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RESUMO

Introducdo. Apesar da crescente aplicacdo de métodos de diagndstico molecular para a
deteccdo de infecges sexualmente transmissiveis, 0os achados em citologia cervical de
pacientes com patdgenos que podem ser identificados apenas por PCR e cultura ainda
ndo estdo bem descritos. Objetivo. Descrever os achados citolégicos em amostras
cervicais de pacientes com Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e
Ureaplasma parvum. Métodos. Amostras cervicais para citologia (convencional e em
base liquida) e para multiplex PCR foram coletadas de mulheres com idade entre 23 e 54
anos de idade, submetidas a triagem de rotina no intervalo de tempo entre 2017 a 2018
no servico de Ginecologia do Hospital Universitario de Brasilia. Resultados. Através de
multiplex PCR foi possivel detectar pelo menos um destes patdgenos em 36,47% (17/47)
das amostras: Ureaplasma parvum 17,02%; Ureaplasma urealyticum 2,12%;
Mycoplasma hominis 8,51%; Mycoplasma genitalium 0,0%; Chlamydia trachomatis
10,63%; Neisseria gonorrhoeae 2,12% e Trichomonas vaginalis 10,63%. Mais de um
destes patdgenos foram observados em 12,76% (6/47) das amostras. A cervicite
microscopica (> 10 pmnl/célula epitelial) e microbiota predominantemente lactobacilar
foram os achados mais frequentes nas amostras em que 0s patdégenos foram detectados
sozinhos ou em infeccdo multipla, exceto nas amostras com Trichomonas vaginalis nas
quais a microbiota cocobacilar foi a mais comum. Em amostras com microbiota normal
(lactobacilar) com e sem patégenos detectados por multiplex PCR, a frequéncia de
cervicite microscopica foi, respectivamente, 90,9% (10/11) e 25% (2/8). Em amostras
com cervicite microscopica e microbiota normal, aquelas com pelo menos um patégeno
identificado por multiplex PCR foram significativamente mais frequentes do que aquelas
sem patogeno, 83,33% x 16,66% (teste de Fisher p = 0,006). Concluséo. Os achados da
citologia cervical sdo inespecificos e caracterizados por cervicite microscopica e
microbiota predominantemente lactobacilar em amostras nas quais Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e
Ureaplasma parvum foram identificados por multiplex PCR. A falha em identificar um
agente inflamatério em amostras de citologia cervical com intenso exsudato de
neutréfilos e microbiota normal pode sugerir a presenga de um ou mais destes micro-
organismos patogénicos. Uma observacao sobre a intensidade da inflamacédo deve constar
em laudos dos exames citol6gicos cervicais, para que possa ser correlacionada com 0s
resultados clinicos e de PCR.

Palavras-chave: citologia cervical, exame de Papanicolaou, microbiota, multiplex PCR



ABSTRACT

Introduction. Despite the increasing application of molecular diagnostic methods for the
detection of sexually transmitted infections, the cytological findings in pap smears of
patients with pathogens only identified by PCR and culture are not yet well described.
The aim of this study is to describe the most common cytological features in pap smears
of patients with Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum and
Ureaplasma parvum. Methods. Cervical samples for conventional and liquid-based
cytology and for multiplex PCR were collected from women ranging from 23 to 54 years
old, who underwent routine screening in 2017-2018 at Gynecology service. Results.
Multiplex PCR was positive in 36.47% (17/47) of the samples: Ureaplasma parvum
17.02%; Ureaplasma urealyticum 2.12%; Mycoplasma hominis 8.51%; Mycoplasma
genitalium (0); Chlamydia trachomatis 10.63%; Neisseria gonorrhoeae 2.12% and
Trichomonas vaginalis 10.63%. Multiple pathogens were observed in 12.76% (6/47).
Microscopic cervicitis (> 10 pmnl /epithelial cell) and predominantly lactobacillary
microbiota were the most frequent findings in the samples in which the pathogens were
isolated alone and / or in multiple infections, except for samples with Trichomonas
vaginalis in which the cocobacillary microbiota was the most common. In samples with
normal (lactobacillar) microbiota, with and without pathogens detected by multiplex
PCR, the frequency of microscopic cervicitis was, respectively, 90.9% (10/11) and 25%
(2/8). In samples with microscopic cervicitis and normal (lactobacillary) microbiota,
those with at least one pathogen identified by multiplex PCR were significantly more
frequent than those with no pathogen, 83.33% x 16.66% (Fisher's test p = 0.006).
Conclusion. Pap smear findings are nonspecific and characterized by microscopic
cervicitis and microbiota predominantly lactobacillary in samples in which Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum and
Ureaplasma parvum were identified by multiplex PCR. Failure to identify an
inflammatory agent in pap smear samples with intense neutrophil exudate and normal
microbiota may suggest the presence of these pathogens. A remark on the intensity of
inflammation should be made in the reports of cervical pap smears so that this cytological
finding can be correlated to clinical and PCR results.

Keywords: cervical cytology, pap smear, microbiota, multiplex PCR.



LISTA DE ABREVIACOES

ASC-H: Atypical squamous cells cannot exclude HSIL (células escamosas atipicas de
significado indeterminado ndo podendo excluir les&o intraepitelial de alto grau)
ASC-US: Atypical squamous cells of undetermined significance (Células escamosas
atipicas de significado indeterminado)

AV: Aerobic Vaginitis (Vaginite aerdbica)

BV: Bacterial Vaginosis (Vaginose bacteriana)

CDC: Center for Disease Control and Prevention (Centro de Controle e Prevencao de
Doencas)

CGA: Campos de grande aumento

CGA: Células glandulares atipicas

ClI: Controle interno

Cq: Valor de quantificacdo

CSTs: Community State Types (Tipos de estado da comunidade)

CT: Chlamydia trachomatis
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DIP: Doenca inflamatoria pélvica

DNA: Deoxiribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)
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et al: et aliae, Latim (Entre outros)

FDA: Food and Drug Administration (Administracdo de Alimentos e Medicamentos)
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HIV: Human Immunodeficiency Virus (Virus da imunodeficiéncia humana)

HPV: Human Papilloma Virus (Papiloma virus humano)
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LSIL: Low-grade Squamous Intraepithelial Lesions (Leséo intraepitelial escamosa de
baixo grau)

mCMV: Citomegalovirus murino

MG: Mycoplasma genitalium

Mhom: Mycoplasma hominis



NCNGU: Non-chlamydial and Non-gonococcal Urethritis (Uretrite ndo gonocdécica e ndo
clamidia)

OMS: Organizagdo Mundial da Saude

PAAF: Puncéo aspirativa por agulha fina

PCR: Polymerase Chain Reaction (Rea¢do em cadeia da polimerase)

Pmnl: Polimorfonucleares

RB: Reticulate body (Corpo reticulado)

RN: Recém-nascido

RT-PCR: Real-time polymerase chain reaction (Reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real)

Sp.: subespécie (Subespécie ndo especificada)

Spp.: Subespécies (Subespecies nao especificadas)

Tvag: Trichomonas vaginalis

Uparv: Ureaplasma parvum

Uurea: Ureaplasma urealyticum

VO: Via oral
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1. INTRODUCAO

1.1 MICROBIOTA VAGINAL

A microbiota vaginal normal foi inicialmente descrita em 1892, por Albert
Ddderlein, como homogénea, consistindo apenas de bacilos Gram-positivos (bacilos de
Doderlein) [1].

Com os avangos recentes nas técnicas de sequenciamento de DNA e de testes de
biologia molecular, ha uma classificacdo da composi¢cdo da microbiota vaginal,
agrupando 0s micro-organismos em cinco tipos referidos como Community State Types
(CSTs), quatro dominados por Lactobacillus spp.: Lactobacillus crispatus (CST 1),
Lactobacillus gasseri (CST II), Lactobacillus iners (CST II1) ou Lactobacillus jensenii
(CSTV) [2].

CST IV é caracterizada por redugdo do numero de lactobacilos e por crescimento
de outras bactérias enddgenas e potencialmente patogénicas que podem resultar em
dishioses comuns tais como vaginose bacteriana (bacterial vaginosis, BV) e vaginite
aerdbica (aerobic vaginitis, AV) [3,4,5].

A BV é tipicamente polimicrobiana, caracterizada pela presenca de bactérias
geralmente anaerdbicas, incluindo Gardnerella vaginalis, Prevotella spp., Bacteroides
spp., Mobiluncus spp., Atopobium vaginae e Megasphaera spp. [6].

A AV ¢ definida pela presenca de comensais ou patdgenos entéricos
principalmente aerdbicos, incluindo estreptococos do grupo B (Streptococcus
agalactiae), Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. [7].

A frequéncia das CSTs € diferente de acordo com a origem étnica e pode ser
influenciada pela fase da vida da mulher (infancia, puberdade, vida reprodutiva, pés
menopausa) fase do ciclo menstrual, uso de contraceptivos hormonais, uso de
antibioticos, uso de probioticos, terapia de reposicdo hormonal, atividade sexual e
gravidez [8-12]. Os fatores associados a eubiose e disbiose da microbiota vaginal estdo

dispostos na Figura 1.
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Figura 1. Fatores associados a eubiose e disbiose da microbiota vaginal. Fonte: adaptado
de [13].

Diferentemente de outras microbiotas corporais, como a intestinal, por exemplo,
0 aumento da diversidade da microbiota vaginal estd associado a suscetibilidade
aumentada a doencas [14]. O aumento da diversidade da microbiota vaginal com reducéo
de Lactobacillus spp. estd envolvido na aquisicdo e persisténcia do HPV e no
desenvolvimento de pré-cancer cervical e cancer [15].

A microbiota vaginal normal em mulheres em idade reprodutiva é caracterizada
por reducdo diversidade bacteriana e por predominio de Lactobacillus spp. [16]. A
estimucdo estrogénica promove proliferacdo, maturacdo e acumulo de glicogénio nas
células epiteliais da mucosa vaginal [16] (Figura 2). O glicogénio é catabolizado pela a-
amilase (produzida pelas células epiteliais da mucosa) em maltose, maltotriose e a-
dextrinas, que sdo entdo metabolizadas para acido latico por espécies de Lactobacillus
[16]. O ambiente &cido (pH 3,5-4,5) € propicio ao crescimento de Lactobacillus spp. em

detrimento de outras espécies bacterianas anaerdbias [16]. Além da producdo de &cido



latico, os lactobacilos produzem peroxido de hidrogénio (H202) que inibe o crescimento
de organismos anaerdbios catalase-negativos pela producéo de radicais livres de hidroxila
[16]. Ao se ligarem a superficie do epitélio vaginal, Lactobacillus spp. impedem
competitivamente que outros micro-organismos se liguem e infectem as células epiteliais
[16]. Além disto, os lactobacilos podem produzir outros peptideos antimicrobianos como
bacteriocinas, substancias semelhantes & bacteriocina e biossurfactantes e podem
promover a autofagia de bactérias intracelulares, virus e protozoérios [16].
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Figura 2. Papel do Lactobacillus spp. na microbiota vaginal. Fonte: adaptado de [16]

Portanto, através desses mecanismos, os lactobacilos podem inibir o crescimento
de bacteérias vaginais endogenas potencialmente patogénicas e impedem o crescimento de
bactérias exogenas. Por essas razdes, uma microbiota vaginal predominantemente
lactobacilar tem sido descrita como saudavel.

Deve-se ressaltar que o grau de protecdo depende da espécie predominante de

Lactobacillus, por exemplo, uma microbiota vaginal dominada por L. iners é menos



estavel e mais propensa a transicdo para disbiose. Em contraste, L. crispatus que produz
tanto D e L-4cido latico, estd associado a menor probabilidade de transitar para disbiose
[17]. Em mulheres ndo gréavidas, microbiotas com predominio de L. iners s&o
significativamente mais propensas a abrigar Candida sp. do que microbiotas com
predominio de L. crispatus, sugerindo que as espécies de Lactobacillus tém relacbes
diferentes com Candida sp. [18]. Microbiota vaginal dominada por L. iners também esta
associada a um risco aumentado de infecgéo por C. trachomatis [19].

O estudo da microbiota vaginal/cervical tem especial interesse clinico, visto que
suas alteracfes sdo motivo de elevada prevaléncia de queixas em ambulatérios de
ginecologia. Além disso, a disbiose desta microbiota pode favorecer surgimento de
infeccdes genitais, que por sua vez podem causar complicagdes em mulheres gestantes e
recém-nascidos ou até mesmo desenvolver infertilidade parcial ou total, tanto em homens

guanto em mulheres [20].

1.1.1 Microbiota na citologia cervical

A citologia cervical é usada como método de rastreamento do cancer do colo do
Utero e de suas lesBes precursoras [21]. Conforme as diretrizes brasileiras, os dois
primeiros exames devem ser realizados com intervalo anual, e se ambos os resultados
forem negativos, os proximos devem ser realizados a cada 3 anos [21]. O inicio da coleta
deve ser aos 25 anos de idade para as mulheres que ja tiveram ou tém atividade sexual
[21] e os exames periddicos devem seguir até os 64 anos de idade, e naquelas mulheres
sem histéria prévia de doenca neoplasica pré-invasiva, 0s exames devem ser
interrompidos quando essas apresentarem pelo menos dois exames negativos
consecutivos nos ultimos cinco anos [21].

O tipo de amostra (convencional ou em base liquida) é definido pelo método de
coleta e preparo da amostra [22-25]. Na atual Nomenclatura Citoldgica Brasileira, a
adequabilidade da amostra é definida como satisfatoria ou insatisfatoria [22]. E
considerada insatisfatoria a amostra cuja leitura esteja prejudicada por material acelular
ou hipocelular (<10% do esfregaco) ou prejudicada (>75% do esfregaco) por presenca de
sangue, piocitos, artefatos de dessecamento, contaminantes externos ou intensa
superposicao celular [22]. O resultado normal da citologia € denominado “Dentro dos
limites da normalidade™ [22]. As alteragbes benignas podem ser do tipo inflamacdo,

reparacdo, metaplasia imatura, atrofia e radiacdo [22]. As atipias celulares sdo divididas



em atipias em células escamosas, atipias em células glandulares e atipias de significado
indeterminado [22]. Na microbiologia, Lactobacillus spp., cocos e outros bacilos sdo
considerados achados normais, pois fazem parte da microbiota normal da vagina [22]
(Figura 3). Na auséncia de sinais e sintomas, a presenca desses micro-organismos nao

caracteriza infeccdo que necessite tratamento [21,22].
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Figura 3- Citologia cervical com presenca de Lactobacillus spp. (Bacilos de Doderlein).
Células epiteliais intermediarias do epitélio estratificado vaginal, coradas pelo método de
Papanicolaou. Os lactobacilos estdo indicados pela seta vermelha. Fonte: adaptado de
[23].

Outros tipos de micro-organismos com importancia clinica podem ser
identificados na citologia cervical, dentre estes: bacilos supraciotoplasmaticos, Candida
spp., Trichomonas vaginalis e Actinomyces spp. (Figuras 4) [23]. A expressdo “bacilos
supracitoplasmaticos” indica a apresentacdo morfologica de agentes microbianos
associados a BV e que, de modo geral, respondem aos mesmos tratamentos [22].

Alteracdes citoldgicas (efeitos citopaticos) sugestivas de infeccdes especificas,
como, por exemplo, infecgdo por virus Herpes simplex e por Human Papilloma virus
(HPV) também podem ser comumente identificadas (Figura 4 ). AlteracGes citoldgicas
menos especificas podem estar associadas a presenca de Chlamydia trachomatis (Figura
4).


https://paperpile.com/c/hc6SXw/blYy8

Figura 4 — Microbiota anormal da cérvice uterina. A) Estruturas fangicas (pseudohifas)
consistentes com Candida spp. B) Organismos com nucleo excéntrico e granulos
eosinofilicos citoplasmaticos consistentes com Trichomonas vaginalis. C) Bactérias
filamentosas morfologicamente consistentes com Actinomyces spp. D) Alteracdes
celulares (efeito citopéatico) consistente com infeccdo por virus Herpes simplex, células
gigantes multinucleadas, nucleos com aspecto de vidro fosco e inclusbes nucleares
eosinofilicas. E) Corpos de inclusdo cocoide dentro de vacuolos na regido perinuclear
associados a presenca de Chlamydia trachomatis. F) Alteracbes celulares (efeito
citopatico) consistente com infeccdo por HPV, células com halo perinuclear e
binucleacdo. G)" Clue cell”, cocos e bacilos, desvio de microbiota sugestivo de vaginose
bacteriana. Presenca de bacilos supracitoplasmaticos. Fonte: [adaptado de 23].

1.2 INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS (ISTs)

As ISTs podem ser causadas por varios agentes etiol6gicos como virus, bactérias,
fungos e protozoarios, sendo a via de transmissao principal destes patdgenos o contato
sexual, embora, de forma eventual, a infeccdo possa se dar por via sanguinea [26 ]. A
transmissdo de uma IST ainda pode acontecer de forma vertical (da méae para o bebé
durante a gestacdo), no parto ou na amamentacao [27].

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) divulga periodicamente as incidéncias
e prevaléncias globais de quatro das infeccdes sexualmente transmissiveis curaveis mais
comuns: clamidia, gonorreia, tricomoniase e sifilis [28]. As prevaléncias globais mais
recentes (2016) para as mulheres foram: clamidia 3,8%; gonorreia 0,9%; tricomoniase
5,3% e sifilis 0,5%. Nos homens, as prevaléncias foram: clamidia 2,7% ; gonorreia 0,7%;
tricomoniase 0,6% ; e sifilis 0,5% . O total estimado de casos incidentes foi de 376,4

milhdes: 127,2 milhGes de casos de clamidia; 86,9 milhdes de casos de gonorreia; 156,0
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milhGes de casos de tricomoniase; e 6,3 milhdes de casos de sifilis [28], essa estimativa
corresponde a uma média de pouco mais de 1 milhdo de novas infecc¢Ges por dia.

As estimativas de prevaléncia e incidéncia em 2016 foram semelhantes as de
2012, global e regionalmente, mostrando que infec¢bes sexualmente transmissiveis sdo
persistentemente endémicas em todo o mundo. As prevaléncias de gonorreia,
tricomoniase e sifilis foram maiores em paises de baixa renda e altas estimativas de
prevaléncia de clamidia foram divulgadas em alguns paises latino-americanos [28].

As ISTs vém sendo tratadas como problema de saude publica mundial, devido ndo
somente a sua elevada prevaléncia, mas também em decorréncia de possiveis
complicagdes advindas da auséncia de diagnostico correto e tratamento adequado; além
de atuarem como porta de entrada para infec¢des ainda mais graves, essas infeccoes
causam condicdes urogenitais agudas como cervicite, uretrite e vaginite [29,30]. Clamidia
e gonorreia podem causar complicacBes graves a curto e longo prazo incluindo doenca
inflamatoria pélvica, gravidez ectdpica e infertilidade e, aléem disso, também podem ser
transmitidas durante a gravidez ou parto [29-31].

A sifilis pode causar doencas neuroldgicas, cardiovasculares e dermatoldgicas em
adultos, parto prematuro, complicacfes e morte neonatal em gestantes [32]. Todas as
quatro infeccbes estdo implicadas no aumento do risco de aquisicdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) [33].

As IST mais comuns nos Estados Unidos sdo HPV, clamidia, tricomoniase,
gonorreia, herpes genital, sifilis, HIV e Hepatite B [34,35]. Cerca de metade dos casos
ocorre entre pessoas de 15 a 24 anos [34,35]. Muitos individuos sdo assintomaticos e
podem transmitir inconscientemente as infecgfes a seus parceiros sexuais. Dessa forma,
as recomendacbes do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (The Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) para prevencdo e rastremanto de doencas
sexualmente transmissiveis incluem, entre outras recomendacdes, o rastreamento anual
de clamidia e gonorreia em todas as mulheres sexualmente ativas com menos de 25 anos,

mulheres gravidas, homens que fazem sexo com homens e portadores de HIV [34,35].
1.2.11STs no Brasil
A prevaléncia das infec¢Oes sexualmente transmissiveis curaveis mais comuns

(clamidia, gonorreia, tricomoniase e sifilis) tem sido estudada utilizando diferentes

técnicas de biologia molecular em amostras cervicais, vaginais, anais e de urina de



pacientes em diferentes regides do pais [36-62]. Em muitos destes estudos, a prevaléncia
¢ maior quando comparada com a prevaléncia global divulgada pela OMS. Nestes
estudos, hd uma variagdo na prevaléncia destas ISTs e isto se deve as diferentes técnicas
de biologia molecular empregadas e as caracteristicas clinicas dos pacientes. Em
mulheres gravidas, ha estudo mostrando uma prevaléncia de clamidia em 12,3% das
amostras cervicais [43]. Em pacientes assintométicas, outro estudo mostrou prevaléncia
de clamidia em 27,8% das amostras cervicais [40]. Em pacientes inférteis, a clamidia foi
detectada em 52,8% das amostras cervicais [60].

Medidas para prevencdo, rastreamento e tratamento estdo estabelecidas pelo
Ministério da Saude no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Atengdo Integral
as Pessoas com InfeccGes Sexualmente Transmissiveis [63]. Dentre as medidas de
prevencdo de ISTs, destacam-se a oferta de preservativo, imunizacdo para hepatites e
HPV e realizacdo de teste soroldgico e tratamento para HIV [63].

Quanto ao rastreamento de ISTs do tipo clamidia e gonorreia, em pacientes
assintomaticas, as recomendagfes estdo estabelecidas por subgrupo populacional
(gestantes, por exemplo) e utilizando testes moleculares [63].

As principais manifestacdes clinicas das IST sdo corrimento vaginal, corrimento
uretral, Ulceras genitais e verrugas anogenitais, 0 corrimento vaginal ocorre
principalmente na idade reprodutiva, em servicos que atendem casos de IST este é o
principal sintoma referido pelas mulheres atendidas. O manejo das ISTs sintomaticas
segue condutas baseadas em fluxogramas (com e sem a utilizacdo de testes laboratoriais),
conforme a Figura 5 [63].

As principais sindromes em IST e 0s respectivos agentes etiologicos estdo
dispostos no Quadro 1 [63].



Cueixa de sindrome especifica

l

Anamnese e axame fisico

l

Identifica;do da sindmome

l

Presenade
laboratdrio?

Fleagrama sem hboratdrio Fluxograma com Bboratbrio

Tratamento eticlbgico ou baseado na dinica
{para os principaks agentes causadores da sindromie)

- Realizar orismtacio centrada na pessoa e suas pAticas sexuas.

- Contribur para que apessoa reconheca e minimize o prépriorisoo de infecgio por uma 15T,

- Diferacer testagerm para HW, siflis a hepatites Ba C,

- (Dferacer vadnacao para hepatites A a B e para HPY, quandoindicado.

- Irfarmar sobre a posshilidade de realizar Prevencdo Combinada para BTSHNS hepatites vikais,
- Tratar, acomparbar e orientar 3 pess0a & SUas pancenas sexuais.

- Motificar o c@so, quando indicado.

Figura 5. Manejo clinico de ISTs sintomaticas. Fonte: adaptada de [63].



SINDROME — ULCERA ANOGENITAL

[EEN
| ©
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Chlamydia trachomatis (sorovars L1, L2elL3) | Linfogranumoma venéreo (LGV)
Haemophilus ducreyi Cancroide

Virus do Herpes simplex (tipo 2) Herpes genital®

Klebsiela granulomatis Donovanose

Sifilis
SINDROME — CORRIMENTO URETRAL/VAGINAL

Treponema pallidum

Possiveis agentes etiologicos Infeccao

Candida albicans Candidiase vulvovaginal®
Chlamydia trachomatis (soravars D ao K) Clamidia

Meisseria gonorrhoege Gonorreia

Trichomonas vaginalis Tricomoniase

Multiplos agentes Vaginose bacteriana®

Agente etiologico Infeccao

Papilomavirus humano (HPV) Condiloma acuminado®
Mycoplasma genitalium Infeccao causada por micoplasma
Notas:

# Infecgbes ndo curaveis, porém trataveis,
" Infeccoes enddgenas do trato reprodutive, gue causam corrimento vaginal; ndo sao consideradas IST.

Fonte: DCCI/SVS/MS.
Quadro 1 — Principais sindromes em ISTs e 0s respectivos agentes etiolégicos. Fonte:

[63].
1.2.2 Cervicovaginites causadas por ISTs

As infeccBes do trato genital sdo divididas em infec¢fes enddgenas (candidiase
vulvovaginal e vaginose bacteriana); infecgdes iatrogénicas (infecces pds-aborto, pds-
parto); e ISTs [63]. Os principais agentes etiologicos das cervicites por IST sdo
Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae [63].

1.2.2.1 Cervicites por Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae

As cervicites sdo frequentemente assintomaticas (em torno de 70% a 80%) [63],
nos casos sintomaticos as principais queixas sdo corrimento vaginal, sangramento
intermenstrual ou pés-coito, dispareunia, disdria, polacidria e dor pélvica crénica [63].
Ao exame fisico, podem estar presentes dor a mobilizacdo do colo uterino, material
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mucopurulento no orificio externo do colo, edema cervical e sangramento ao toque da
espatula ou swab [63]. As infec¢des por C. trachomatis e N. gonorrhoeae em mulheres
frequentemente ndo produzem corrimento vaginal, entretanto, se ao exame especular for
constatada a presenca de muco ou pus cervical, friabilidade do colo ou teste do cotonete
positivo, a paciente deve ser tratada para gonorreia e clamidia, pois esses sdo 0s agentes
etioldgicos mais frequentes da cervicite mucopurulenta ou endocervicite (inflamagao da
mucosa endocervical) [63].

As principais complicacGes da cervicite por clamidia e gonorreia, quando néo
tratadas, incluem: dor pélvica, doenca inflamatoria pélvica (DIP), gravidez ectdpica e
infertilidade [63]. As infeccdes gonocdcicas ou por clamidia durante a gravidez poderdo
estar relacionadas a partos pré-termo, ruptura prematura de membrana, perdas fetais,
retardo de crescimento intrauterino e endometrite puerperal, além de conjuntivite e
pneumonia do RN. Ha recomendacdo pelo Ministério da Salde para realizacdo de
pesquisa para N. gonorrhoeae e C. trachomatis por biologia molecular na primeira
consulta de pré-natal [63]. O diagndstico laboratorial da cervicite causada por C.
trachomatis e N. gonorrhoeae pode ser feito por testes de biologia molecular. Esses testes
sdo os métodos de escolha para o diagndstico em todos os casos, sintomaticos e
assintomaticos. O fluxograma da Figura 6 sumariza 0 manejo, recomendado pelo
Ministério da Saude, de pacientes com corrimento vaginal e cervical [63]. O tipo de
antibioticoterapia para cervicite por N. gonorrhoeae é diferente do recomendado para a

cervicite causada por C. trachomatis e depende da condic¢éo clinica da paciente[63].

i
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i

I .
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|
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|
|
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|
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- Reallzar orlentacio cantrada na pessoa & suas praticas sexuals.

— Contribuir para que a pessoa a reconheca e minimize o proprio risco de infecgio poruma ST,
- Oferacer tastagam para HIV, sifils e hepatite B e C. Avaliar se o exame

- Dferacer vacinagdo para hepatite & e hepatite B, e para HPV, guandeo indicado. preventivo de cincer de
— Informar sobre a possibllidade de realizar Prevencao Combinada para IST/HW/ hepatites virals, colo do (tero estd em dia
- Tratar, acompanhar e orientar a pessoa & suas parcerias sexuals.

- Motificar o caso, quande indicado.

Figura 6 — Fluxograma para o manejo de corrimento vaginal e cervicite. Fonte :
adaptado de [63].

1.2.2.2 Cervicovaginites por Trichomonas vaginalis

Cerca de 30% dos casos de tricomoniase sdo assintomaticos [63]. Os sinais e
sintomas caracteristicos consistem em corrimento vaginal intenso amarelo-esverdeado,
por vezes acinzentado bolhoso e espumoso, acompanhado de odor fétido. Em caso de
inflamacéo intensa, o corrimento aumenta e pode haver sinusiorragia e dispareunia. No
exame especular, percebem-se microulceragdes no colo uterino. O diagnostico
laboratorial microbiolégico mais comum € o exame a fresco com observacdo do parasita
ao microscopio, habitualmente visualiza-se 0 movimento do protozoario, que é flagelado,
e um grande numero de leucocitos. A cultura pode ser requisitada nos casos de dificil
diagnostico [63].

N&o h& complicacGes sérias para a mulher na grande maioria dos casos, mas a
tricomoniase pode propiciar a transmissdo de outros agentes infecciosos. Na gestacédo
quando néo tratada pode evoluir para rotura prematura das membranas. O manejo de
pacientes com tricomoniase vaginal esta disposto na Figura 6. Na antibioticoterapia, a
primeira opg¢do (incluindo gestantes e lactantes) é Metronidazol 400mg, 5 comprimidos,
via oral (VO), dose Unica (dose total de tratamento 2g) ou Metronidazol 250mg, 2

comprimidos, VO, 2x/dia, por 7 dias [63].
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1.3 UREAPLASMA SPP. E MYCOPLASMA SPP. NO TRATO GENITAL

Ureaplasma e Micoplasma compreendem dois géneros dentro da Familia
Mycoplasmatacea, pertencente a classe Mollicutes [64]. Devido a classificacdo
taxondmica dessas bactérias na familia Mycoplasmataceae, elas sdo denominadas
coletivamente como Micoplasmas genitais [64].

Os Micoplasmas sdo bactérias gram-positivas caracterizadas por auséncia de
parede celular e por pequena quantidade de material genético sendo considerados as
menores e mais simples células auto-replicantes de vida livre. Ureaplasmas e M. hominis

sdo células cocoides de 0.2-0.3um. Figura 7 [65,66].

célula eucaridtica

ureaplasma ou

® M. hominis
neissera @
herpes ® \ virus da

mmunodeficiéncia
humana

virus

estreptococo

G 1 treponema

clamidia @

. 1 ]
I

Figura 7. Tamanho relativo de M. hominis e Ureaplasma spp. comparado a outros micro-

organismos. Fonte: [67]

A maioria dos micoplasmas adere as células epiteliais do trato respiratério e
urogenital, raramente invadindo tecidos, sendo assim, podem ser considerados parasitas
de superficie, esta adesdo as células hospedeiras € um pré-requisito para colonizagéo e
infeccdo. Micoplasmas humanos e animais sdo observados dentro de leucdcitos
polimorfonucleares e macrofagos. Através de microscopia eletrdnica, foi demonstrada a

presenca intracelular de M. Genitalium em 10% das células Vero in vitro [68].



14

Ha pelo menos seis espécies consideradas de importancia clinica, como patdgenos
ou oportunistas: Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma.
genitalium, Mycoplasma fermentans, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum
[69]. No trato urogenital, as espécies relevantes sdo M. genitalium, U. urealyticum, U.
parvum e M. hominis [70]. A separagdo entre as espécies de ureaplasma so € possivel
através de técnicas moleculares como PCR, por isso s&éo comumente considerados como

Ureaplasma spp.

1.3.1 Mycoplasma genitalium

M. genitalium € detectado em apenas 1% a 3,3% dos homens e mulheres na
populacdo em geral [71-74]. Em homens, a prevaléncia de M. genitalium com uretrite ndo
gonocdcica ndo clamidia (NCNGU, non-chlamydial non-gonococcal urethritis) varia de
10% a 35% [75]. Nas mulheres, varios estudos demonstraram a associagdo entre M.
genitalium e uretrite, cervicite, endometrite, doenca inflamatéria pélvica, infertilidade,
aborto esponténeo e parto prematuro [76-82].

De acordo com diretrizes europeias para ISTs, as infecces por M. genitalium sdo
atualmente reconhecidas como ISTs [83]. O diagndstico de M. genitalium deve ser
realizado por métodos baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em pacientes
sintomaticos e em pacientes com fatores de risco. As amostras devem ser coletadas antes
do tratamento cujo inicio deve aguardar o resultado do teste [70]. O M. genitalium néo
apresenta parede celular; portanto, antibiéticos como os betalactdmicos (incluindo
penicilinas e cefalosporinas) ndo séo eficazes.

No Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Atencdo Integral as Pessoas
com InfeccBes Sexualmente Transmissiveis do Ministério da Salde, ha apenas
recomendacdes relacionadas a uretrite, para a qual consta, como tratamento de primeira

escolha, o uso de Azitromicina 500mg, 2 comprimidos, VO, dose Unica [63].
1.3.2 M. hominis, U. parvum e U. urealyticum
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum sao

frequentemente encontrados no trato urogenital humano em individuos saudaveis e em

pacientes sintomaticos [84].
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Em homens, had metanalises recentes mostrando associacdo de Ureaplasma
urealyticum com uretrites e infertidade [85,86].

A prevaléncia de M. hominis, U. urealyticum e U. parvum em mulheres
sintomaticas e assintomaticas sexualmente ativas ndo gravidas, avaliada por testes
moleculares variou entre 3,1-15%, 5,2-20% e 20-89 %, respectivamente [87-95]. Esta
variacdo na prevaléncia provavelmente se deve as diferentes técnicas de detecgdo
empregadas e as caracteristicas da populagéo [83].

Héa poucos estudos usando testes de diagnostico molecular sensiveis e especificos
que avaliaram a associacdo de M. hominis, U. parvum ou U. urealyticum com cervicite,
doenca inflamatéria pélvica e infertilidade. Dessa forma, ndo ha evidéncias adequadas de
que estas espécies estejam associadas a estas condi¢des [83].

Né&o existem diretrizes internacionais baseadas em evidéncias para manejo de M.
hominis, U. parvum e U. urealyticum, e faltam evidéncias apropriadas para regimes de
tratamento eficazes [83].

O tratamento extensivo desses comensais, comumente colonizadores, com
regimes antimicrobianos subotimos seleciona a resisténcia antimicrobiana nessas
bactérias e em muitos agentes bacterianos "verdadeiros" de ISTs, bem como na
microbiota geral [83]. Os testes diagndsticos e o tratamento antimicrobiano subsequente
de M. hominis, U. parvum e U. urealyticum em alguns contextos resultam em custo
econbmico para a sociedade [83]. A comercializacdo de muitos ensaios de PCR,
particularmente multiplex, que detectam multiplos patégenos pioraram essa situacao [83].
Estudos controlados e randomizados para avaliar a associagdo de M. hominis, U. parvum
e / ou U. urealyticum com as sindromes e complicacBes de ISTs devem ser realizados.
Nesses estudos recomenda-se uso de testes quantitativos de diagndstico molecular, que
investigam a carga bacteriana e permitem a distincdo das espécies, uso de microscopia
paraavaliar a inflamacéo (leucécitos polimorfonucleares) e excluséo de ISTs tradicionais,
como gonorreia, clamidia, tricomoniase e por M. genitalium, além de exclusdo de AV e
BV. Com base nas evidéncias atuais, o corpo editorial das diretrizes européias para ISTs
afirma que testes e tratamento de rotina de homens e mulheres assintomaticos ou
sintomaticos para M. hominis, U. urealyticum e U. parvum ndo sdo recomendados.
Embora U. urealyticum tenha sido associado a uretrite em homens, essa associagao
provavelmente ndo € causal, a menos que haja uma carga bacteriana alta [83].
Atualmente, também ndo existem diretrizes para rastrear e tratar estas bactérias na
gravidez [96,97].
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1.4 METODOS MOLECULARES PARA DETECCAO DE AGENTES INFECCIOSOS
EM AMOSTRAS CERVICO-VAGINAIS.

Dadas as limitacbes da microscopia e cultura para o diagnéstico de micro-
organismos patogénicos, novas tecnologias moleculares foram desenvolvidas.
Tecnologias moleculares sdo mais vantajosas por serem mais sensiveis, possibilitarem a
deteccdo de micro-organismos pequenos e exigentes e possibilitarem a quantificacdo da
carga microbioldgica [98].

Os testes moleculares sdo baseados em deteccédo de acidos nucleicos especificos.
A técnica de reacdo em cadeia da enzima polimerase em tempo real (RT-PCR — real time
polymerase Chain Reaction) tem sido empregada por muitos pesquisadores, pois a
amplificacdo do DNA pode ser observada em tempo real, o que elimina a necessidade de
analises pds-amplificacdo e diminui as chances de contaminacao [99].

Os testes moleculares por PCR representam a primeira op¢do para diagndstico e
triagem de IST nos paises desenvolvidos [63,70,100,101]. As vantagens dessa
metodologia ndo estdo relacionadas apenas a sua alta especificidade e sensibilidade, mas
também a capacidade de identificar varios agentes etiol6gicos em um Unico teste[101-
107].

A Multiplex real-time polymerase chain reaction (multiplex RT-PCR) é um teste
de deteccdo molecular simultanea que pode detectar diferentes agentes em um so teste,
por exemplo: C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium, Herpes Simplex Virus 1/2
e Treponema pallidum[108]. Através da multiplex RT-PCR, a deteccdo dos principais
agentes infecciosos € possivel com uma Unica amostra; com base nesta afirmacéo
diferentes estudos apontam este exame como excelente técnica no rastreamento das IST.
[109]. Comparado a métodos microscopicos para rastreamento, a multiplex RT-PCR
oferece uma ferramenta mais conveniente de diagnostico.

Estudo sobre vaginose bacteriana apontou a multiplex RT-PCR como sendo capaz
de detectar e quantificar a presenga de G. vaginalis, bem como a deplecédo de
Lactobacillus, o que resultou em um diagndstico altamente preciso [110]. Além disso,
outros estudos com foco em Candida sp. utilizaram multiplex RT-PCR como ferramenta
confirmatoria e reforcaram a ideia de que nédo existem manifestacdes patognomonicas da
doenca e que os procedimentos laboratoriais devem ser realizados para um diagndstico

etioldgico correto de vaginite [111-113].
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A multiplex RT-PCR vem se mostrando como uma ferramenta de sensibilidade
clinica comparével ao ensaio de PCR em tempo real mono e duplex convencional, sendo
adequada para a deteccédo de rotina de um largo espectro dessas infec¢Ges a um custo

relativamente baixo, quando comparada aos demais testes moleculares.
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2. JUSTIFICATIVA

A estimativa da OMS de que um milh&o de pessoas séo infectadas todos os dias
por qualquer uma das quatro infec¢Bes sexualmente transmissiveis curaveis (clamidia,
gonorreia, tricomoniase e sifilis) é indiscutivelmente alarmante. As infecgdes
sexualmente transmissiveis ndo identificaveis por citologia cervical apresentam graves
implicacdes, sendo notdria a necessidade de estudos empregando outros métodos para a
deteccdo destas infeccGes. Neste caso, os métodos moleculares, que apresentam
sensibilidade e especificidade mais eficientes se tornam uma promissora opg&o.

A complementacdo da citologia cervical com testes moleculares de diagndstico
rapido e preciso para identificacdo de cada agente das IST pode reduzir o tempo para se
iniciar uma terapia eficaz, bem como diminuir os indices de resisténcia a antibioticos
usados empiricamente. Um diagnostico mais sensivel e especifico garante o direito ao
tratamento correto, evitando-se deste modo as diversas complicaces provenientes da
infeccdo por esses micro-organismos, bem como de sua disseminacao.

Apesar da crescente aplicacdo de métodos de diagnostico molecular para a
deteccdo de ISTs, os achados citolégicos em amostras cervicais de pacientes com
patégenos que podem ser identificados apenas por PCR e cultura microbioldgica, ainda
ndo estdo bem estabelecidos. Estudos mostrando a associacdo da presenca desses
patdgenos com alteracdes citoldgicas e sinais/sintomas devem ser realizados para o
melhor entendimento dessas ISTSs.

Deste modo, a técnica de multiplex RT-PCR proposta neste estudo possibilita
identificar simultaneamente diferentes agentes infecciosos em amostras cervicais,
incluindo C. trachomatis e as bactérias do género Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp,

as quais ndo podem ser identificados clinicamente ou por analises citoldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever os achados na citologia cervical de pacientes infectadas com
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma

genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Estabelecer a frequéncia de infeccdo cervical por agentes de IST ( Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium) e
por, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum através da
técnica de multiplex PCR .

2- Verificar a associacdo da presenca dos patdgenos identificados por multiplex PCR
com os seguintes achados da citologia cervical preparada pelo método convencional e em
base liquida:

a) microbiota bacteriana;

b) presenca de inflamacéo;

c) Atipias citoldgicas.
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4. METODOS

4.1 APROVACAO ETICA E CONSENTIMENTO DOS PARTICIPANTES

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Brasilia, Brasil (CAAE: 37194114.4.0000.5553). O consentimento informado para
participar da pesquisa foi obtido de todas as participantes incluidas neste estudo (ANEXO
A).

4.2 AMOSTRAGEM E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Trata-se de estudo observacional e transversal. A populacdo estudada foi
composta por mulheres com idade entre 23 e 54 anos que passaram por triagem de rotina
entre os anos de 2017 e 2018 no servico de ginecologia do Hospital Universitario de
Brasilia. Os critérios de exclusdo foram: 1) Idade < 18 anos, 1) Uso de antibioticoterapia
12 meses antes da data da coleta de amostras, I11) uso de medicamentos topicos no més

atual e anterior ao da coleta.

4.3 CITOLOGIA CERVICAL

As amostras cervicais preparadas pelo método convencional foram coletadas da
ectocérvice e endocérvice com espatula de Ayre e escova endocervical (cytobrush),
respectivamente. As amostras foram imediatamente fixadas em alcool a 95% e coradas
pelo método Papanicolaou.

As amostras em base liquida foram coletadas da endocérvice com escova
endocervical que foi mergulhada em solucdes fixadoras PreservCyt®. A solucdo foi
centrifugada e o sobrenadante descartado, restando apenas 1 ml da solu¢do com o
precipitado. Cerca de 200 pL de amostra concentrada foram cito-centrifugados para cada
lamina. Duas laminas foram coradas pelo método de Papanicolaou, as amostras foram
analisadas por um patologista que desconhecia os resultados da multiplex PCR (estudo
randomizado realizado as cegas). Para definicdo da cervicite microscépica, cinco
amostras de pacientes com secregdo mucopurulenta clinicamente definida por
ginecologista experiente foram usadas como controles. Em preparac6es em base liquida,

0 numero de leucacitos polimorfonucleares (pmnl) foi contado em pelo menos 10 campos
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representativos de grande aumento (CGA) (400x) e a média minima foi de cerca de 10
pmnl / células epiteliais. Assim, foi estabelecido como cervicite microscopica a presenca
de média do nimero de pmnl/células epiteliais superior ou igual a 10 em pelo menos 10
CGA em citologia em base liquida: > 10 pmnl/célula epiteliais (média em 10 CGA).

Lactobacilos foram caracterizados pela presenca de estruturas bacilares alongadas
e cocobacilos foram caracterizados por pequenos bacilos e cocos dispostos isoladamente
ou em pequenas col6nias. Células escamosas individuais revestidas por cocobacilos ao
longo das margens da membrana celular (bacilos supracitoplasmaticos) foram
consideradas “clue cells”. Foram excluidas do estudo amostras com Candida sp. e
Actinomices, e com alteracbes celulares consistentes com Herpes Simplex Virus e
cytomegalovirus. Amostras com microbiota cocobacilar foram excluidas da analise
comparativa da presenca de inflamacdo em amostras com e sem patégeno.

As anormalidades citologicas foram classificadas de acordo com o sistema
Bethesda atual nas seguintes categorias: I) negativo, Il) células escamosas atipicas de
significado indeterminado (Atypical squamous cells of undeterminate significance - ASC-
US), Il) células glandulares atipicas (CGA), IV) células escamosas atipicas, nao
excluindo lesdes intraepiteliais de alto grau (Atypical squamous cells cannot exclude
HSIL- ASC-H); V) lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (Low-grade Squamous
Intraepithelial Lesions - LSIL), V1) lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (High-grade
Squamous Intraepithelial Lesions - HSIL), VII) carcinoma de células escamosas,

adenocarcinoma in situ e VIII) adenocarcinoma invasivo [15].

4.4 EXTRACAO DE DNA PATOGENO

A extracdo de DNA de patogeno foi feita a partir de “swabs ” vaginais utilizando
o kit Purelink Microbiome DNA lIsolation, de acordo com as instru¢bes do fabricante
(Themofischer). Os “swabs” foram aquecidos a 65°C/10min em tamp&o de lise, com
"beads” de lise controle interno para gPCR (plasmideo contendo sequéncia do

citomegalovirus murino - mCMV). Imediatamente apos a incubacao, as amostras foram
submetidas a vortex vigoroso, na horizontal, por 10 min. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi filtrado em coluna provida no kit, a qual foi lavada vérias vezes. O DNA

foi eluido em 50pL de tampéo de eluicao.


https://paperpile.com/c/hc6SXw/kiYx
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4.5 MULTIPLEX PCR

Reacdes de multiplex PCR foram feitas para detectar a presenca de Chlamydia
trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (GC), Trichomonas vaginalis (Tvag),
Mycoplasma  genitalium (MG), Mycoplasma  hominis (Mhom);  Ureaplasma
urealyticum (Uurea) e Ureaplasma parvum (Uparv) em cada uma das amostras com uso
do kit XGen Uretrite Plus® (ANEXO B), de acordo com o protocolo do fabricante
(Mobius Life, Brazil). O kit prové as enzimas, iniciadores, sondas ligadas a fluoroforos
(FAM, VIC, ROX e CY5) e controles negativos, positivos e interno, necessarios para a
avaliacdo da qualidade das reacGes.

4.5.1 Principio do teste

O DNA bacteriano/protozoario de diferentes patogenos ¢ amplificado no mesmo
tubo pela reagao em cadeia da polimerase. A presenca de uma sequéncia especifica do
patégeno na reacao ¢ detectada por um aumento na fluorescéncia observada a partir da
sonda correspondente duplamente marcada, e ¢ relatado como o valor limiar de ciclo (Ct)
pelo termociclador em Tempo Real.

O ensaio utiliza o Citomegalovirus de Murino (MCMV) como controle de
extracao - Controle Interno (CI), adicionado a cada amostra e ao Controle Negativo no
processo de extragao.

O teste apresenta especificidade de 100% para cada micro-organismo investigado,
a sensibilidade pode variar de acordo densidade celular de cada micro-organismos,

conforme apresentado abaixo:

Sensibilidade (LOD) CT 10? cdpias/mL com probabilidade = 95%
Sensibilidade (LOD) NG 107 cépias/mL com probabilidade = 95%
Sensibilidade (LOD) MG 10" cépias/mL com probabilidade = 95%
Sensibilidade (LOD) Tvag 10? cépias/mL com probabilidade = 95%
Sensibilidade (LOD) Mhom 10 cdpias/mL com probabilidade = 95%
Sensibilidade (LOD) Uurea 10? cdpias/mL com probabilidade = 95%
Sensibilidade (LOD) Uparv 107 cépias/mL com probabilidade = 95%

Fonte: Kit MULTIPLEX Plus para Deteccgao de Patogenos Causadores de Uretrite.
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4.5.2 Parametros para reacao de multiplex PCR.

De cada amostra, foram utilizados 10uL para a reacdo de detecgdo simultanea
de: Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae , Trichomonas vaginalis,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma
parvum e controle interno (uma sequéncia de citomegalovirus de camundongo).

O nimero méximo de 4 micro-organismos sequenciais detectados em cada tubo
correlaciona-se com o numero de fluoroforos identificaveis de uma unica vez. O
termociclador utilizado foi o LightCycler 480 Instrument 11 (Roche). Para cada placa de
PCR, foram incluidos os controles negativos e positivos.

A reacdo foi feita com as especificacdes que se seguem: 42°C/15min, 94°C/3min,
40 ciclos de 94°C/8sec e 64°C/34sec, as amostras consideradas positivas tiveram Cq

acima de 24.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas, bem como a elaboracéo de graficos, foram realizadas com
auxilio do programa “Graphpad Prism 4” (GraphPad Software, San Diego, Califérnia). O

teste de Fisher foi aplicado e a significancia estatistica atribuida de p < 0,05.



24

5. RESULTADOS

5.1 PATOGENOS IDENTIFICADOS POR MULTIPLEX PCR.
Através do teste de multiplex PCR, a deteccdo de pelo menos 1 patégeno foi
observada em 36,47% (17/47) das amostras e de mais de 1 patégeno em 12,76% (6/47).

A frequéncia dos patogenos detectados esta disposta na Tabela 1.

Tabela 1. Patdgenos detectados por multiplex PCR em amostras citologicas cervicais.

N (47) %
Ureaplasma parvum 8 17,2
Ureaplasma urealyticum 1 2,12
Mycoplasma hominis 4 8,51
Mycoplasma genitalium 0 0
Chlamydia trachomatis 5 10,63
Neisseria gonorrhoeae 1 2,12
Trichomonas vaginalis 5 10,63

5.2 MICROBIOTA E CERVICITE MICROSCOPICA.

Os achados na citologia cervical de acordo com o patégeno identificado por

multiplex PCR estao dispostos na Tabela 2.



Tabela 2. Amostras cervicais com patogenos identificados por multiplex PCR
respectivos achados citoldgicos (microbiota e presenca de cervicite microscopica).
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e

Amostras Uparv Uurea CT Tvag Mhom MG GC

Microbiota

1 X
2 X
3 X
4 X
5 X
6

7

8

9

10

11

12 X
13

14

15 X
16

17 X

X

lactobacilos

bacilos

supracitoplasmaticos

lactobacilos
lactobacilos
lactobacilos
lactobacilos
Cocobacilos
lactobacilos
lactobacilos
Cocobacilos
lactobacilos
Cocobacilos
lactobacilos
Cocobacilos

bacilos

supracitoplasmaticos

lactobacilos

lactobacilos

Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (GC); Mycoplasma genitalium (MG); Trichomonas

vaginalis (Tvag); Mycoplasma hominis (Mhom); Ureaplasma urealyticum (Uurea) e Ureaplasma parvum

(Uparv).

53 PATOGENOS
CITOLOGICOS NA CITOLOGIA CERVICAL.

5.3.1 Ureaplasma spp.

IDENTIFICADOS E RESPECTIVOS ACHADOS

Ureaplasma parvum foi o Unico patégeno identificado através da multiplex PCR

em cinco das amostras (amostras 1 a 5) (Tabela 2). Todas as amostras apresentaram

cervicite microscépica (> 10 pmnl / célula epitelial). Foram observados numerosos
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leucdcitos polimorfonucleares (pmnl) em muco, isolados ou em agregados (“polyballs™)
(Figura 8). Com relacdo a microbiota destas amostras, pode-se observar que houve

predominio de lactobacilos em 4 amostras e 1 amostra com bacilos supracitoplasmaticos
(“clue cells”) (Tabela 2; Figura 8). Alteracdes celulares reativas-reparativas, que estdo

associadas a inflamacéo, também foram observadas.

Fe> ,s-:-'.k H i W "/"'II\ % A o £
Figura 8. Citologia cervical de amostras em que o Ureaplasma foi o Gnico patdgeno
detectado por multiplex PCR. Ureaplasma parvum em A-F. Ureaplasma urealyticum em
G, H. Numerosos polimorfonucleares isolados e agregados (“polyballs™) (A-H).
Microbiota normal (lactobacilos) em B, F, H (canto inferior direito). Bacilos
supracitoplasmaticos (“clue cell”) em D (seta laranja). Papanicolaou. A, C (200x); B, D,
F, H (400x); E, G (100X); canto inferior direito (1000X). Citologia em base liquida A-
D, G, H; Citologia convencional E, F. Amostra 4 (A e B); amostra 2 (C e D); amostra
5(E eF)eamostra6 (G e H).
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5.3.2 Chlamydia trachomatis

Nas amostras 7, 8 e 9 detectou-se apenas C. trachomatis (Tabela 2). Todas as
amostras  apresentaram  cervicite microscépica com numerosos leucocitos
polimorfonucleares em muco, isolados ou em agregados (Figura 9). A microbiota em 2
amostras foi predominantemente lactobacilar, enquanto em uma amostra a predominancia
observada foi de cocobacilos (Tabela 2; Figura 9).

Verificou-se também alteracbes celulares reativas-reparativas associadas a

inflamacéo.

Figura 9. Citologia cervical de amostras em que Chlamydia trachomatis foi o Unico
patdégeno detectado por multiplex PCR. Numerosos polimorfonucleares isolados e em
agregados ("polyballs™). Microbiota normal (lactobacilos) em B, D (canto inferior
direito). Papanicolaou. A (40x); B, D (400x); C (100X); canto inferior direito (1000X).
A-D, citologia convencional. Amostra 8 (A e B) e amostra 9 (C e D).

5.3.3 Trichomonas vaginalis

Nas amostras 10 e 11 o uUnico patdgeno detectado por multiplex PCR foi o
protozoario Trichomonas vaginalis (Tabela 2). Ambas as amostras apresentaram
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cervicite microscopica com numerosos leucdcitos polimorfonucleares em muco, isolados
ou em agregados (Tabela 2; Figura 10). A microbiota foi predominantemente
cocobacilar em uma amostra e normal (predominantemente lactobacilar) em outra
(Tabela 2).

Somente na amostra 10, organismos em forma de péra com nucleo localizado
excentricamente e granulos citoplasmaticos eosinofilicos consistentes com caracteristicas
morfolégicas de Trichomonas vaginalis estavam presentes (Figura 10 B); ainda na
amostra 10, pode-se observar alteracédo celular compativel com lesdo intraepitelial de alto
grau (Figura 10 B).

Similarmente ao que foi descrito nas infecgdes descritas acima, alteracfes

celulares reativas-reparativas que estdo associadas a inflamacdo também estavam

presentes nestas amostras.

Figura 10. Citologia cervical de amostras em que Trichomonas vaginalis foi o Unico
patdgeno detectado por multiplex PCR. Numerosos leucdcitos polimorfonucleares,
isolados e em agregados (“polyballs™) em A-D. B - Organismos em forma de péra com
nucleo localizado excentricamente e granulos citoplasmaticos eosinofilicos, consistentes
com T. vaginalis (seta laranja no canto superior direito). Microbiota normal (lactobacilos)
(seta verde ) em D; HSIL em B (seta amarela). Papanicolaou. A (100x); B, D (400x); C
(200x); canto superior direito (1000x). A e B, citologia em base liquida; C e D, citologia
convencional. Amostra 10 (A e B), amostra 11 (C e D).
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5.3.4 Mdltiplos patogenos

Mycoplasma hominis foi detectado simultaneamente com Trichomonas vaginalis
nas amostras 13 e 14, com U. parvum na amostra 15 e com ambos os patdgenos na
amostra 12 (Tabela 2). Nas amostras 12, 13 e 14, os achados foram semelhantes aos das
amostras em que Trichomonas foi o Unico patégeno isolado: cervicite microscopica com
numerosos leucocitos polimorfonucleares em muco, isolados ou em agregados (Figura
11), além disso, a microbiota era predominantemente cocobacilar nas amostras 12 e 14
e predominantemente lactobacilar na amostra 13 (Tabela 2) (Figura 11 ). Somente na
amostra 14, organismos em forma de péra com ndcleo localizado excentricamente e
granulos citoplasmaticos eosinofilicos, consistentes com T. vaginalis estavam presentes
(Figura 11 A-B). Ainda na amostra 14, alteracfes celulares compativeis com lesdo do
tipo HSIL foram observadas (Figura 11 A-B). M. hominis e U. parvum foram detectados

simultaneamente na amostra 15. N&o foi observada cervicite microscopica e a microbiota

foi de bacilos supracitoplasmaticos (“clue cells”).

Figura 11. Citologia cervical de amostras com multiplos patdgenos identificados por
multiplex PCR. A e B, M. hominis e T. vaginalis (amostra 14); C e D M.hominis, T.
vaginalis e U. parvum (amostra 12). Numerosos leucdcitos polimorfonucleares, isolados
e em agregados (“polyballs") em A-D. Organismos em forma de péra com nulcleo
localizado excentricamente e eosinofilica granulos citoplasmaticos, consistentes com T.
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vaginalis (seta verde) em A, B. Microbiota cocobacilar (seta azul). HSIL em A (seta
vermelha). Papanicolaou: A, B (200x); C (400x); D (1000X). A, B, C e D, citologia
convencional.

N. gonorrhoeae foi detectada em apenas uma amostra (amostra 16)
concomitantemente com C. trachomatis (Tabela 2; Figura 12); os achados citolégicos
foram semelhantes aos das amostras em que C. trachomatis foi o Unico patégeno
detectado: cervicite microscopica com numerosos leucdcitos polimorfonucleares em
muco e isolados.

Os leucocitos polimorfonucleares foram mais bem distribuidos e menos
abundantes na preparacdo em base liquida (Figura 12 C, D) comparada com a

convencional (Figura 12 A, B), a microbiota era predominantemente lactobacilar
(Tabela 2, Figura 12).

) &
- L

Figura 12. Citologia cervical da amostra 16 com multiplos patégenos (C. trachomatis e
N. gonorrhoeae ) detectados por multiplex PCR. Citologia convencional A e B; Citologia
de base liquida C e D. A-D, numerosos leucdcitos polimorfonucleares no muco. Os
leucdcitos polimorfonucleares foram mais bem distribuidos e menos abundantes na base
liguida (C, D) do que na preparacdo convencional (A, B). A microbiota normal
(lactobacilos) foi mais abundante na preparagdo convencional (B). D, lactobacilos (canto
superior direito, seta laranja). Papanicolaou, A (100x); B e D (400x); C (200x); Canto
superior direito (1000x).

W
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Na amostra com C. trachomatis e Ureaplasma parvum (amostra 17), ndo foi

observada cervicite microscdpica e a microbiota era predominantemente lactobacilar.

5.4 COMPARACAO ENTRE AMOSTRAS COM E SEM PATOGENO DETECTADO
POR MULTIPLEX PCR.

Nas amostras em que pelo menos um patégeno foi identificado por multiplex
PCR, cervicite microscopica foi observada em 88,23 % (15/17) do total de amostras e em
90,90% (10/11) das amostras com microbiota normal (predominantemente lactobacilar)
(Tabela 2).

Nas amostras em que nenhum patdgeno foi detectado por multiplex PCR,
cervicite microscopica foi observada em 46,66% (14/30) do total de amostras e em 25%
(2/8) das amostras em que a microbiota foi normal (predominantemente lactobacilar)
(Tabela 3 - APENDICE A). Dentre as amostras com cervicite microscopica e microbiota
normal (lactobacilar), aquelas com pelo menos um patégeno identificado por multiplex
PCR foram significativamente mais frequentes do que aquelas sem patogeno, 83,3%
contra 16,6% (teste de Fisher p = 0,006) (Figura 13).
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Figura 13: Frequéncia de cervicite microscopica entre amostras com microbiota normal
com e sem patdgeno detectado por Multiplex PCR.
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6. DISCUSSAO

As ISTs frequentemente podem ser causadas por infec¢fes polimicrobianas, deste
modo, métodos capazes de detectar maltiplos patdgenos em uma Gnica amostra se tornam
cada vez mais necessarios [114-116].

Diferentes tipos de amostras como efusdes, lavado peritoneal, lavado
broncoalveolar, urina e as obtidas por PAAF, podem ser utilizadas ndo apenas para
andlise citolégica, mas também para deteccdo de patdgenos [117]. Com amostras
cervicais para preparaces em base liquida, além da citologia, diferentes técnicas de
biologia molecular podem ser aplicadas para detectar patdgenos como o virus HPV, bem
como outros micro-organismos patogénicos sexualmente transmissiveis [117].

No presente estudo, amostras cervicais foram coletadas para analise citoldgica e
pela técnica de multiplex PCR, com sondas especificas para amplificacdo dos patdgenos
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Trichomonas

vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum.

6.1 FREQUENCIA DOS PATOGENOS.

A multiplex PCR foi positiva em 36,47% das amostras avaliadas neste estudo. U.
parvum foi o patdgeno mais comumente detectado (17,02%), seguido por C. trachomatis
(10,63%), T. vaginalis (10,63%), M. hominis (8,51%), U. urealyticum (2,12%) e N.
gonorrhoeae (2,12%). M. genitalium ndo foi detectado em nenhuma das amostras e
maultiplos patégenos foram observados em 12,76% do total das amostras.

H& uma variagdo na prevaléncia desses patdgenos em amostras cervicais
analisadas em estudos anteriores. Esta variacdo, muito provavelmente, se deve ao tipo de
populacdo estudada e ao método de deteccdo empregado.

Em um estudo anterior, que usou multiplex PCR para detectar os mesmos
patdgenos em amostras de mulheres jovens sexualmente ativas de Israel, 44,6% das
amostras eram positivas para pelo menos um patégeno. U. parvum foi identificado em
28,2% das amostras, seguido por U. urealyticum 15,7%; C. trachomatis 6,6%, M. hominis
6,2%; M. genitalium 1,9%; N. gonorrhoeae 0,7% e T. vaginalis 0,5% [118]. Altos indices
de coinfeccdo de C. trachomatis e M. genitalium (4,1%) e baixos indices (cerca de 0,5%)
de coinfeccdo de C. trachomatis e N. gonorrhoeae e de C. trachomatis e T. Vaginalis

foram observados neste estudo prévio. De em maneira geral, neste estudo prévio, 9% dos


https://paperpile.com/c/hc6SXw/WOSse+ugLu6+IwPen
https://paperpile.com/c/hc6SXw/ciYlV
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casos foram positivos para pelo menos uma das ISTs “verdadeiras” (causadas por C.
trachomatis, M. genitalium, N. gonorrhoeae e T. Vaginalis)[118]. As taxas de
positividade das ISTs “equivocas” (causadas por U. Parvum, U. urealyticum e M.
hominis) foram duas a cinco vezes maiores, principalmente em mulheres.

Em um estudo brasileiro, no qual multiplex PCR foi usada para detectar o
papilomavirus humano (HPV) e ISTs em amostras cervicais de mulheres assintomaticas,
observou-se uma elevada frequéncia, principalmente de HPV (46,8%), M. genitalium
(28,6%) e C. trachomatis (27,8%). Entre 126 pacientes, 66% eram infectadas com pelo
menos uma IST e algumas foram infectadas simultaneamente por 2, 3 e até 4 patdgenos
[119].

Diante destas elevadas frequéncias e potenciais complicacdes decorrentes destas
ISTs, diretrizes americanas e europeias e o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas
para Atencdo Integral as Pessoas com IST do Ministério da Saude do Brasil recomendam
rastreamento para as ISTs “verdadeiras” (causadas por C. trachomatis, M. genitalium, N.
gonorrhoeae e T. Vaginalis) em pacientes jovens e/ou pacientes em grupos de risco
[63,70,120].

Similarmente ao resutlado observado no presente estudo, ha varios estudos
prévios mostrando elevada prevaléncia de Mycoplasmas/Ureaplasmas em amostras
cervicais, principalmente de U. parvum [121,122]. Contudo, as complica¢des decorrentes
desta infeccdo/colonizacdo do trato reprodutivo feminino ainda ndo estdo bem
estabelecidas. Nas andlises de Zanotta et al., (2019), em que o método de deteccdo
empregado foi a multiplex PCR, os patégenos mais prevalentes em mulheres sexualmente
ativas e sintomaticas foram Mycoplasmas/Ureaplasmas. A prevaléncia geral foi de 36,5%
(236/646), sendo M. genitalium em 1,2%, M. hominis em 11,8%, U. urealyticum em
11,0% e U. parvum em 87,7%. Neste estudo prévio, ndo foi encontrada associagdo entre
infeccdo por Micoplasma / Ureaplasma e queixas cervicais / vaginais. Entretanto, a
presenca de U. parvum esteve associada significativamente a presenca de outras DSTs e
observou-se uma associagao significativa entre a alta carga de U. parvum e a presenca de

infeccdo por tipos de HPV de alto risco.

6.2 CITOLOGIA-CERVICITE.

Em relagdo a citologia, os achados do presente estudo foram descritos na

preparacdo convencional e em base liquida, em geral, comparando os dois métodos
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utilizados, nas preparacGes pelo método convencional, o numero de leucdcitos
polimorfonucleares foi maior e a microbiota foi mais abundante. Para aplicar o critério
de cervicite microscépica e para analisar a associacdo da cervicite microscopica com a
presenca de patdgeno apenas a preparacdo em base liquida foi utilizada, visto que as
amostras usadas neste método de preparo foram as mesmas utilizadas para a deteccdo de
patdgenos pela técnica de multiplex PCR, além disso, a distribuicdo mais regular de
células na ldmina, em comparagdo com a citologia preparada pelo método convencional,
facilita a quantificacdo. A citologia em meio ou base liquida é aprovada pela FDA (Food
and Drug Administration) para uso em amostras ginecologicas e de outras especialidades,
a técnica se baseia na insercdo da amostra em meio fixador e obtencdo de uma lamina
com fundo mais limpo, sem superposic¢des de células, o que se deve ao sistema de filtros.
As vantagens da citologia em base liquida em relacdo a citologia preparada pelo método
convencional sdo: maior sensibilidade, menos artefatos técnicos e possibilidade de testes
histoquimicos e de biologia molecular [123-125].

O critério para cervicite microscopica (> 10 pmnl / célula epitelial) foi
estabelecido em amostras com diagnostico clinico de secrecdo cervical mucopurulenta,
ndo ha critérios bem definidos para cervicite em exames de citologia cervical, ainda mais
como preditor da presenca de patégenos. Em um estudo anterior com preparagdes em
base liquida, os autores concluiram que usando um limiar de > 2 leucdcitos por célula
epitelial por campo de grande aumento os valores preditivos positivos para M. genitalium,
C. trachomatis, N. gonorrhoeae e T. vaginalis foram 100, 70, 67 e 20%, respectivamente
[126]. O baixo limiar usado neste estudo anterior explicaria o baixo valor preditivo
positivo do método para T. vaginalis, que geralmente causa exsudato inflamatdrio intenso
na mucosa cervical (cervicite purulenta).

Em amostras com pelo menos um patdgeno detectado por multiplex PCR, a
cervicite microscopica (> 10 pmnl / célula epitelial) estava presente em 88,23% do total
e em 90,9% das amostras com microbiota normal (lactobacilar). A cervicite microscépica
estava presente em todas as amostras em que U. parvum, C. trachomatis e T. vaginalis
foram os Unicos patdgenos detectados. Vale ressaltar que uma das limitagdes deste estudo
foi ndo conseguir apresentar os achados citoldégicos de M. hominis, M genitalium e N.
gonorrhoeae quando estes sdo 0s Unicos patogenos detectados.

A cervicite microscopica ndo foi observada em 2 amostras com infec¢do mdltipla,
na amostra 15 (U. parvum e M. hominis) e na 17 (U. parvum e C. trachomatis), com base

neste resultado, fica evidente a importancia de correlacionar os resultados da PCR com
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os resultados da citologia cervical, e com achados clinicos. O valor preditivo negativo da
microscopia tende a ser elevado, pois sem exsudato polimorfonuclear ou com exsudato
escasso, provavelmente, ndo ha cervicite microscopica ou clinica [127].

Amostras com cervicite microscopica (> 10 pmnl / célula epitelial) e microbiota
normal (lactobacilar) foram comparadas quanto a presenca de patdgenos e o0s resultados
mostraram que a cervicite microscopica era significativamente mais frequente quando
pelo menos um patdgeno era identificado por multiplex PCR. Em duas das amostras em
que nenhum patdgeno foi detectado houve cervicite microscopica; nesses dois casos a
inflamacédo pode ter sido causada por um agente ndo infeccioso, por agente infeccioso
ndo detectado pelo teste usado no presente estudo ou pode indicar uma limitagdo na
sensibilidade deste teste. De acordo com o fabricante do kit multiplex PCR utilizado neste
estudo, a sensibilidade é variavel para cada patdgeno: 10? copias/mL (U. parvum e T.
vaginalis ), 10 copias/mL (C. trachomatis, N. gonorrhoeae e M. hominis) e 10*
copias/mL (M. genitalium); a menor sensibilidade para M. genitalium pode ser uma das
razBes para a ndo deteccao deste patdgeno nas amostras do presente estudo.

Na rotina diagnostica, o achado de inflamagdo com exsudato neutrofilico intenso,
e microbiota normal é frequente, alguns destes esfregacos citoldégicos chegam a ser
categorizados como insatisfatorios pelo numero elevado de pidcitos. Os resultados do
presente estudo sugerem que possivelmente a causa da inflamagdo intensa esteja
relacionada a presenca de algum patdgeno que poderia ser identificado apenas por testes
moleculares ou cultura e ndo por microscopia.

De acordo com o sistema Bethesda, em laudos de citologia cervical a descri¢éo
de organismos e de outros achados ndo neoplasicos é opcional. Os resultados do presente
estudo sugerem que a intensidade da inflamacdo deve sim ser mencionada para que esta

possa ser correlacionada com os dados clinicos e os resultados da PCR.

6.3 CITOLOGIA- MICROBIOTA.

Em relagdo & microbiota, em amostras com pelo menos um patdgeno detectado
por multiplex PCR, a microbiota normal (lactobacilar) foi a mais frequente (64,70%)
seguida pelos cocobacilos. Vale ressaltar que amostras com potenciais agentes
inflamatdrios como Candida sp. e Actinomyces e com efeitos citopaticos consistentes
com Herpes e citomegalovirus foram excluidas deste estudo, pois esses patdgenos

também podem ser a causa de alteracOes citoldgicas reativas/reparativas e inflamagdo. A
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presenca desses micro-organismos nao permitiria a analise da associagdo entre cervicite
microscopica e a presenca de patogenos identificados por multiplex PCR. Da mesma
forma, apenas as amostras com microbiota normal (lactobacilar) foram utilizadas na
analise da associacédo entre cervicite microscopica e presenca de pelo menos um patdégeno
na multiplex PCR, pois existem varios estudos mostrando que as microbiotas
cocobacilares, principalmente aquelas com bactérias aerébias podem estar associadas a
presenca de inflamagdo [128,129].

T. vaginalis foi identificado na citologia em apenas em 3/5 das amostras das
amostras em que o patogeno foi detectado por PCR, esperava-se essa discordancia entre
citologia e multiplex PCR para a identificacdo desse patdgeno, uma vez que técnicas
moleculares sdo mais sensiveis que a microscopia para detec¢do de T. vaginalis [130].
Discute-se que a prevaléncia global de T. Vaginalis pode estar subestimada, pois muitos
dados sdo derivados de estudos que usaram microscopia em vez de testes de amplificacédo
de &cidos nucléicos sensiveis [28].

Curiosamente, nas amostras 12, 13 e 14, nas quais T. vaginalis foi identificado,
observou-se co-infeccdo com M. hominis. Este mesmo padrdo de co-infeccdo foi
observado em outro estudo aplicando a técnica de multiplex PCR [131]. Neste estudo
prévio, associacdo de T. Vaginalis com M. hominis foi observada em 25% das amostras
em que T. Vaginalis foi detectado [131].

Na amostra com N. gonorrhoeae, a microbiota foi normal (predominantemente
lactobacilar) e ndo foram evidenciados diplococos. A identificacdo de espécies de
Ureaplasma. e Mycoplasma e de C. trachomatis ndo era esperada na citologia. Os
Ureaplasmas sdo bactérias de forma cocobacilar, com didmetros entre 0,2 e 0,3 um e a
falta de uma parede celular rigida torna quase impossivel visualiza-las diretamente por
microscopia optica [65,66]. Da mesma forma, a identificacdo da C. trachomatis na
citologia cervical é dificil ja que o corpo elementar (EB), que é a forma extracelular de
C. trachomatis, possui um diametro de apenas 0,3 um [132], as clamidias alternam entre
duas formas morfologicamente distintas, um corpo elementar (EB, elementary body) nédo
replicativo infeccioso e um corpo reticulado (RB, reticulate body) replicativo nao
infeccioso. Apos a adesdo e internalizacdo nas células hospedeiras, os EBs percebem
rapidamente a mudanga no ambiente e respondem a isso iniciando a diferenciacdo em
RBs, dentro de uma inclusdo citoplasmatica, o corpo reticulado (RB) se divide
repetidamente no corpo infeccioso elementar (EB), ap6s a morte da célula hospedeira,

apenas a forma EB da bactéria sobrevive e continua a infectar outras células [133].
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6.4 CITOLOGIA —-ATIPIAS CELULARES.

Além das caracteristicas relacionadas a inflamacdo e microbiota, em 2 amostras
em que T. vaginalis foi detectado, lesdo do tipo intraepitelial escamosa de alto grau (High-
grade Squamous Intraepithelial Lesions — HSIL) também foi identificada. A associagdo
de patogenos de ISTs com infeccdo por HPV e anormalidades citoldgicas tem sido
descrita na literatura [134,135], essa associagdo é outro forte indicador da importancia da
triagem de pacientes por meio de métodos de diagndstico como o exame de Papanicolaou,
que apesar de ser considerado apenas preditor da presenca de patdgenos, sdo mais

acessiveis, principalmente em paises menos desenvolvidos.

6.5 LIMITACOES DO ESTUDO.

A principal limitacdo deste estudo é o numero reduzido de amostras, como
consequéncia ndo foi possivel concluir sobre a prevaléncia dos patdgenos estudados, além
disto, nenhuma amostra com M. genitalium foi detectada e ndo foi possivel descrever os
achados citoldgicos de amostras em que os patdgenos M. hominis, M. genitalium e N.
gonorrhoeae sdo 0s Unicos patdgenos detectados.

Outra limitacdo deste estudo foi a ndo utilizacdo de kits para detec¢do de T.
pallidum, ja que a sifilis é considerada uma das principais causas de ISTs no Brasil. Teste
para deteccdo de HPV também ndo foi realizado, impossibilitando a anélise de associacao
da presenca destas ISTs com a presenca do HPV. Coildcitos, células com efeito citopatico
causado pelo HPV, ndo foram observados nas amostras analisadas neste estudo, contudo,
considerando que a maioria das lesbes intraepiteliais estdo associadas ao HPV, pode-se
dizer que, pelo menos em 2 amostras deste estudo, o HPV estava presente.

Outro aspecto importante ndo avaliado no presente estudo foi a quantificacdo das
bactérias, pesquisadores sugerem que altas cargas de Ureaplasma estejam
correlacionadas com a presenca de cervicite e uretrite [136,137].

Apesar de ndo estar entre 0s objetivos deste estudo, é importante ressaltar que a
associacdo dos dados laboratoriais (citologia e biologia molecular) com os dados clinicos
é fundamental para o melhor entendimento das repercussdes clinicas das ISTs, essa

andlise de associacdo ndo foi realizada neste estudo porque as amostras foram coletadas


https://paperpile.com/c/hc6SXw/Cw3gp+s1Cli

38

por diferentes ginecologistas, assim, para evitar um possivel viés de interpretacéo clinica

optou-se por ndo considerar os dados clinicos obtidos.

6.6 PERSPECTIVAS

Apesar das limitagcdes discutidas acima, os resultados do presente estudo indicam
a necessidade de mais pesquisas com testes moleculares para avaliar a prevaléncia de
ISTs no Brasil e prevaléncia de bactérias urogenitais, principalmente Ureaplasma e
Mycoplasma. Ainda neste sentido sdo necessarios estudos de associagao entre os achados
laboratoriais de citologia e biologia molecular com dados clinicos (sinais e sintomas das

pacientes) e possiveis complicacdes e sequelas clinicas associadas a presenca destas ISTSs.



39

7. CONCLUSAO

Uma elevada frequéncia de patdgenos sexualmente transmissiveis,
principalmente de Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis e Ureaplasma parvum
pode ser detectada em amostras cervicais por multiplex PCR.

Os achados citoldgicos sdo inespecificos e caracterizados por inflamacéo intensa
e microbiota normal (predominantemente lactobacilar) em amostras nas quais C.
trachomatis, N. gonorrhoeae, U. urealyticum e U. parvum sdo detectados por multiplex
PCR isoladamente ou em multiplas infecces.

Dentre as amostras com cervicite microscopica e microbiota normal
(lactobacilar), aquelas com pelo menos um patoégeno identificado por multiplex PCR sdo
significativamente mais frequentes do que aquelas sem patogeno, a falha na identificacédo
de um agente inflamat6rio em amostras de citologia cervical com intenso exsudato de
neutrdfilos pode sugerir a presenca desses patdgenos.

Uma observacéo sobre a intensidade da inflamacgdo deve constar em laudos dos
exames citoldgicos cervicais, para que esse achado citoldgico possa ser correlacionado
com os resultados clinicos e os resultados de exames moleculares como os da PCR usada

para a deteccdo de ISTs.
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APENDICE A

Tabela 3. Amostras cervicais sem patdgenos identificados por multiplex PCR e respectivos achados
citoldgicos (microbiota e presenca de cervicite microscopica).

n Microbiota Cervicite Atipias
microscépica citoldégicas
1 Lactobacilos, cocobacilos X
2 Bacilos supracitoplamaticos
Bacilos
3 supracitolplasmaticos
4 Lactobacilos, cocobacilos ASC-US
5 Lactobacilos
6 Lactocabilos
7 Lactobacilos X
8 Lacitobacilos, cocobacilos
9 Lactobacilos
10 Lactobacilos
11 Lactobacilos
12 Lactobacilos, cocobacilos X
13 Lactobacilos
14  Bacilos supracitoplaméticos
15 Lactobacilos, cococacilos
16 Lactobacilos X
17  Bacilos supracitoplaméticos
18 Lactobacilos, cocobacilos
19 Bacilos supracitoplamaticos X
20 Lactobacilos, cocobacilos X
21 Lactobacilos, cocobacilos X
22 Bacilos supracitoplaméticos X
23 cocobacilos X m
24 Lactobacilos, cocobacilos X
25  Bacilos supracitoplaméticos
26 Lactobacilos, cocobacilos
27  Bacilos supracitoplamaticos X
28 Lactobacilos, cocobacilos X
29 Lactobacilos, cocobacilos X AGC
30 Lactobacilos, cocobacilos X

I= insatisfatéria por pidcitos; ASC-US= Células escamosas atipicas de significado indeterminado;

AGC =Células glandulares atipicas.
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Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Inalterado em relagéo ao Parecer Consubstanciado de 10/11/2014 do CEP/FEPECS/SES/DF.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Inalterado em relagéo ao Parecer Consubstanciado de 10/11/2014 do CEP/FEPECS/SES/DF.

Recomendagdes:

Fazem parte do projeto de pesquisa: folha de rosto devidamente preenchida, termo de concordancia do
diretor do HMIB, Curriculum vitae do pesquisador responsavel e demais pesquisadores, planilha de
orcamento, referéncias bibliogréaficas, cronograma e TCLE.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria: O TCLE deverd ser elaborado com
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linguagem simples e acessivel ao sujeito da pesquisa, de tal

modo que o paciente deve ser suficientemente esclarecido e ndo apenas “informado” quanto a todos os
detalhes do projeto de pesquisa. Dirigir-se ao sujeito da pesquisa em forma de convite e ndo de uma
declaracao. *Devera ficar claro a aplicagdo de questionarios e o tempo de duracao da aplicacdo dos
mesmos. *No TCLE deve assegurar ao individuo o direito de recusar-se a responder perguntas que
ocasionem constrangimentos de alguma natureza e que em caso de recusa em participar da pesquisa nao
havera penalizacao ou prejuizo de atendimento naquele servico.

*Corrigir tdpico sobre riscos na metodologia e no TCLE, pois segundo a CNS 466/2012 artigo V.2 toda
pesquisa com seres humanos envolve riscos em tipos e gradacdes variados sejam eles considerados nas
dimensdes fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual desses. Solicitamos descrever 0s
desconfortos provocados pelo exame colpocitologico aos sujeitos da pesquisa.

*Solicitamos esclarecimentos dos profissionais que fardo a coleta dos exames colpocitologicos, serdo os
pesquisadores? Em caso de profissionais diferentes, esses serdo considerados co-participantes e se faz
necesséario anexar Curriculun vitae dos mesmos na PB.

Solicitamos Termo de Concordancia do responsavel pelas unidades méveis onde sera desenvolvida a
pesquisa na SES-DF.

*Solicitamos descrever a fonte de recursos da pesquisa em planilha de orcamento detalhada.

Solicitamos anexar 0os questionarios que serdo aplicados na pesquisa, afim que justifiquem os objetivos
especificos da pesquisa.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pendéncias acima citada atendidas.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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BRASILIA, 02 de Fevereiro de 2015

Assinado por:

Helio Bergo
(Coordenador)
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