-EPITELIAL ESCAMOSA DE AUTO-GRAU; LSIL- LESAO INTRA-
EPITELIAL ESCAMOSA DE BAIXO GRAU; SUGEST. - SUGESTIVO; BENIG- BENIGNAS; Ct-Chlamydia

trachomatis

Obs: UMA AMOSTRA CITOLOGICA FOI INSATISFATORIA POR ESFREGAGO PURULENTO
EM UMA AMOSTRA CITOLOGICA A MICROBIOLOGIA FOI INDETERMINADA
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A faixa etaria em que mais predominaram alteracbes celulares foi a
compreendida entre 23 e 27 anos, com 39/171 (22,8%) e 28 e 32 anos, com 36/171

(21,0%), sendo estas também as mais predominantes no estudo (Tabela 7).

Tabela 7- Achados citologicos e faixa-etaria das pacientes estudadas

FAIXA-ETARIA
CITOLOGIA 18-22 23-27 28-32 33-37 TOTAL
E.l 1 1
ALT.BENIGNAS | 21 37 34 26 118
HSIL 1 1 2
LSIL 3 2 5
SEMALTER. |6 13 16 9 44
SUGEST.DE C. 1 1
trachomatis
TOTAL 31 52 53 35 171

E. | — ESFREGAGO INSATISFATORIO; HSIL — LESAO INTRA-EPITELIAL ESCAMOSA DE AUTO GRAU; LSIL —

LESAO INTRA-EPITELIAL ESCAMOSA DE BAIXO GRAU.
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% Achados citolégicos e IFD para pesquisa de antigenos de Chlamydia
trachomatis.

Observou-se que, em apenas (1/6) das pacientes cuja imunofluorescéncia foi
positiva para C. frachomatis, os achados citolégicos foram compativeis, ou seja,
mostraram caracteristicas sugestivas de C. frachomatis. (Figura 2 e 3, a seguir).
Enquanto que as outras (5/6) pacientes apresentaram outras alteracdes celulares
benignas (reatividade associada ou ndo a inflamagéo) n&o sugestivas de C.
trachomatis. Das pacientes com leséao de baixo (LSIL) e alto grau (HSIL), nenhuma

delas estava relacionada a presenca de antigenos de C. trachomatis, Tabela 8, p.40.

Figura 2 - Esfregago cérvico-vaginal. Coloragdo de Papanicolaou. 400X

Chlamydia trachomatis.



Figura 3 — IFD para C. trachomatis.

Tabela 8 - Achados citolégicos e IFD para pesquisa

Chlamydia trachomatis.

40

de antigenos de

IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

CITOLOGIA NEGATIVO POSITIVO TOTAL
E. I 1 1
ALT.BENIGNAS [ 113 5 118
HSIL 2 2

LSIL 5 5

SEM/ ALT. 44 44
SUGEST.DE 1 1
C.trachomatis

TOTAL 165 6 171

E. | — ESFREGACO INSATISFATORIO; ALT- ALTERAGOES;SUGEST-SUGESTIVO; HSIL- LESAO
EPITELIAL ESCAMOSA DE AUTO GRAU; LSIL- LESAO INTRA-EPITELIAL ESCAMOSA DE BAIXO GRAU

INTRA-
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% Achados da IFD para Chlamydia trachomatis e os sintomas clinicos

Observou-se que 4/6 das pacientes positivas para C. trachomatis na IFD

relataram sintomas, enquanto que apenas 2/6 delas mostraram-se assintomaticas

(Tabela 9), abaixo.

Tabela 9 - Achados da IFD para Chlamydia trachomatis e os sintomas

clinicos.

SINTOMAS
IFD ASSINTOMATICAS |[SINTOMATICAS TOTAL
NEGATIVO |84 81 165
POSITIVO |2 4 6
TOTAL 86 85 171

+ Pacientes positivas para C. trachomatis pela IFD e histéria obstétrica

Apenas 1/6 das pacientes positivas para antigenos de C. trachomatis relatou

historia prévia de aborto, enquanto 4/6 relataram histéria obstétrica normal e 1/6 néo

teria tido filho ainda (Tabela 10, p. 42).
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Tabela 10 - Imunofluorescéncia direta com a histéria obstétrica.

HISTORIA OBSTETRICA
IFD 1AB [1AB [2AB |DE |NORMAL |S/HIST.OBST |TOTAL
IDE
NEGATIVO |1 7 1 2 118 36 165
POSITIVO 1 4 1 6
TOTAL 1 8 1 2 122 37 171

AB- ABORTO; DE- DIFICULDADE PARA ENGRAVIDAR; S- SEM; HIST- HISTORIA; OBST.- OBSTETRICA

>

X/
*

Pacientes com reagdo de imunofluorescéncia positiva para C.

L)

trachomatis e faixa-etaria

As pacientes positivas para C. trachomatis por IFD estavam entre as duas
faixas-etarias mais frequentes no estudo, ou seja, 23-27 e 28-32 anos, sendo a

positividade para C. trachomatis 4/6 e 2/6, respectivamente.

% Positividade da reagdao de imunofluorescéncia para C. trachomatis e

presenca de componente celular endocervical e/ou da zona de

transformacgao

Todas as pacientes com positividade para C. trachomatis na IFD
apresentavam células glandulares endocervicais e/ou metaplasicas escamosas na

citologia, conforme (Tabela 11, p. 43).
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Tabela 11 - Reacéo de IFD para C. frachomatis e presenga de componente
endocervical e/ou da zona de transformacéo.

CELULAS
IFD E.1 |AUSENCIA [END |END E MET |MET TOTAL
NEGATIVO | 1 27 69 |56 12 165
POSITIVO 3 2 1 6
TOTAL |1 27 72 |58 13 171

END- ENDOCERVICAIS; MET- METAPLASICAS.; E.I- ESFREGAGO INSATISFATORIO

Sensibilidade e especificidade da citologia oncética cérvico-vaginal,

utilizando como padrao ouro a técnica de imunofluorescéncia direta.

(Tabela 12).

Tabela 12 - Sensibilidade e especificidade da citologia
oncaotica cérvico-vaginal

Resultado da | Resultado da Imunofluorescéncia
citologia Positivo Negativo
Positivo 1 0
Negativo 5 0
Total 6 0

Sensibilidade (%): 16,6%

Especificidade (%): 100%



44

6 DISCUSSAO

Barberis et al. (1997) relatam que um dos fatores de risco nas infecgbes seria
a idade. O grupo etario mais afetado estaria compreendido entre 21 e 30 anos,
devido a uma maior atividade sexual ou maior numero de parceiros. No entanto
Miranda et al. (2003) reportam que a baixa idade é um dos fatores de risco mais
importantes. A idade inferior a 20 anos, ou a 25 anos, dependendo da populagao
estudada, seria o principal fator de risco. Nosso estudo, todavia, observou que a
faixa-etaria com maior positividade para C. trachomatis foi a compreendida entre 23
e 27 anos (4/6), sendo as demais 28 e 32 anos (2/6). Com isso, observamos que a
maior freqiéncia da infeccdo estaria nas proximidades da faixa etaria citada por
Barberis et al. (1997). No entanto, idades inferiores a 25 anos obtivemos apenas 1/6
com positividade.

Seadi et al. (2002) relatam que um fator limitante no diagnéstico da infecgéo
por Chlamydia seria as infec¢des assintomaticas, embora a maioria dos estudos
relacionados se preocupem mais em detectar populagbes sintomaticas, deixando
escapar as de baixo risco sem sintomas. Neste estudo, ndo houve diferenca
significativa em relagéo as pacientes sintomaticas (49,7%) e assintomaticas (50,3%).
Melles et al. (2000) isolaram C. trachomatis de material endocervical de 14 (8,4%)
mulheres do grupo das assintomaticas. Ravel (1997) cita que 60-80% das mulheres
infectadas por C. trachomatis sao assintomaticas, confirmando estes achados Codes
et al. (2002) observaram que 60% das mulheres infectadas n&o apresentam
sintomas.

Barberis et al. 1997 constataram que 71,4% das mulheres com infec¢ao por

C. trachomatis foram sintomaticas e 28,6%, assintomaticas. Nossos achados
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mostraram que do total de pacientes positivas para antigeno de C. trachomatis,
apenas 2/6 (33,3%) mostraram-se assintomaticas e 4/6 (66,7%) relataram algum
sintoma. No entanto, estes sintomas podem estar ou n&o relacionados a presenca
da infecgdo, pois pode existir a presenga de outro microorganismo que também
poderia expressar sintomas semelhantes. Assim, reafirmamos a conclusdo de
autores de que ndo existe, de fato, sintomas que se possa dizer especificos de
infecgdo genital pela C. trachomatis. Nao devendo, portanto, este parametro ser
utilizado como hipétese diagnostica.

A maior parte das pacientes estudadas nao relatam queixas na sua histéria
obstétrica, compreendendo 122/171 (71,3%) com histéria obstétrica normal e 37/171
(21,6%) sem histéria obstétrica. Porém, 10/171 (5,9%) ja tiveram aborto e 2/171
(1,2%) teriam dificuldade para engravidar. Das pacientes com positividade para C.
trachomatis através da IFD, apenas 1/6 (16,7%), apresentaram problema obstétrico
(aborto), enquanto as 5/6, nao relataram nenhum problema obstétrico. Angeles et al.
(1999) evidenciaram uma frequéncia de 43,65% de infecgdo em uma populagdo com
problemas de reproducédo e Garozzo et al. (1993) relatam que as infecgdes sdo
geralmente assintomaticas, mas em casos de aborto e esterilidade sao razbes para
suspeitar da infecgao.

Dos microorganismos morfologicamente classificados em nosso estudo,
houve uma maior freqiéncia de flora mista (cocos e bacilos), em 69 (40,3%) dos
casos e cocobacilos sugestivo de Gardnerella vaginalis e/ou Mobiluncus spp., em 48
(28,1%) das pacientes. De Palo (2002) evidencia que a vaginose bacteriana
acomete, aproximadamente, 35% das mulheres que procuram clinica de doencas
sexualmente transmissiveis €, no minimo, 5 a 15% das que procuram atendimento

ginecologico de rotina.



46

A prevaléncia de C. frachomatis na populacéo estudada foi de 3,5%. Estudos
mostram prevaléncia desse microorganismo variando conforme origem das
populacdes estudadas. Stinghen; Nascimento e Leonart (2004), em Curitiba-PR,
encontraram 3,7%; Miranda et al. (2000), 13%, em Vitoria -Espirito Santo; Codes et
al. (2002) 11,4%, na Bahia, Frias et al. (2001), em Teresdpolis-RJ, encontraram
positividade para C. trachomatis em 5% da amostra analisada.

A amostra citologica pela técnica de Papanicolaou mostrou presenca de
componente celular endocervical e/ou da zona de transformacido (células
metaplasicas) em 83,6%, das pacientes estudadas, estando incluidas neste
percentual todas as pacientes com positividade para C. trachomatis 6/171, pelos
diferentes métodos laboratoriais utilizados. Sendo, entdo, observado que n&o
necessariamente tendo wuma amostra representativa, pode-se constatar
caracteristicas citolégicas sugestivas da infecgdo por C. trachomatis, mesmo sendo
positiva em outra técnica laboratorial.

No entanto, um dado importante que deve ser levado em consideracado na
analise citologica durante investigacdo de infecgdo por Chlamydia, segundo Shirata
et al. (1992) e Cavaliere et al. (1989), seria a presenca de células endocervicais e/ou
metaplasicas. Ja Stinghen; Nascimento e Leonart (2004) citam que um diagnéstico
confiavel estd diretamente associado a uma coleta representativa da regiédo
infectada; no caso de cervicites, a regido endocervical. Gupta et al. (1979), assim
como Borges e Vera (1986) evidenciaram a C. trachomatis nos esfregagos cervicais
através da observagdo de inclusbes no citoplasma das células metaplasicas

pavimentosas e colunares endocervicais.
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Caudill et al. (1994); Geeling et al. (1975); Pandit et al. (1992) ndo aprovam a
eficiéncia da citologia no diagnéstico da infeccao por C. frachomatis. No entanto,
outros mostram uma boa aceitacdo desta técnica.

No presente estudo, os efeitos citopaticos sugestivos de infec¢cdo por C.
trachomatis foram identificados em 1/171 (0,6%) das pacientes pelo método de
Papanicolaou, e em 6/171 (3,5%), por IFD. Stinghen, Nascimento e Leonart (2004)
detectaram 3,6% de positividade para C. frachomatis, utilizando a IFD e 1,4% com o
método de Papanicolaou. Cavaliere et al. (1989) obtiveram 6,8% de amostras
positivas no exame citolégico e 20,5% por IFD.

Rantala e Kivinen (1998) observaram que 27% da amostra com alteragdes
inflamatoérias e 2,4% da amostra sem alteragdes inflamatérias foram positivas para
C. trachomatis na IFD. Nossos achados mostram que toda amostra que foi positiva
para C. trachomatis na IFD, apresentou alteragdes celulares benignas na citologia
cérvico-vaginal, sendo na maioria reativas associadas a inflamag¢do. No entanto,
todas as pacientes positivas na IFD, no exame citolégico mostraram: cocos e bacilos
em 3/6 (50%), cocobacilos sugestivo de Gardnerella vaginalis 2/6 (33,3%) e 1/6
(16,7%) bacilos e Candida spp.

Nos nossos achados, nenhuma paciente com presenca de C. frachomatis
apresentava lesdes pré-neoplasicas com ou sem infeccédo pelo HPV. No entanto,
Smith, et al. (2002) observaram a possivel associagdo da C. trachomatis como co-
fator do HPV na etiologia do cancer escamoso cervical.

O diagnéstico da Chlamydia spp. ndo esta citado em Solomon e Nayar
(2005), porque existe uma baixa eficacia diagndstica na rotina citolégica para este
organismo. Nbés usamos critérios propostos por Gupta et al. (1988) e nossos

achados sugeriram que a infecgado por C. frachomatis ocorreu em apenas 1/171
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(0,6%), sendo o mesmo confirmado através da IFD. No entanto, os 5/6 (3,0%)
diagnosticados positivos para C. trachomatis apenas por IFD ndo demonstraram
nenhum critério sugestivo da infeccdo na citologia. Todavia, Gupta et al. (1979)
evidenciaram que o estadio final da infeccdo por Chlamydia seria identificado pela
presenca de inclusbes intracitoplasmaticas com bordos definidos, moldagem,
elevacao e formagao de target central. Podemos, entdo, defender que existe certa
influéncia do estagio da infecgdo na detecgédo da C. trachomatis utilizando o método
citolégico. Observamos, com isso, que na IFD ndo existe esta influéncia, portanto
existe a vantagem de ser um diagndstico mais precoce, bastando apenas que haja a
presenca ativa da bactéria e seus antigenos.

Panuco et al. (2000) encontraram quatro casos (3,2%) sugestivos de C.
trachomatis, sendo trés confirmados por IFD e PCR.

Mejia et al. (1989); RADDI e SOARES (1994) observaram a sensibilidade e a
especificidade para o Papanicolaou em torno de 27% e 80%, respectivamente. Nas
proximidades desses percentuais, encontram-se nossos achados, os quais
evidenciaram 16,6% e 100% de sensibilidade e especificidade, respectivamente.

Vinette-Leduc et al. (1997) evidenciaram que a citologia e a ELISA, quando
comparadas com a técnica de PCR, seriam insensiveis. Em contrapartida, quando
Panuco et al. (2000) comparam a técnica de Papanicolaou com outros diagnoésticos
mais sensiveis e especificos como PCR e ELISA, observaram que a mesma
apresenta sensibilidade 100% e especificidade 99,18%. No entanto, vale salientar
que PCR ainda é impossivel de constituir um exame de rotina nos servigcos

brasileiros.



49

A citologia pode contribuir na detecgdo da infecgdo por Chlamydia, porém
faltam fatores para aumentar sua sensibilidade, embora, demonstre boa
especificidade.

Apesar das diversas controvérsias observadas entre as técnicas, foi possivel
evidenciar que a técnica de Papanicolaou, desde que seja realizada com amostra
adequada, ou seja, com representagdo celular satisfatéria e criteriosamente
analisada, pode ser considerada como diagnéstico eficaz na deteccdo da C.
trachomatis.

Nossos achados sugerem que a citologia (técnica de Papanicolaou) pode
contribuir para o diagnostico da infeccado por Chlamydia, entretanto ndo deve ser
considerada uma técnica diagndstica unica conclusiva. Assim como € utilizada na
triagem para deteccdo do cancer cervical, pode ser relevante na triagem, em
servicos publicos de saude, sugerindo um rastreio mais definido de DST,
considerando em especial a Chlamydia trachomatis.

Por fim, ressalte-se ser necessario ampliar e aprimorar estudos, confirmando
achados citologicos utilizando IFD ou outras técnicas num universo maior de

amostras.
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7 CONCLUSAO

% E possivel identificar Chlamydia trachomatis em esfregacos cérvico-
vaginal de acordo com critérios definidos por Gupta et al. (1988),

< A IFD, utilizando material endocervical, deveria continuar sendo utilizada
na deteccdo de casos de infecgdo por Chlamydia, com critério, e se
possivel, disponibilizada em maior escala nos servigos publicos,
objetivando atender ndo s6 a demanda de pacientes sintomaticas, mas a
toda a populagao de vida sexual ativa.

% Na amostra estudada concluiu-se que comparando, a técnica de
Papanicolaou com a imunofluorescéncia direta, a sensibilidade e a

especificidade da citologia foi de 16,6% e 100% respectivamente.
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ANEXO B



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,
Permito minha admiss&o no Ambulatorio do Centro Integrado de Saude Amaury
de Medeiros (CISAM).

Em consequéncia, permito ser submetido a rotina de investigagcéo para os

procedimentos diagnésticos indicados para esse objetivo, tais como exames
laboratoriais (coleta de material cérvico-vaginal).

Antes de minha participagdo neste ambulatério, o profissional envolvido na
investigacdo, me dara informagdes adicionais que eu julgar necessarias para meu
melhor entendimento quando entao, solicitara meu consentimento para os
procedimentos relacionados a investigacéao.

Na dependéncia do (s) resultado(s) obtido (s) através de exame laboratorial,
receberei um encaminhamento para setor especifico, nesse servigo, onde
receberei acompanhamento médico e/ou tratamento adequado se necessario.

Autorizo a utilizagao destas informacgdes obtidas de minha pessoa, em
reunides, congressos e publicag¢des cientificas preservando, neste caso, a minha
identidade.

Esse “Termo de Consentimento” me foi totalmente explicado e eu entendi
seu conteudo.

Finalmente, estou ciente de que poderei recusar ou retirar meu
consentimento, em qualquer momento da investigagcdo, sem qualquer penalizagéo.

Este documento foi confeccionado em duas vias ficando uma via em minha

posse e a outra em posse dessa instituigao.

Ass.
Nome do Membro da Equipe de Pesquisa

Ass.
Nome da Paciente

Ass.
la. Testemunha

Ass.

2a. Testemunha
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CITOLOGIA CERVICO-VAGINAL

INFORMACOES PESSOAIS

N° Prontuario

Data de Nascimento
L7 7]

Endereco

Citologia Anterior

Sim

INFORMACOES DA COLETA

I:l Normal (Negativo Inflamatério)

I:l Anormal ( NIC ou Carcinoma)

|:| Nao
I:l Ignorado

Ha quanto tempo

I:l Até 3 Anos
I:l De 3 a5 Anos

I:l Acima de 5 Anos

I:l Ignorado

Data da coleta

LI/

| /1

Informag¢des Clinicas

[ ]pw
|:| Gestante

|:| Hormonioterapia
|:| Radioterapia Pélvica
|:| Outras Informagdes

Inspecdo do Colo

Presente
|:| Sem Tumor Evidente

|:| Com Aspecto Tumoral

|:| Ausente
|:| Nio Visto

Sintomas ( ) sim ( ) ndo






