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ABSTRACT

Aim of the study: To evaluate the morphological pattern of cervicovaginal flora elements in liquid based
SurePath™ cytology.

Material and methods: During the period between May, 2010 and August, 2011, 10.166 gynecological
samples preserved in liquid based SurePath were evaluated at Barretos Cancer Hospital, in order to identify
cervicovaginal flora.

Results: Data showed that Lactobacillus sp were observed in 48.92% of the exams, Bacilli in 25.19%, Cocci
in 11.77%, Candida sp in 5.14%, Gardnerella sp in 11.41%, Trichomonas vaginalis in 0.57% and in 0.02% of the
exams the effects of Herpes virus. Any microorganism was observed in 2.45% of the exams.

Conclusion: This study demonstrates that the liquid based preparation does not interfere with the

identification of cervicovaginal flora.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o padrdo morfolégico dos microrganismos presentes em exames cervico-vaginais
preparados a partir de amostras conservadas em meio liquido SurePath™.

Materiais e métodos: No periodo de maio de 2010 a agosto de 2011, 10.166 exames citolégicos cervicais
preservados em meio liquido (SurePath™) e avaliados no Hospital de Cancer de Barretos, com vista a
identificac@o morfoldgica da flora microbioldgica.

Resultados: Do total das amostras analisadas observaram-se Lactobacillus sp em 48,92% dos exames,
Bacilos em 25,19%, Cocos em 11,77%, Candida sp em 5,14%, Gardnerella em 11,41%, Trichomonas vaginalis
em 0,57% e, em 0,02% dos exames havia efeito citopatico compativel com virus do grupo Herpes. Em 2,45%
dos exames ndo se observaram microrganismos.

Concluséo: O presente estudo demonstrou que o método de base liquida ndo interfere com a identificagcao

da flora cervicovaginal.

Palavras-chave: Microflora vaginal, citologia em meio liquido SurePath™
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INTRODUCAO

O teste de Papanicolaou foi desenvolvido

pelo médico grego Dr. Georgios Nicholas
Papanikolaou (ou George Papanicolaou), que iniciou
a investigagdo citolégica com a finalidade de
compreender as fases do ciclo menstrual e a
atividade hormonal*. O teste de Papanicolaou tem
sido utilizado ha muitos anos para prevencdo do
cancro do colo uterino e, desde entdo, possibilitou
ndo apenas a identificagdo de alteracdes celulares
mas também de agentes infecciosos do trato genital
feminino®.

Em muitos paises, o método de preparagdo
convencional das amostras foi substituido pela
citologia em meio liquido (CML). A CML foi criada
com o intuito de diminuir as limitacdes técnicas da
preparacdo das laminas, padronizar a coloracdo e
facilitar a deteccdo de anomalias pela leitura
automatizada guiada por computador, ou manual. A
CML foi tdo bem aceite que hoje é largamente
utiizada, mesmo sem o sistema de leitura
automatizado®. Os métodos de CML mais utilizados
sdo o SurePath™ e o Thinprep™.

Além das vantagens na preparagao da amostra,
a CML permite uma melhor randomizagéo das células
efetivamente transferidas para as laminas, evitando
perdas indesejaveis da amostra. No método de
SurePath™, o material € quase todo processado e
resulta numa preparacdo de células de 13 mm de
diametro na lamina”.

Na preparacao convencional, ha documentacao
da presenca da microbiota vaginal residente de
acordo com o que foi relatado num estudo realizado
na Finlandia, que demonstrou que o esfregago
corado por Papanicolaou tem sensibilidade de 0,85 e
especificidade de 0,92 para identificar vaginoses
bacterianas — Gardnerella vaginalis, Mobiluncus e
Prevotella®. Para além disso, um estudo comparativo
entre o esfregago convencional e o processamento
em meio liquido pelo método de SurePath™ revelou
que a capacidade de detecdo de Candida sp em
meio liquido foi quase o dobro do que no
convencional. No entanto, em relacéo a identificagédo

de Trichomonas e Gardnerella, as preparacdes
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convencionais permitiram uma melhor detecgéos.

Os tipos microbioldégicos mais frequentemente
encontrados nas amostras cervico-vaginais s&o:
um bacilo néo

Lactobacillus, gram  positivo

patogénico, corado de azul pela coloracdo de
Papanicolaou; Gardnerella vaginalis, um pequeno
bacilo associado a vaginose bacteriana, geralmente
muito numeroso, com aparéncia de filme e que se
adere ao citoplasma da célula escamosa formando a

I”®: Trichomonas vaginalis, um protozoario

“clue cel
em forma de péra transmitido sexualmente e Candida
sp, um fungo eosinofilico que aparece em formato de
filamentos de hifas ou de esporosa. De referir, ainda,
a presenga do virus Herpes simplex, que &
identificado pelas modificagbes que causa nas
células, como multinuclea¢do, moldagem do nucleo
com aparéncia de vidro e/ou inclusbes nucleares
eosinofilicas®,

Devido ao facto de o método de preparacdo da
CML eliminar fatores interferentes como o muco e o
sangue, recorrentemente restam duavidas sobre a
potencial eliminacdo da microbiota das preparagfes
cérvico-vaginais, 0 que poderia ser uma
desvantagem da CML face a citologia convencional.
Ressalve-se que o0 objetivo primério do teste de
Papanicolaou esta relacionado com a identificagao de
alteracdes malignas e pré-malignas do colo uterino, e
ndo com a identificagcdo de agentes etioldgicos.
Contudo, reconhecendo-se a importancia que esta
variavel pode ter em alguns contextos, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficacia na identificagdo
microbiolégica em exames cervico-vaginais em meio
liqguido armazenados em SurePath™ e corados por

Papanicolaou.

MATERIAIS E METODOS

A colheita de material cervico-vaginal foi
realizada em mulheres encaminhadas ao ambulatério
do Hospital de Céncer de Barretos (HCB), em
mulheres examinadas nas carretas da Prevencdo do
HCB e em mulheres que passaram por consultas de
ginecologia nos municipios que enviaram os exames
ao setor de Patologia do HCB, no periodo de maio de

2010 a agosto de 2011.
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De um total de 33,998 exames citologicos
cervico-vaginais em meio liquido, avaliados segundo
o Sistema Bethesda 2001, foram analisados
retrospetivamente 10,166 exames selecionados por
amostragem aleatoria simples.

As amostras foram colhidos em meio liquido
SurePath™ (TriPath Imaging, Burlington, NC, USA) e
as laminas processadas pelo PrepMate™ e
PrepStain™.

As laminas foram analisadas por um grupo de 4
citologistas e 2 citotécnicos com experiéncia entre 2 e
12 anos (média de 6,8 anos) em microscopio de luz,
de maneira tradicional. O microscépio utilizado foi o
Nikon Eclipse E200 com objetivas panoramica (4X),
nos aumentos de 10X e 40X.

A andlise dos dados foi efetuada pelo programa
SPSS para Windows® v. 20.0 (Inc., Chicago, IL,
USA). Para efetuar a andlise estatistica foi utilizado o

teste Mann-Whitney, o Qui-quadrado e o teste T.

RESULTADOS

No total das amostras analisadas observaram-
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se: 4975 (48,92%) casos com Lactobacillus sp, 2560
(25,19%) com Bacilos, 1197 (11,77%) com Cocos,
523 (5,14%) com Candida sp, 1161 (11,41%) com
Gardnerella, 58 (0,57%) com Trichomonas vaginalis e
2 (0,02%) com efeito citopatico do virus do grupo
Herpes. Em 249 (2,45%) casos ndo se observaram
microrganismos (Outros) (Grafico 1).

As principais caracteristicas das pacientes
envolvidas neste estudo estdo representadas na
Tabela 1. A idade média das mulheres em estudo foi
de 45 anos (D.P. = 13,9), variando de 13 a 96 anos.
Ressalta-se que a maioria das mulheres esta entre
as faixas etarias de 31 a 60 anos e com baixo nivel
escolar, sendo maioritariamente oriundas, ou pelo
menos residentes, no estado de S&o Paulo (Tabela
1).

A Tabela 2 apresenta a média das idades das
mulheres com mais prevaléncia de cada
microrganismo e a Tabela 3 apresenta as
reconhecidos

frequéncias dos  microrganismos

morfologicamente  nas  preparagdes  cervicais
preservadas em meio liquido, de acordo com a faixa

etaria das pacientes.

M Presente

W Ausente

Gréfico 1 — Percentagem dos diferentes microrganismos presentes nas amostras cervico-vaginais.
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Tabela 1- Caracterizacdo das pacientes
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n %
Idade em categorias 11a20 367 3.6%
21a30 1369 13.5%
31a40 1917 18.9%
41a50 2733 26.9%
51 a60 2271 22.4%
61a70 1178 11.6%
71a80 277 2.7%
81a90 29 0.3%
91 a 100 3 0.0%
Escolaridade Sem informagéo 1370  13.9%
Analfabeta 1015 10.3%
1° grau incompleto 3644 36.9%
1° grau completo 1355 13.7%
Segundo grau completo 1901 19.2%
Superior 595 6.0%
Estado de origem da paciente Goias 124 1.3%
Mato Grosso 325 3.4%
Mato Grosso do Sul 506 5.3%
Minas Gerais 502 5.2%
Para 13 0.1%
Rondbnia 550 5.7%
Sé&o Paulo 7533 78.6%
Outros 34 0,3%

Tabela 2 — Avaliagdo da presenca dos microrganismos de acordo com as idades das pacientes.

Presenca de

Média da

) : ) Minimo Maximo P valor
microrganismos idade

N&o 48 14 96

Lactobacillus sp Sim 42 13 88 <0,01
N&o 44 13 96

Cocos Sim 57 16 91 <0,01
Nao 45 13 91

Bacilos Sim a7 14 96 <0,01
N&o 46 13 96

Candida sp Sim 38 13 77 <0,01
Nao 46 13 96

Gardnella sp Sim 41 15 86 <0,01
N&o 45 13 96

Trichomonas
vaginalis* Sim 48 20 69 0,71

Utilizado Teste de Mann-Whitney.
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(*Para o grupo Trichomonas vaginalis, foi realizado Teste T)
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Tabela 3 — NUumero de pacientes com infe¢cao por microrganismos de acordo com a faixa etdria.

Idade Lactolsascillus Cocos Bacilos Candida sp Gard:;rella Tri/c;g(??atlnir;as Outros
n %* n %* n %* n %* n %* n %* n %*
11a20 212 2,1 9 0,1 81 0,8 48 0,5 64 0,6 1 0,0 0 0
21a30 823 8,1 32 0,3 302 3,0 111 11 206 2,0 2 0,0 6 0,0
31a40 1129 111 58 0,6 447 4.4 130 0,1 265 2,6 12 0,1 14 0,1
41 a 50 1524 15,0 163 1,6 649 6,4 143 1,4 368 3,6 20 0,2 23 0,2
51 a60 880 8,7 474 4,7 636 6.3 72 0,7 197 1,94 16 0,2 81 0,8
61a70 338 3,3 370 3,6 333 3,3 13 0,1 50 0,5 7 0,0 82 0,8
71a80 55 0,5 81 0,8 98 0,9 6 0,1 7 0,1 0 0 32 0,3
81a90 5 0,1 8 0,1 10 0,1 0 0 2 0,0 0 0 3 0,0
91 a 100 0 0 1 0,0 2 0,0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 4966 48,9 1196 11,8 2558 25,2 523 51 1159 114 58 0,6 241 2,4

*Percentagem em relacéo a 10,144 pacientes (auséncia de dados relativamente a idade de 22 pacientes)

DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado num centro de
referéncia em prevencéo e tratamento de cancro do colo
uterino no Brasil, o HCB. No HCB sado examinadas
150,000
observadas e analisadas por um grupo de 4 citologistas

anualmente uma média de citologias,
e 5 citotécnicos. As amostras foram observadas durante
a rotina diaria do Departamento de Patologia do HCB.
Os citologistas intervenientes sao altamente qualificados
tendo tido formagdo prévia para a familiarizagdo com a
leitura das amostras processadas em meio liquido
SurePath™.

tedricas e praticas, foi ministrado por profissionais

A formacdo, que é composta por aulas

qualificados BD (Becton Dickinson).

As pacientes que fizeram parte do estudo
apresentavam entre 13 e 96 anos de idade. Do total de
mulheres (10,166) apenas 8,510

questionario, as questdes acerca da escolaridade e

responderam no

destas, a maioria (43%) apresentava 0 primeiro grau
incompleto. O Estado de origem mais frequente foi o
Estado de S&o Paulo, com 78,6% das mulheres, devido
a localizacéo do HCB.

A maioria das pacientes apresentou Lactobacillus
sp (48,9%). Os lactobacilos sdo responsaveis pela
protecdo natural do epitélio vaginal, convertem agUcares

em acido lactico e mantém o pH acido, auxiliando a
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imunidade inata’. No que diz respeito as células tumorais
cervicais, segundo Motevaseli et al® os lactobacilos
exercem um efeito citotoxico que é independente do pH
e lactato.

Em relacdo a presenca de Gardnerella sp,
Candidas sp e Trichomonas vaginalis verificou-se uma
11,41%, 514% e 0,57%,

respetivamente. Contudo, um outro estudo, realizado em

percentagem  de

Fortaleza (Brasil), demonstrou taxas mais elevadas na
detecdo de microrganismos, verificando-se 18,6% de
Gardnerella sp, 5,7% de Candida sp e 3,0% Trichomonas
vaginalisg.

No presente estudo, a detec¢cdo de Trichomonas
(0,57%) foi maior do que a encontrada no estudo
realizado com o sistema ThinPrep, Cytic (Marlborough,
U.S.A),
Trichomonas vaginalis em 0,2% das amostras colhidas
entre os anos de 2005 a 2008"°.

Segundo as faixas etarias das mulheres estudadas,

Massachusetts, no qual foram observadas

a maior quantidade de Lactobacillus (15,0%), bacilos
(6,4%), Candida sp (1,4%), Gardnerella sp (3,6%) e
Trichomonas vaginalis (0,2%), foi encontrada em
pacientes de 41 a 50 anos, sendo que a maior
quantidade de cocos (4,7%) foi registada em pacientes
de 51 a 60 anos. A maior quantidade de microrganismos

encontrados nas pacientes de 41 a 50 anos pode ser
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explicada, em parte, por esta faixa etaria englobar a
maior quantidade de mulheres presentes no estudo
(26,9%).

Num estudo realizado pela Universidade Federal de
Goias, no Brasil, em 2005 verificou-se que a prevaléncia
de microrganismos foi de 20%, 8% e 2% para Gardnella
vaginalis, Candida Trichomonas

sp e vaginalis,

respetivamente, tendo-se registado uma  maior
frequéncia em mulheres na faixa etaria de 21 a 40

anos™.

CONCLUSAO

O teste de Papanicolaou utilizado principalmente
para detecdo de lesBes precursoras do cancro do colo
uterino € também utilizado para a detecdo de
microrganismos. Os resultados deste estudo mostram
claramente que o processo para a preparagdo da lamina
de material cérvico-vaginal pelo método em meio liquido
SurePath™ mantém a presenca inalterada de elementos
da microbiota, residente ou outra, na maioria das

pacientes. Em apenas 2,45% dos casos nao se
observarou qualquer microrganismo.

Este estudo demonstrou que mesmo tendo como
objetivo eliminar fatores interferentes na andlise
citopatoldgica, o método de base liquida SurePath™
permite a visualizacdo dos microrganismos em citologias

cervico-vaginais.
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