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RESUMO: Foram selecionados, pelo método de Papanicolacu, esfregacos cervicais

€ vaginais sugestivos de infeccdo pov Chisinydia rrachomatis, para confirmagio da infeccdo
em colheia subsegitente, por um método mais especifico como a imunofiuorescéneis, cuja
aplicacdo ndo € pratica em todos o5 casos, devido ao cusio ¢ tempo empregados. Fol utilizada
uma amosiragem de 40.000 esfregacos cervicals ¢ vaginais gue foram corados pelo método de
Papanicolaou. Utilizando critérios morfoldgicos padronizados, foram detectados 97 (0,3%)
casos sugestivos de infeccdo por C. trgchomatis, Desies, selecionaram-se para repeticio de
colheita 41 pacientes. Duas Jiminas foram preparadas; uma corada pelo método de
Papanicolaou ¢ ouira submetida & reagdc de imupofluorescéncia direta. Dos 41 casos, 27
{66%} foram positivos pela imunofluorescBnceia, sendo que destes 27 casos, 19 permaneceram
sugestivos peio método de Papanicoiaou ¢ 8, nao. Os restantes 14 casos foram negativos peia
imunofluorescéneia, sendo que 4 permaneceram sugesiivos pelo método de Papanicolzou ¢
10, nd3o, Concluiu-se que os critérios morfoldgicos identificiveis pelo métedo de
Papanicolaou foram importanies no rastreamento de €. rrachomatis, permitindo detectar
casos gue, submetidos & imunofluorescéncia, meostraram um bom indice (66%) de

confirmagio.

DESCRITORES: docngas do colo uterino; Chlamydia trachomatis; esfregacos vaginais;

muco cervical, citopatologia.

INTRODUCAQ

Chigmydia trachomatis & um microrganismo
intracelular obrigatorio que infecta células colu-
nares ¢ metapiasicas da endocervix, causando cer-
vicite mucopurulenta € podendo levar também a
endometrite ¢ salpingite. A infeccio esta freqiien-
temente associada ao contato sexual com homens
gue apresentam uretrite ndo gonocoeica inespeci-
fica. €. frachomatis € também responsgvel pela
conjuntivite de incluso e pneumonite em re-
cém-nascidos devido & transmissdo do microrga-
nismo na passagem pelo canal do parto (JA-
WETZ et alii*, TAYLOR-ROBINSON & THO-
MASH), .

O ciclo de crescimento de C. trachomatis envol-
ve uma fase extracelular, onde o microrganismo,
metabolicamente inativo, recebe o0 nome de cor-
pasculo elementar. Este, atingindo a superficie da
céhula hospedeira, é engiobado pela mesma por
fagocitose, passando & fase intracelular infeccio-
sa, com formacdo do corpisculo reticular inicial
dentro de um vaciolo. Os corptisculos reticulares
multiplicam-se por fissdo bindria dentro de um on
varios vaciiolos na célula hospedeira. O estagio
final £ indicado pela presenca, na célula hospedei-
ra, de vactolos perinucleares, com bordos distin-
tos, amoldamento, justaposicdo ¢ inclusdes cen-
trais em alvo (GUPTA et alii®). Posteriormente,
estas células se rompem ¢ libertam novos corpas-
culos elementares,
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C. trachomatis tem sido apontada como um
dos principais agentes responsaveis por infecgdo
cervical em mutheres (BORGES et alii2, GUPTA
et alii4, RASSYS, TAYLOR-ROBINSON & THO-
MAS); dai o interesse emn detectar sua presenga
em esfregacos cérvico-vaginais de mulheres que
procuram os Centros de Sande para prevengo do
cincer e tratamento de infecgdes ginecologicas.

Tem sido demonstrada a relac@o da infecgfo
por C. frachomatis com metaplasia (BORGES et
alii?y e com displasia e cdncer cervical (HERE et
aliis),

O presente frabalho apresenta um método de
rasireamento do diagnostico de C. frachomatis
em grandes populagdes. O método consiste em
duas ctapas:

2} Selecdo de casos sugestivos de infeccdo por €
frachamatis na iriagem geral de esfregagos cér-
vico-vaginais corados pelo Papanicolaou, on-
de se evidenciam vactolos de inclusfo caracte-
risticos.

b ) Solicitagdo de uma segunda amostra dos casos
selecionados sem tratamente prévio das pa-
cientes, para exame pela imunofluorescéncia e
confirmacio do diagnoéstico.

MATERIAL E METODOS

O experimento consistiu no estudo de uma
amostra de 40,000 esfregacos cérvicos-vaginais re-
cebidos pelo Setor de Citologia Oncética do Insti-
tuto Adoifo Lutz para exame de prevencde de
clncer. Utilizando critérios morfolégicos padro-
nizados, segundo GUPTA et alii4, para evidencia-
¢80 de inclusdes citoplasmaticas de C, trachoma-
tis na coloracidc de Papanicolaou, foram encon-
trados 97 casos {0,3%) sugestivos, Destes, selecio-
naram-s¢ para repeticdo da colheita, em Hminas
duplas, fixadas em Aalcool-éter ou carbowax, 41
multheres sem tratamento prévio, idade média de
45 anos, casadas, nao gestantes, nio fazendo uso
de anticoncepcional.

Na segunda amostra, um esfregaco de cada ca-
so foi corado pelo método de Papanicolaou, e
analisado segundo critérios morfolégicos nos as-
pectos de: presenca de inclusdes citoplasmaticas
sugestivas de C. trachomatis, classificacdo do
diagndstico citolégico, presenca de substrato leu-
cocitario, flora associada, presenca de metapla-
sia. Qutro esfregaco, apds refixacio em acetona
por quingze minutos, foi submetido a teste de imu-
nofluorescéncia direta utilizando o Micro Trak
preparado pelos laboratdrios Syva. Delimitou-se
com lapis de diamante em: cada ldmina uma é4rea
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circular de 6 mm de didmetro contendo material
suficiente, nem muito escasso, nem muito espes-
s¢. Adicionou-se, apds re-hidratacio das 1dminas,
& area delimitada cerca de 10 uf da solucio Micro
Trak contendo o anticorpo marcado. As [dminas
assim preparadas foram incubadas por 30 minu-
tos em cémara tmida a 37°C, a seguir lavadas em
agua destilada e montadas em laminukas utilizan-
do solugio tamponada de glicerina. Os controles
positive e negativo utilizados foram os fornecidos
pelo Micro Trak. Os praparados foram examina-
dos em microscopio Zeiss epiflucrescente no au-
mento de 500 vezes (objetiva de imersdo). Os ca-
$0s positivos mostraram a presenca de corpuscu-
los elementares caracteristicos com fluorescéncia
verde-macd, em forma de disco. Cada ldmina fol
examinada por pelo menos duas pessoas diferen-
tes, sendo considerada positiva aquela onde hou-
ve concorddncia de diagnéstico ¢ cada campo
continha pelo menos tr@s corpisculos elementa-
res.

RESULTADOS

A figura 1 mostra o aspecto caracteristico das
inclusGes citoplasmaticas tal como s&o vistas ng
coloracio de Papanicolaou. A figura 2 mostra o
aspecto dos corpilisculos elementares vistos ao mi-
croscopio de flourescéncia em esfregacos subme-
tidos ao teste de imunofluorescéncia direta,

A tabela da pagina 48 mostra a comparagio dos
resuliados pelo exame de Papanicolacu ¢ pela
imunofiuorescéncia. Dos 41 casos estudados, 27
foram positivos pela imunoflourecéncia e 14 nega-
tivos.

Casos positivos pela imunofiourescéncia: dos
27 casos positivos, 19 eram sugestivos pelo méto-
do de Papanicolaou na segunda amosira e 8 nio,
representando os {ltimos os falso-negativos.,

Casos negativos pela imunocfluocrescéncia: dos
14 casos negativos, 4 eram sugestivos pelo método
de Papanicolaou, representando os falso-positi-
vos, e 10 ndo.

Considerando o método de Papanicolaou e a
imunofluorescéncia, aguele mosirou sensibilidade
de 83% e especificidade de 55%.

Os aspectos citoidgicos observados pelo méto-
do de Papanicolaou nos 27 casos sugestivos con-
firmados pela imunofluorescéncia foram: ciiolo-
gia normal, 1 {4%) e inflamatdria 26 casos (96%);
substrato polimorfonuclear presente em 23 casos
{85%); metaplasia presente em 21 casos (78%);
flora bacteriana dos tipos coctide, 16 (60%), ba-
cilar, 6 (22%) e mista, 2 casos {7%).
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FIGURA 1 — Esfregago cervical. Célula epitelial parabasal infectada por Chlamydia
trachomatis. Coloracgdo pelo método de Papanicolaou. 200 x, ampliada.

FIGURA 2 — Aspecto dos corpusculos elementares extracelulares em esfregacos endocervi-
cais submetidos ao teste de imunofluorescéncia direta (Micro Trak). 500 x,

ampliada.
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TABELA

Resultados obtidos na cbservagdo de 41 esfregagos cervicals e vaginais corados pelo mérodo de Papanicolaou ¢
submetidos @ reagdo de imunofluorescéneia

Imunofluorescéncia Casos positivos Casos negativos Tota}
para C. trachomatis pata C. trachomatis de casos

Método de
Papanicolaou NO % NG % NO %
Casos sugestivos de
C. trachomatis 19 46 4 10 23 56
Casos negativos para
C. trachomatis 8 20 i0 24 I8 44
Total 27 66 14 34 41 100

DISCUSSAO

Vérios autores, como GUPTA et ali*+ ¢ TER-
HO12, t¢m chamado a atengfo para a presenca de
C. trachomaris como agente infeccioso de alta in-
cidéncia, destacando suas manifesiagdcs clinicas e
citopatologicas. A finalidade do presente traba-
iho foi demonsirar que o método de Papanico-
laou é (til para o rastreamento deste agente em
grandes populagdes com subsequente confirma-
¢&o pela imunofluorescéncia direta nos casos su-
gestivos.

As pacientes por nds analisadas apresentavam
em média 45 anos de idade, em contraste com os
relatos de GUPTA et alii* em que as pacienies
eram mais jovens.

Os nossos achados citologicos séo semethantes
aos relatados por BORGES et alii?, com relagdo a
exsudato inflamatorio, tipos de células parasita-
das {(principalmente as metaplasicas)} e aspectos
das inclisdes evidenciadas pelo méiodo de Papa-
nicolaou,

Um achado adicional de nosso trabalho foi a
associacdo freqiiente de C. trachomatis com flora
cocbide,

Nosso critério de positividade pela imunofiuo-
rescéncia foi semelhante ao de BELDA et aliit e
UYEDA et alii}3, com relagdo 4 guantidade de
corpusculos elementares por campo.

O teste de imunofluorescéneia revelou 66% de
positividade no total dos casos suspeitos na pri-
meira colheita.

Quanto & utilidade do teste de imunofluores-
céncia, varios autores (BRENDA et alii3, MUN-
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DAY et alii7, SHAFER et alii%, STAM et aliiit)
tém citado sua alta especificidade e sensibilidade
com relagdo a cultura, considerando-o como uma
alternativa diagnostica para detecg@o de C. fra-
chomatis em casos suspeitos,

Os anticorpos monoclonais utilizados neste ex-
perimento sdo aitamente especificos para proteina
da membrana externa de C. trachomatis, embora
resultados falso-negativos possam ser obtidos em
amostras pouco preservadas, ou falso-positivos
pela ligacZo inespecifica de imunoglobulinas & su-
perficie de bactérias; neste caso, 0s corpisculos
elementares verdadeiros sdo distinguiveis pelo ta- -
mano, que é de duas a trés vezes menor que o das
bactérias.

Quanto ao método de Papanicolaou, este mos-
trou ser um bom recurso para triagem de casos
suspeitos, embora fephamos encontrado casos
falso-positivos, devido provavelmente & presenca
de vaciolos degeneraiivos semelhantes aos vacio-
los de inclusdo de O rrachomatis, ou de falso-ne-
gativos devido a auséncia de celulas com estes va-
ctolos na amostra, embora esta possa conter cor-
pasculos elemeniares. A imunofiuorescéncia con-
sistin portanto no métode complementar, gue
permitiu a confirma¢do ou ndo da presenga do
microrganismo.

CONCLUSAO

G metodo de Papanicolaou, proprio para de-
teccdo de cincer e lesdes precursoras, permite
além disso detectar agentes etioldgicos, inclusive
vacitolos com inclusdes suspeitas de infecgdo por
C. trachomatis, em seus diversos estagios. No en-
1anto, esie metodo nio substitui agueles mais sen-
siveis para deteccdo deste microrganismo, como a
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imunofluorescéneia direta. Comparado a este mé-
todo, o de Papanicolaou revelou uma sensibilida-
de de 83% e especificidade de 55%.

Concluimos que o método de Papanicolaou,
simples ¢ de baixo custo operacional, permite de-
tectar casos suspeitos de C. frachomatis. Nestes,
as pacientes seriam submetidas a uma segunda co-

lheita, para a realizacio de um teste mais especifi-
<o, como a imunofuorescéncia.
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ABSTRACT: The Papanicolacu method was used for the selection of smears of the
uterine cervix which could be emploved for the use of a more specific method such as
immunctluorescence which was more expensive and fime-consuming than Papanicolaou’s
method. Using standardized morphologic criteria, 97 {(0.3%) smears were selected from a
total of 40,000 because they were suggesiive of infection by O frachomaris. The 37 smears
served for the selection of 41 patients who would be called for further sampling. Two smears
were made in each patient: one was stained by Papanicolacu method, the other was subjected
to  direct immunotiuorescence. Of the 41 cases, 27 (66%) were positive by
immunofluorescence while 19 were positive by Papanicolaou method and 8 were negative.
The remaining 14 cases were negative by immunofluorescence while 10 were also negative by
Papanicolaou method and 4 were suggestive of . trachomatis infection. It is inferred that
Papanicolaon method is imporiant in the screening for C. frachomalis since 66% of the

suggestive smears were confirmed by the more specific method (immunofluorescence).

DESCRIPTORS: vervix diseases; Chiamydia trachomatis; vaginal smears; cervix

mucus, citopathology.
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