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RESUMO

Introducio: o sistema DNA—Citoliq® (DCS) (Digene, Brasil) é um novo sistema de citologia em base liquida que utiliza 0 UCM (Universal
Collection Medium) como meio de preservacdo celular com utilidade tanto para a citologia oncoldgica quanto para a detecgdo molecular de DNA de
HPV, Neisseria gonorrhoea e Chlamydia trachomatis. Estudos recentes tém mostrado sua elevada sensibilidade no diagndstico de lesdes epiteliais.
Objetivo: comparar o diagnéstico morfolégico microbiolégico obtido entre o material preparado com o DCS e o de esfregacos convencionais.
Métodos: coletaram-se amostras de 3.129 mulheres. Depois da passagem de espétula de Ayre e escova endocervical, realizaram-se os esfregacos
cldssicos, sendo as laminas fixadas em solugdo alcodlica. A escova contendo material residual de células da endocérvix foi usada para coletar a amos-
tra da ectocérvix e acondicionada em tubo com UCM. O processamento da 1amina DCS foi feito de acordo com o protocolo padrdo. Todas as 1aminas
foram coradas pela técnica de Papanicolaou. Resultados: os métodos permitiram resultados semelhantes para lactobacilos (p=0,32), cocos (p=0,98),
Actinomyces sp. (p=1,0), Leptotrix vaginalis (p=0,37), Chlamydia tracomatis (p=0,45) e Candida sp. (p=0,75). A detec¢do de Gardnerella vaginalis
foi significativamente maior nos preparados DCS (p=0,0001), enquanto Trichomonas vaginalis foi observada mais freqiientemente nos esfregagos
convencionais (p=0,001). Conclusdo: conclui-se que a colheita de amostras pelo sistema DCS foi capaz de identificar agentes microbiolégicos com
eficdcia similar a obtida com os esfregacos convencionais.

Palavras-chave: citologia, Gardnerella vaginalis, Chlamydia trachomatis, Candida sp

ABSTRACT

Introduction: DNA-Citoliq System® (DCS) (Digene, Brasil) is a new liquid based cytology system for cervical material intended both for oncologic
cytology and molecular tests for HPV, Neisseria gonorrhoea, and Chlamydia trachomatis. Recent studies have shown its high sensitivity for identif-
ying epithelial lesions. Objective: compare the efficacy between specimens prepared with DCS and conventional Pap for morphological infectious
agent’s diagnosis. Methods: samples were collected from 3,129 women. After cervical scraping with Ayre spatula and endocervical brushing, the
sample was immediately smeared on the slides and alcohol-fixed. The same brush with residual endocervical cells was again used to scrape the ecto-
cervical surface and placed in a tube with Universal Collection Medium (UCM) and processed at the laboratory according to DCS protocol. All slides
were stained by the conventional Papanicolaou method. Results: both methods yielded equal results for lactobacilli (p=0.32), cocci (p=0.98),
Actinomyces sp (p=1.0), Leptotrix vaginalis (p=0.37), Chlamydia trachomatis (p=0.45) and Candida sp (p=0.75). Gardnerella vagnalis (p=0.0001)
was seen significantly more on DCS slides, whereas Trichomonas vaginalis was more frequently seen on the conventional slides (p=0.001).
Conclusion: besides yielding high sensitivity for detecting squamous lesions and proving to be suitable for molecular tests as reported in other stu-
dies, DNA-Citoliq performed as well as conventional smear in the identification of microbiological agents.
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INTRODUCAO

O advento da citologia em base liquida promoveu impacto
importante na rotina do exame peridédico de Papanicolaou, pois,
com uma Unica coleta, pode-se avaliar a existéncia de lesdes epi-
teliais escamosas ou glandulares, além de permitir o uso de out-
ros recursos diagndsticos moleculares por técnicas como a captu-
ra hibrida e 0 PCR!-2,

As infeccdes vaginais constituem um dos mais freqiientes pro-
blemas do ambulatério de ginecologia e, portanto, reconhecer os
agentes envolvidos € de grande interesse na selecdo da conduta
adequada. Dentre os processos mais freqiientes que acometem a
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populacdo geral citam-se as infec¢des por Trichomonas vagina-
lis,Candida sp. e Gardnerella vaginalis>.

Muito embora o teste de Papanicolaou tenha sido preconiza-
do, fundamentalmente, para o reconhecimento das alteragdes epi-
teliais de natureza neopldsica ou pré-neopldsica do colo uterino,
por meio dele, apesar de ndo ser o ideal, pode-se sugerir, com
alta correlac@o aos testes considerados como padrdo ouro, a pre-
senca de certos agentes infecciosos>#. Dessa forma, a identifica-
¢do morfoldgica ou a suspei¢do diagndstica de determinados
virus e bactérias sdo informes adicionais do exame citopatoldgico
como tem sido relatado na vaginose bacteriana’, situaciio em que
a coloracdo de Papanicolaou apresenta desempenho diagndstico
similar a outros métodos®, sobretudo quando as clue-cells sdo
consideradas’-8.

Por sua vez, as uretrites masculinas também podem ser estu-
dadas em esfregagos corados pelo método de Papanicolaou com
90% de especificidade para a identificacdo de Chlamydia tra-
chomatis®.

E muito elevada, variando de 93 a 99% para Chlamydia tra-
chomatis e de 81 a 83 % para Neisseria gonorrhoeae, a sensibili-
dade e a especificidade de métodos moleculares realizados com
amostras coletadas em fluidos desenvolvidos para a citologia de

10.11 Esses dados sdio muito estimulantes, uma vez

base liquida
que esses métodos poderdo ser associados as rotinas clinico-labo-
ratoriais, envolvendo a investigagdo ginecoldgica de doengas
sexualmente transmissiveis, cuja prevaléncia tem se mostrado
crescente no decorrer dos tltimos anos!2,

O objetivo do presente trabalho foi comparar o desempenho
do sistema DNA-Citoliq com o esfregaco convencional na sus-
peita citologica da presenca de certos agentes microbianos que

comumente acometem o trato genital feminino inferior.

METODOS

As amostras foram coletadas em seis laboratérios privados
distribuidos pelo Brasil: Ciap (Brasilia); Instituto Roberto
Alvarenga (Belo Horizonte); Analab (Curitiba); Biocito
(Goiania) e Salomao e Zoppi (Sao Paulo). 3.129 mulheres
encaminhadas para exame rotineiro de preven¢do do céncer
ginecoldgico tiveram amostras coletadas segundo o seguinte
protocolo:

1. raspado do colo com espatula de Ayre e escova endocervical,
realizacdo imediata do esfregaco cldssico e fixacdo em solu-
¢ao alcodlica;

2. a escova contendo o material residual de células da endocér-
vix foi usada para coletar amostra da ectocérvice e, apos,

acondicionada em tubo contendo um mililitro de solucdo de

DST — J bras Doengas Sex Transm 16(4): 27-31, 2004

UCM. No laboratério de citopatologia, para a feitura da 1ami-
na citolégica, esse material foi processado de acordo com o
protocolo padrio do sistema DCS, a saber:

a. agitar individualmente os tubos em voértex, em alta veloci-
dade, por 15 segundos, para desprender as células contidas
nas cerdas da escova e homogeneizar a solucio;

b. imediatamente antes de pipetar cada amostra, agitar nova-
mente o tubo, em vortex, por mais cinco segundos;

c. remover a tampa do tubo e pipetar 200 ul da amostra;

d. distribuir uniformemente a amostra sobre toda a superficie
da membrana de policarbonato;

e. apos completar as 12 amostras, fechar a tampa do
Prepgene® com as travas laterais. Manter nessa posicdo
por 10 segundos a fim de filtrar o espécime e promover a
transferéncia das células para as laminas;

f. fixar as 1aminas contendo o imprint celular com fixador em
spray ou imergir todo o Lamigene® em cuba com alcool
absoluto;

g. retirar as 1dminas e corar pelo método habitual de
Papanicolaou.

O reconhecimento morfolégico da microflora obedeceu aos

seguintes critérios!?

1- Trichomonas vaginalis: protozoario flagelado com cerca de
15 a 20 micra, forma ovalada, coloragdo cinza ou rosada, com
ntcleo pequeno excéntrico, ovalado e hipercromico, com gra-
nulos eosinéfilos citoplasmaticos.

2- Actinomyces sp.: bactérias de aspecto filamentoso, que apare-
cem como grupos amorfos mais escuros centralmente e com
projecdes periféricas lembrando “ourico do mar”.

3- Gardnerella vaginalis: reconhecidos pela identificacdo de
clue-cells (células pistas), células cariopicndticas com cito-
plasma recoberto por diminutos cocobacilos.

4- Chlamydia trachomatis: aspecto varidvel de acordo com o
ciclo do microorganismo. Podem-se observar vactiolos com-
postos de corpusculos elementares intracitoplasmaéticos, desde
mintsculos fragmentos, geralmente escuros, até aglomerados
maiores com tonalidades azul-avermelhada, acometendo, pre-
ferencialmente, células metapldsicas. Podem ocorrer altera-
¢des mais discretas, com aspecto de “mordedura de traca”
(moth eaten), representado por fina microvacuolizac¢do perici-
toplasmética que, ao exame cuidadoso, evidencia a presenca
de pequenos microorganismos.

5- Candida sp.: reconhecimento de hifas e/ou esporos. As hifas
ou micélios tém comprimento varidvel, geralmente segmenta-
do e coloragdo rosada. Os esporos também aparecem rosados

e medem cerca de trés a seis micra.
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6- Leptothrix vaginalis: aparecem como estruturas curvilineas,
mais longas que os bacilos de Ddderlein e de coloragio
acinzentada.

Os citopatologistas participantes da pesquisa tiveram dois
periodos de treinamento especifico com o novo método de prepa-
ragdo citolégica. Esses treinamentos objetivaram discutir as
mindcias diagndsticas e uniformizar os resultados. Dessa forma,
computou-se como resultado de cada 1amina e de cada método de
preparagdo, aquele que foi encaminhado pelo laboratério de ori-
gem da paciente.

As freqiiéncias de positividade entre os dois métodos na
deteccdo dos diversos agentes microbiolégicos pesquisados
foram comparadas através do teste do Qui-quadrado. Foram con-

sideradas significantes, diferengas com erro alfa inferior a 5%.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados da deteccdo de cada agen-

te infeccioso conforme o preparado citolégico empregado. Como

pode ser visto, daqueles que ndo s@o constituintes normais da
microflora vaginal, a maior percentagem encontrada, por qual-
quer um dos métodos, foi de Trichomonas vaginalis, Gardnerella
vaginalis e Candida sp. Vale ressaltar que 84,9% das pacientes
ndo apresentavam qualquer suspeita de infeccao.

A Tabela 2 apresenta a anélise estatistica para os agentes
pesquisados. A suspeicdo diagndstica foi semelhante nos dois
métodos para os agentes lactobacilos (p=0,32); cocos (p=0,98);
Actinomyces sp (p=1,0); Leptotrix vaginalis (p=0,37); Chlamydia
trachomatis (p=0,45) e Candida sp (p=0.75). Por sua vez, a sus-
peicdo de infec¢do por Gardnerella vaginalis foi significante-
mente maior nas amostras preparadas com o sistema DNA-
Citoliq (p=0,0001), em contrapartida, Trichomonas vaginalis foi
mais freqiientemente evidenciada nos esfregagos convencionais
(p=0,001).

DISCUSSAO

A importante missdo de representar adequadamente a amostra

colhida em servigos privados ou publicos de ginecologia € passo

Tabela 1 - Agentes infecciosos. Correlagdo entre preparado convencional e DNA-Citoliq.
DNA-Citoliq

Convencional Lactobacilos Cocos Actinomyces Gardnerella Leptotrix Candida Chlamydia Trichomonas Total
Lactobacilos 1307 108 26 35 2 60 1538
Cocos 115 949 26 4 8 17 1119
Actinomyces 1 4 5
Gardnerella 8 6 111 1 1 8 135
Leptotrix 1 4 5
Candida 39 3 1 82 1 3 129
Chlamydia 1 1 2
Trichomonas 91 52 11 2 1 39 196
Total 1561 1119 4 176 8 129 5 127 3129

Tabela 2 - Andlise estatistica da correlagdo entre preparado convencional e DNA-Citoliq na identificacdo de agentes microbioldgicos.

Agente
Lactobacilos
Cocos
Actinomyces
Leptotrix
Candida sp.
Chlamydia
Trichomonas
Gardnerella

p
0,32
0,98
1,00
0,37
0,75
0,45

0,001*
0,0001**

(*) — para laminas convencionais
(**) — para laminas DNA-Citoliq
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fundamental para a confiabilidade dos resultados obtidos pelo
teste de Papanicolaou. O elevado niimero de amostras insatisfat6-
rias € parametro importante de ser constantemente checado nesses
servigos, pois dele depende a eficicia do teste. Além disso, o
diagndstico de alteracdes citopatoldgicas compativeis com lesdes
intra-epiteliais e de agentes freqiientemente associados as infec-
¢oes pelo HPV, devem nortear a questdo da qualidade da
citologia'**.

Em nosso meio € alta a prevaléncia de agentes bacterianos,
fiingicos e protozodrios no conteido vaginal, com oscilagdes ao
longo do tempo, demonstrando que certas infec¢des, como a
Trichomonas vaginalis, podem estar apresentando curva descen-
dente, enquanto outras, como a Candida sp, apresentam-se asce-
dentes®. A Gardnerella vaginalis, por sua vez, tem alta prevalén-
cia e pode estar relacionada com as infec¢des pelo HPV*. De

fato, em Brasilia, Sim&es-Barbosa et al.’?

constataram que de
2000 a 2002, aumentou 2,2 vezes a prevaléncia de vaginose bac-
teriana, tricomoniase, candidiase e lesdes intra-epiteliais. A des-
peito de eventuais diferengas regionais, o cuidado na investiga-
¢do citopatoldgica € necessidade nacional premente.

Dessa forma, a identifica¢@o ou a presenca de sinais citopati-
cos de agentes infecciosos no trato genital feminino inferior é de
grande importancia para o controle das doencas sexualmente
transmitidas. Nesse escopo, o teste de Papanicolaou, embora nio
tenha sido originalmente proposto para esse fim, acaba por repre-
sentar instrumento de grande impacto para a saide publica, uma
vez que é largamente empregado para o rastreamento das lesdes
HPV-induzidas!2. Por essa razio, como apregoa a Sociedade
Brasileira de Citopatologia, se identificados, deve-se referir a
presenca desses agentes no laudo citopatoldgico.

E imperativo, portanto, que qualquer novo preparado para ser
utilizado como padrdo para o rastreamento citolégico do cancer
cervical, deve, além de ser mais sensivel que o convencional no
diagnéstico das lesdes HPV-induzidas, ser também capaz de
identificar os agentes que acometem o trato genital inferior. Foi
com essa finalidade que se realizou o presente estudo.

O sistema DNA-Citoliq mostrou desempenho diagndstico
semelhante ao convencional na identificacdo dos agentes infec-
ciosos mais comuns. Por sua vez, fez excecdo a identificagdo da
Gardnerella vaginalis e do Trichomonas vaginalis.

A retirada do muco, debris celulares e aglomerados leucocitéd-
rios, além da distribui¢do homogénea das células epiteliais sobre
a lamina, proporcionada pelo sistema DCS, faz com que o aspec-
to microscdpio desse preparado se apresente de forma mais
“limpa”, permitindo melhor visibilizagao das clue-cells e, conse-
qientemente, melhor sensibilidade para o diagndstico de
Gardnerella vaginalis®’.

A maior freqiiéncia de Tricomonas vaginalis identificada nos
esfregacos convencionais pode ser atribuida a maior experiéncia

com esse método por parte da maioria dos observadores, uma vez
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que nio houve qualquer relato de dificuldade diagnéstica para o

reconhecimento do protozodrio com o meio liquido.

CONCLUSAO

Conclui-se, pelos resultados obtidos, que a citologia em base-
liquida, com o sistema DNA-Citoliq, para a suspeita diagndstica
das infec¢des vulvovaginais mais comumente encontradas, tem

desempenho diagndstico similar ao preparado convencional.
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