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YEASTS IN VAGINAL SECRETION
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RESUMO

Introducao: candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infecc@o causada pelo crescimento anormal de fungos do tipo leveduras na mucosa do trato genital.
Ultimamente, tem crescido o interesse na utilizacdo da citologia de Papanicolaou (Pap) no diagnéstico de infecgdes associadas a patégenos de transmis-
sdo sexual, mas o método tem sido pouco avaliado para CVV. Objetivos: avaliar a acuricia diagndstica da citologia de Papanicolaou para o diagnds-
tico de fungos vaginais, bem como comparar os resultados da citologia com os da bacterioscopia de secre¢do vaginal (Gram) e cultura. Métodos:
foram coletadas secreg¢des cérvico-vaginais para Gram, Papanicolaou e cultura de leveduras, e as colOnias crescidas na cultura foram contadas. As
mulheres ndo foram triadas para sintomatologia de CVV e foram descartadas aquelas com outra infecgéio agente ou imunodeficiéncias. Foram realiza-
dos célculos estatisticos de sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e negativo, e freqiiéncia de falso-positivos e negativos, em trés
situacdes: na deteccdo de fungos independente da quantidade de coldnias; nos casos com crescimento de 1-9 col6nias; e naqueles com crescimento de >
100. Resultados: a cultura foi positiva em 35 pacientes (21,70%). Sem considerar o nimero de coldnias, a sensibilidade do Gram e da citologia foram
muito parecidas (67,65% e 62,85%), nos casos com crescimento de 1-9 colonias, de 37,50% e 50,00%, e nos casos com crescimento > 100 colonias, de
86,61% e 78,26%. Conclusio: a citologia mostrou-se um método morfolégico com eficiéncia muito semelhante e para pequenos nimeros de col6nias
melhor do que o Gram para detectar leveduras vaginais, tornando-a perfeitamente aplicdvel na rotina laboratorial para este diagnéstico.
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ABSTRACT

Introduction: vulvovaginal Candidiasis vulvovaginal (VVC) it is an infection caused by the abnormal growth of fungus of the type yeasts in the
mucous membrane of the genital treatment. Lately, it has been increasing the interest in the use of the cytology of Papanicolaou (Pap) in the diagnosis
of associated infections the pathogens of sexual transmission, but the method has been little appraised for VVC. Objectives: to evaluate the accuracy
diagnostic of the cytology of Papanicolaou for the diagnosis of vaginal fungus, as well as to compare the results of the cytology with the one of the
bacterioscopy of vaginal secretion (Gram) and culture. Methods: cervico-vaginal secretions were collected for Gram, Papanicolaou and culture of
yeasts, and the grown colonies in the culture were counted. The women didn’t go selected to simptomatology of VVC and they were discarded those
with other infection agent or immunodeficiency. Statistical calculations of sensibility were accomplished, specificity, values positive and negative
predictive, and frequency of false positive and negative, in three situations: in the independent detection of fungus of the amount of colonies; in the
cases with growth of 1-9 colonies; and in those with growth of > 100. Results: the culture of it was positive in 35 patients (21,70%). Without consi-
dering the number of colonies, the sensibility of Gram and of the cytology they were very similar (67,65% and 62,85%), in the cases with growth of
1-9 colonies, of 37,50% and 50,00%, and in the cases with growth > 100 colonies, of 86,61% and 78,26%. Conclusion: the cytology was shown a
morphologic method with very similar efficiency and for small numbers of colonies better than Gram to detect vaginal yeasts, turning her perfectly
applicable in the routine laboratorial for this diagnosis.
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INTRODUCAO

Candidiase vulvovaginal (CVV) é uma infec¢do ocasionada
pelo crescimento anormal de fungos do tipo leveduras na mucosa
do trato genital. Estudos indicam que 20 a 25% das mulheres
normalmente sauddveis e completamente assintomdticas apresen-
tam culturas de secrecdo vaginal positivas para Candida albi-
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cans, o que presumivelmente representa uma colonizacio vagi-
nal. Estes microrganismos podem tornar-se agressivos como con-
seqiiéncia de alguns fatores predisponentes!. CVV é um dos
diagnésticos mais freqiientes na pratica didria em ginecologia e o
nimero de mulheres acometidas parece estar aumentando. Possui
uma incidéncia aproximada de 25% e ocupa o segundo lugar
entre as infec¢des cérvico-vaginais, precedida apenas pela vagi-
nose bacteriana. Apesar de C. albicans ser o agente etiolégico
mais freqiientemente encontrado nas vulvovaginites fungicas, a
prevaléncia de leveduras ndo-C. albicans tem revelado expres-
sivo aumento®*.

A CVV, as vezes de dificil tratamento, representa um pro-
blema sanitdrio de indiscutivel importancia. A maioria das
mulheres apresenta pelo menos um episddio desta vaginite no
decorrer de sua vida. A metade delas apresentard ao menos 2 ou
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3 episdédios anuais e em aproximadamente 5% a CVV se tornard
recorrente, ou seja, ocorrerao 4 ou mais episddios em 1 ano, acar-
retando em significativa alteracdo na qualidade de vida dessas
pacientes>.

Os métodos diagndsticos mais utilizados para a CVV sdo o
exame direto a fresco do conteido vaginal bem como o esfregaco
corado do mesmo conteido (Papanicolaou, Gram, Giemsa ou
azul de Cresil). A identificacdo da espécie envolvida ndo tem
sido empregada na prética didria. Segundo alguns autores, € indi-
cada nos casos nos quais a sintomatologia é muito sugestiva e
todos os exames anteriores apresentaram-se negativos, ou na
recorréncia, para identificar a espécie responsavel pelo pro-
cesso®7.

Ultimamente, tem crescido o interesse na utilizacio da citolo-
gia de Papanicolaou (Pap) no diagndstico de algumas infec¢des
cérvico-vaginais associadas a patégenos de transmissdo sexual,
pois seria de grande valia a utilizagdo de uma técnica laboratorial
sensivel, barata e altamente reprodutivel como a citologia, que se
tornaria uma importante alternativa diagndstica nestes casos>.
Sem divida, hd mais de meio século a citopatologia € utilizada
no diagndstico de infec¢des cérvico-vaginais e vdrios trabalhos
tém sido realizados para avaliar a sua acurdcia diagndstica para
vaginoses bacterianas e tricomoniase® '3, No caso da CVV, ela
permite a observacdo de leveduras e de pseudo-hifas, e também
de alteracdes celulares que sugerem inflamacdo e/ou infecgio!,
contudo pouco tem sido avaliado.

OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo avaliar a acurécia diag-
nostica da citologia para o diagndstico de fungos vaginais. Bus-
cou também comparar os resultados da citologia com os de outra
técnica morfoldgica, a bacterioscopia de secre¢do vaginal
(Gram), que € a mais comumente utilizada na rotina laboratorial
para este fim.

METODOS

O presente estudo experimental foi realizado com secrecdes
vaginais de mulheres de 14 a 66 anos que compareceram ao
Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC)
da Universidade Estadual de Maringd-Parand-Brasil para a reali-
zacdo de exames de secre¢@o vaginal no periodo de abril a agosto
de 2002. As pacientes ndo foram triadas conforme sintomatologia
caracteristica de CVV. Foram descartadas as amostras de mulhe-
res que apresentaram infeccdo cérvico-vaginal por outro agente
etiolégico diagnosticado pelo Gram, Papanicolaou ou cultura,
bem como aquelas com imunodeficiéncias, incluindo aids, diag-
nosticadas imunologicamente. Todas as mulheres participantes
deste trabalho assinaram um termo de consentimento declarando-
se cientes de que o material coletado seria utilizado para pes-
quisa, conforme aprovado pelo COPEP- Comité de Etica em Pes-
quisa Envolvendo Seres Humanos/UEM (Registro n® 007/2002,
parecer n° 013/2002, CI n° 032/02).

Materiais vaginais foram obtidos para a confeccio de esfrega-
cos destinados a coloragcdo de Gram para bacterioscopia e cultura
para leveduras. A andlise do Gram foi realizada a microscopia
Optica em objetiva de 1.000 x para observagdo de leveduras e
pseudo-hifas. As amostras para cultura foram semeadas em pla-
cas contendo Sabouraud Dextrose Agar (Merck), acrescido de
cloranfenicol (2 g/l), que foram incubadas a 35°C/48-72 horas e
as colonias crescidas foram contadas. Um pool das coldnias cres-
cidas foi subcultivado em CHROMdgar Candida (Probac®) para
observacdo da pureza da cultura e também a cor das col6nias. A
partir desse meio seletivo diferencial seguiu-se a identificagdo
das leveduras segundo metodologia classica!>19.

Para a colpocitologia foram coletadas amostras cérvico-vagi-
nais através de técnica padrdo VCE (vagina-cervical-endocervi-
cal), com as quais foram confeccionados os esfregagos tripli-
ces!”, corados pela técnica de Papanicolaou. A andlise foi reali-
zada em microscopia Optica com aumentos de 100 x e 400 x para
a determinacio da presenca de leveduras e pseudo-hifas!8.

O nimero de coldnias de leveduras contadas foi classificado
conforme o descrito por Odds et al.'®, como segue: 0 (auséncia
de crescimento); 1-9 coldnias (colonizac¢do); 10-99 colonias
(sugestivo de infec¢@o) e > 100 coldnias (infec¢do).

Cada etapa do trabalho: cultura para fungos, leitura dos esfre-
gacos de Gram e de citologia, foi realizada por trés diferentes
pesquisadores, de maneira que um nio tinha acesso ao resultado
do outro.

A cultura foi utilizada como gold test para a deteccdo de fun-
gos vaginais. Foram realizados célculos estatisticos de sensibili-
dade, especificidade, valores preditivo positivo (VPP) e negativo
(VPN), e freqiiéncia de falso-positivos (FP) e falso-negativos
(FN). Esses parametros foram calculados em trés situagdes: na
deteccdo de fungos de forma geral, independente da quantidade
de colonias contadas; nos casos em que a concentragdo de leve-
duras foi muito baixa (1-9 colbnias); e naqueles com concentra-
¢do de leveduras muito alta (= 100), através de dados de tabelas 2
x 2 e cdlculo pela prova exata de Fisher. Foi utilizado o pro-
grama estatistico statgraphics versao 5.0.

RESULTADOS

Foram incluidas no estudo 161 pacientes, cuja freqiiéncia de
cultura de secrecdo vaginal positiva para fungos foi de 21,70%,
ou 35 pacientes. A Tabela 1 mostra a relacio entre a espécie de
levedura isolada e sua concentragdo indicada pelo nimero de
colonias da mesma.

Como mostra a tabela 1, para a detec¢do de fungos vaginais,
sem considerar o nimero de colOnias, a cultura foi positiva em
35 casos. Para a metodologia de Gram, a positividade foi de 27
casos (23 coincidiram com a cultura), enquanto 134 foram nega-
tivos (122 coincidiram com a cultura). Para a citologia, a positi-
vidade foi de 26 casos (22 coincidiram com a cultura), enquanto
135 foram negativos (122 coincidiram com a cultura). Em razdo
desses dados foram calculados os pardmetros estatisticos para
Gram e citologia para a deteccdo de fungos vaginais, descritos na
tabela 2.
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Tabela 1 — Relacgdo entre as 35 leveduras isoladas e identificadas e o nimero respectivo de colonias nas amostras cérvico-vaginais coletadas no
Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC) da Universidade Estadual de Maringd — Parand — Brasil, no periodo de abril a

agosto de 2002
Leveduras 1-9 10-99 =100 Total
n’ % n % n % n %

Candida albicans 3 8,57 2 5,71 16 45,71 21 60,00
Candida glabrata 2 5,71 1 2,86 6 17,14 9 25,71
Candida parapsilosis 1 2,86 - - 1 2,86 2 5,72
Saccharomyces cerevisiae 1 2,86 1 2,86 - - 2 5,72
Trichosporon sp. 1 2,86 - - - - 1 2,86
Total 8 22,86 4 11,43 23 65,71 35 100,00

Tabela 2 — Dados estatisticos comparativos entre Gram e citologia para a deteccdo de fungos vaginais, sem considerar o nimero de coldnias,
nas amostras cérvico-vaginais coletadas no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC) da Universidade Estadual de
Maringa — Parand — Brasil, no perfodo de abril a agosto de 2002

Dados estatisticos (%) Gram Citologia
Sensibilidade 67,65 62,85
Especificidade 96,85 96,82
VPP 85,18 84,61
VPN 91,79 90,37
Falso-positivo 14,82 15,39
Falso-negativo 8,21 9,60

Tabela 3 — Descricdo dos resultados das metodologias de citologia, Gram e cultura para o diagndstico de fungos vaginais, e a associa¢do das
duas metodologias morfoldgicas, nas amostras cérvico-vaginais coletadas no Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Anélises Clinicas (LEPAC)
da Universidade Estadual de Maringd — Parana — Brasil, no periodo de abril a agosto de 2002

Citologia Gram Cultura
Positiva Negativa Total

Positivo 17 2 19
Positivo

Negativo 5 2 7

Positivo 6 2 8
Negativo

Negativo 7 120 127

Tabela 4 — Dados estatisticos comparativos entre Gram e citologia para a deteccéio de fungos vaginais nos casos de contagem de colonias de 1-9
e 2 100, nas amostras cérvico-vaginais coletadas no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC) da Universidade Estadual
de Maringd — Parand — Brasil, no periodo de abril a agosto de 2002

Dados estatisticos (%) Gram Citologia
1-9 >100 1-9 =100

Sensibilidade 37,50 82,61 50,00 78,26
Especificidade 100,00 100,00 100,00 100,00
VPP 100,00 100,00 100,00 100,00
Falso-positivo 0,00 0,00 0,00 0,00
VPN 96,83 97,18 97,45 96,50
Falso-negativo 3,17 2,82 2,55 3,50
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Na Tabela 3 s@o descritos os resultados da citologia, do Gram
e da cultura para fungos vaginais, bem como a associag@o dessas
duas técnicas. A partir destes dados, foi calculada a positividade
para a deteccdo de fungos em material vaginal através da associa-
¢do entre citologia e Gram. Esta positividade foi de 77,14%,
sendo que para o Gram utilizado isoladamente o valor foi o
mesmo, 77,14%, enquanto para a citologia, de 74,30%.

Nos oito casos com crescimento de 1-9 coldnias de leveduras,
o Gram foi positivo em trés e a citologia em quatro. Nos 23 casos
com crescimento de colonias de leveduras = 100, o Gram foi
positivo em 19 e a citologia em 18. Através destes dados foram
calculados os parametros estatisticos, descritos na Tabela 4. Con-
siderando o nimero excessivamente baixo de leveduras com
crescimento de 10-99 coldnias (n = 4), estes dados foram descon-
siderados para as interpretacdes.

DISCUSSAO

No Brasil, gracas a campanhas governamentais existentes, o
nimero de mulheres sexualmente ativas que realizam periodica-
mente o seu exame de Papanicolaou € altamente significativo e,
desta forma, se este exame for de valia para o diagndstico de
patégenos sexualmente transmitidos, como fungos vaginais, os
mesmos seriam possivelmente detectados em um niimero muito
grande de mulheres, sem a necessidade de realizacdo de exames
complementares??. Adicionalmente, uma quantidade cada vez
maior de médicos tem utilizado os resultados deste exame como
base para o tratamento de patdgenos cérvico-vaginais, o que leva
a uma preocupacgdo quanto ao desempenho da citologia nestes
€asos.

No presente trabalho, por meio de cultura para fungos, a fre-
qliéncia de isolamento de leveduras em secre¢@o vaginal pela cul-
tura foi de 21,70%, compardvel ao obtido por Bauters et al.?!,
cujo isolamento foi de 20,10%. J4 Cavalcante et al22
leveduras em 35,00% das mulheres.

A especificidade para a deteccdo de fungos vaginais, indepen-
dentemente do nimero de coldnias, foi alta, tanto pelo Gram
quanto pela citologia (96,85% e 96,82%, respectivamente),
demonstrando que € muito alta a probabilidade de concordancia
entre Gram, citologia e cultura quando os resultados sdo negati-
vos para fungos em secrecdo vaginal. Estes valores sdo seme-
lhantes aos de Smith et al.23 1.20, cujos valores de
especificidade se encontraram entre 98% a 100%, confirmando
que a citologia € muito confidvel, comparativamente ao Gram, ao
excluir a presenca de fungos vaginais.

Ainda sem considerar o nimero de colOnias, a sensibilidade
foi de 67,65% e 62,85%, para Gram e citologia, respectivamente.
Isto demonstra que a probabilidade de ambas as metodologias
morfoldgicas serem positivas em casos de cultura de secrecio
vaginal positiva para fungos é também muito semelhante. Gram ¢
a metodologia comumente utilizada na rotina laboratorial para o
diagnéstico de fungos vaginais, porém, quanto a citologia, nossos
achados foram surpreendentes, pois a literatura descreve valores
de sensibilidade muito mais baixos, de 3% a 49%20-23. Além

isolaram

e Avilés et a

disso, Thin et al.>* descreveram que a citologia nio deveria ser
utilizada para este diagndstico.

Segundo Craver & Abermanis2®, para testes propostos como
screening para determinada patologia, como é o caso das duas
metodologias morfolégicas em estudo, a sensibilidade é mais
importante que a especificidade, pois um bom teste aceita falso-
positivos enquanto minimiza falso-negativos. A especificidade é
mais importante para testes confirmatérios, como € o caso da cul-
tura. Em nossos resultados, para detec¢do de fungos de forma
geral, a freqiiéncia de falso-positivos para a citologia foi de
15,39% e para o Gram de 14,82%, ja a freqiiéncia de falso-nega-
tivos foi de 9,60% para a primeira metodologia e 8,21% para a
segunda. Desta forma, os valores falso-positivos sdo aceitdveis e
superiores aos falso-negativos, que foram portanto minimizados.
Considerando que os valores de sensibilidade da citologia foram
muito superiores aos descritos na literatura, a nossa experiéncia
respalda a recomendag@o do seu papel para predizer a presenca
de fungos em secregdes vaginais.

Sapkal e Tehara®®, e Avilés et al.20 descreveram que a citolo-
gia de Pap diagnosticou apenas 22,73% e 21,30%, respectiva-
mente, dos fungos isolados pela cultura, diferindo em muito de
nossos resultados, cuja positividade foi de 74,30%. Pode ser
observado também que, em nossa casuistica, a utilizagdo con-
junta das duas metodologias morfoldgicas, Gram e citologia, ndo
implica em melhora no diagndstico.

Considerando-se os resultados nos casos com crescimento de
1-9 coldnias, pode-se observar que a sensibilidade do Gram ¢é
mais baixa (37,50%) com relagdo a da citologia (50,00%), o que
¢é surpreendente. Isto poderia ser explicado, ao menos em parte,
pelo fato de a citologia, mesmo utilizando o corante de Pap, ndo
ser o ideal para microrganismos, a propria metodologia prevé a
andlise de todo o esfregaco vaginal, pois a inspe¢do da lamina é
realizada em objetivas de pequeno aumento. J4 na leitura dos
esfregacos corados pelo Gram, que € realizada em imersdo, ape-
nas partes do esfregaco sdo inspecionadas, o que poderia acarre-
tar na ndo visualizacdo de leveduras quando as mesmas estdo
presentes na vagina em pequena quantidade. Esta maior detecgdo
pela citologia ¢ clinicamente importante, pois tem sido sugerido
que a colonizacgdo vaginal por leveduras precederia a uma infec-
cdo clinica, representando condicdo predisponente®, que deve
portanto ser diagnosticada.

Ja para os casos com crescimento = 100 colonias, a sensibili-
dade de ambas as metodologias eleva-se significativamente
(82,61% para o Gram e 78,26% para a citologia). Isto nos leva a
sugerir que nestes casos, em que provavelmente estd ocorrendo
infeccdo e a detecg@o é de extrema importincia para direcionar o
tratamento, tanto a citologia quanto o Gram demonstraram ser
6timos métodos diagndsticos, diferentemente do esperado para a
citologia. Além disto, as especificidades, para ambas as metodo-
logias em ambas as situacdes, de baixas e altas concentragdes
fingicas, foi de 100%, contribuindo para a valorizagdo destes
métodos. Porém, analisando as duas metodologias morfoldgicas
de maneira global, quando consideradas as duas situacdes de
estudo com relagdo a quantidade de coldnias, a citologia demons-
trou ser o melhor método diagndstico para fungos vaginais, uma
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vez que apresentou melhores valores de sensibilidade também
em baixas contagens de colOnias.

CONCLUSAO

A citologia mostrou-se um método morfolégico com eficién-
cia muito semelhante ao Gram para detectar fungos vaginais, tor-
nando-a perfeitamente aplicdvel na rotina laboratorial para este
diagnéstico. Isto refor¢a a importancia da correta e minuciosa
inspecdo dos esfregacos cérvico-vaginais pelos citologistas, o
que deve ter contribuido para o bom desempenho da citologia
nesse estudo.
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