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RESUMO 

 

Introdução. Apesar da crescente aplicação de métodos de diagnóstico molecular para a 

detecção de infecções sexualmente transmissíveis, os achados em citologia cervical de 

pacientes com patógenos que podem ser identificados apenas por PCR e cultura ainda 

não estão bem descritos. Objetivo. Descrever os achados citológicos 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 líquida) 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 serviço de Ginecologia do Hospital Universitário de Brasília. Resultados. Através de 

multiplex PCR foi possível detectar pelo menos um destes patógenos 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 patógenos foram observados em 12,76% (6/47) das amostras. A cervicite 

microscópica (≥ 10 pmnl/célula epitelial) e microbiota predominantemente lactobacilar 

foram os achados mais frequentes nas amostras em que os patógenos foram detectados 

sozinhos ou em infecção múltipla, exceto nas amostras com Trichomonas vaginalis nas 

quais a microbiota cocobacilar foi a mais comum. Em amostras com microbiota normal 

(lactobacilar) com e sem patógenos detectados por multiplex PCR, a frequência de 

cervicite microscópica foi, respectivamente, 90,9% (10/11) e 25% (2/8). Em amostras 

com cervicite microscópica e microbiota normal, aquelas com pelo menos um patógeno 

identificado por multiplex PCR foram significativamente mais frequentes do que aquelas 

sem patógeno, 83,33% x 16,66% (teste de Fisher p = 0,006). Conclusão. Os achados da 

citologia cervical são inespecíficos e caracterizados por cervicite microscópica 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 inflamatório em amostras de citologia cervical com intenso exsudato de 

neutrófilos e microbiota normal pode sugerir a presença de um ou mais destes micro-

organismos patogênicos. Uma observação sobre a intensidade da inflamação deve constar 

em laudos dos exames citológicos cervicais, para que possa ser correlacionada com os 

resultados clínicos 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 ABREVIAÇÕES 

 

ASC-H: Atypical squamous cells cannot exclude HSIL (células escamosas atípicas de 

significado indeterminado não podendo excluir lesão intraepitelial de alto grau) 

ASC-US: Atypical squamous cells of undetermined significance (Células escamosas 

atípicas de significado indeterminado) 

AV: Aerobic Vaginitis (Vaginite aeróbica) 

BV: Bacterial Vaginosis (Vaginose bacteriana) 

CDC: Center for Disease Control and Prevention (Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças) 

CGA: Campos de grande aumento 

CGA: Células glandulares atípicas 

CI: Controle interno 

Cq: Valor de quantificação 

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

CT: Chlamydia trachomatis 

Ct: Valor limiar de ciclo 

DIP: Doença inflamatória pélvica 

DNA: Deoxiribonucleic acid (Ácido desoxirribonucleico) 

EB: Elementary body (Corpo elementar) 

et al: et aliae, Latim (Entre outros) 

FDA: Food and Drug Administration (Administração de Alimentos e Medicamentos) 

GC: Neisseria gonorrhoeae (gonococo) 

HIV: Human Immunodeficiency Virus (Vírus da imunodeficiência humana) 

HPV: Human Papilloma Virus (Papiloma vírus humano) 

HSIL: High-grade Squamous Intraepithelial Lesions (Lesão intraepitelial escamosa de 

alto grau) 

ISTs: Infecções sexualmente transmissíveis 

LSIL: Low-grade Squamous Intraepithelial Lesions (Lesão intraepitelial escamosa de 

baixo grau) 

mCMV: Citomegalovírus murino 

MG: Mycoplasma genitalium 

Mhom: Mycoplasma hominis 



NCNGU: Non-chlamydial and Non-gonococcal Urethritis (Uretrite não gonocócica e não 

clamídia) 

OMS: Organização Mundial da Saúde 

PAAF: Punção aspirativa por agulha fina 

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reação em cadeia da polimerase) 

Pmnl: Polimorfonucleares 

RB: Reticulate body (Corpo reticulado) 

RN: Recém-nascido 

RT-PCR: Real-time polymerase chain reaction (Reação em cadeia da polimerase em 

tempo real) 

Sp.: subespécie (Subespécie não especificada) 

Spp.: Subespécies (Subespecies não especificadas) 

Tvag: Trichomonas vaginalis 

Uparv: Ureaplasma parvum 

Uurea: Ureaplasma urealyticum 

VO: Via oral 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 MICROBIOTA VAGINAL 

 

A microbiota vaginal normal foi inicialmente descrita em 1892, por Albert 

Döderlein, como homogênea, consistindo apenas de bacilos Gram-positivos (bacilos de 

Doderlein) [1].  

Com os avanços recentes nas técnicas de sequenciamento de DNA e de testes de 

biologia molecular, há uma classificação da composição da microbiota vaginal, 

agrupando os micro-organismos em cinco tipos referidos como Community State Types 

(CSTs), quatro dominados por Lactobacillus spp.:  Lactobacillus crispatus (CST I), 

Lactobacillus gasseri (CST II), Lactobacillus iners (CST III) ou Lactobacillus jensenii 

(CST V) [2].  

CST IV é caracterizada por redução do número de lactobacilos e por crescimento 

de outras bactérias endógenas e potencialmente patogênicas que podem resultar em   

disbioses comuns tais como vaginose bacteriana (bacterial vaginosis, BV) e vaginite 

aeróbica (aerobic vaginitis, AV) [3,4,5].  

A BV é tipicamente polimicrobiana, caracterizada pela presença de bactérias 

geralmente anaeróbicas, incluindo Gardnerella vaginalis, Prevotella spp., Bacteroides 

spp., Mobiluncus spp., Atopobium vaginae e Megasphaera spp. [6]. 

A AV é definida pela presença de comensais ou patógenos entéricos 

principalmente aeróbicos, incluindo estreptococos do grupo B (Streptococcus 

agalactiae), Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. [7]. 

A frequência das CSTs é diferente de acordo com a origem étnica e pode ser 

influenciada pela fase da vida da mulher (infância, puberdade, vida reprodutiva, pós 

menopausa) fase do ciclo menstrual, uso de contraceptivos hormonais, uso de 

antibióticos, uso de probióticos, terapia de reposição hormonal, atividade sexual e 

gravidez [8-12]. Os fatores associados a eubiose e disbiose da microbiota vaginal estão 

dispostos na Figura 1. 
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Diferentemente de outras microbiotas corporais, como a intestinal, por exemplo, 

o aumento da diversidade da microbiota vaginal está associado a suscetibilidade 

aumentada a doenças [14]. O aumento da diversidade da microbiota vaginal com redução 

de Lactobacillus spp. está envolvido na aquisição e persistência do HPV e no 

desenvolvimento de pré-câncer cervical e câncer [15].  

A microbiota vaginal normal em mulheres em idade reprodutiva é caracterizada 

por redução diversidade bacteriana e por predomínio de Lactobacillus spp. [16]. A 

estimução estrogênica promove proliferação, maturação e acúmulo de glicogênio nas 

células epiteliais da mucosa vaginal [16] (Figura 2). O glicogênio é catabolizado pela a-

amilase (produzida pelas células epiteliais da mucosa) em maltose, maltotriose e a-

dextrinas, que são então metabolizadas para ácido lático por espécies de Lactobacillus 

[16]. O ambiente ácido (pH 3,5-4,5) é propício ao crescimento de Lactobacillus spp. em 

detrimento de outras espécies bacterianas anaeróbias [16]. Além da produção de ácido 

Figura 1. Fatores associados a eubiose e disbiose da microbiota vaginal. Fonte: adaptado 

de [13]. 
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lático, os lactobacilos produzem peróxido de hidrogênio (H2O2) que inibe o crescimento 

de organismos anaeróbios catalase-negativos pela produção de radicais livres de hidroxila 

[16]. Ao se ligarem à superfície 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 peptídeos antimicrobianos como 

bacteriocinas, substâncias semelhantes à bacteriocina e biossurfactantes e podem 

promover a autofagia de bactérias intracelulares, vírus e protozoários [16]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Portanto, através desses mecanismos, os lactobacilos podem inibir o crescimento 

de bactérias vaginais endógenas potencialmente patogênicas e impedem o crescimento de 

bactérias exógenas. Por essas razões, uma microbiota vaginal predominantemente 

lactobacilar tem sido descrita como saudável.  

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

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

Figura 2. Papel do Lactobacillus spp. na microbiota vaginal. Fonte: adaptado de [16] 



4 

 

estável e mais propensa a transição para disbiose. Em contraste, L. crispatus que produz 

tanto D e L-ácido lático, está associado a menor probabilidade de transitar para disbiose 

[17]. Em mulheres não grávidas, microbiotas com predomínio de L. iners são 

significativamente mais propensas a abrigar Candida sp. do que microbiotas com 

predomínio de L. crispatus, sugerindo que as espécies de Lactobacillus têm relações 

diferentes com Candida sp. [18]. Microbiota vaginal dominada por L. iners também está 

associada a um risco aumentado de infecção por C. trachomatis [19].  

O estudo da microbiota vaginal/cervical tem especial interesse clínico, visto que 

suas alterações são motivo de elevada prevalência de queixas em ambulatórios de 

ginecologia. Além disso, a disbiose desta microbiota pode favorecer surgimento de 

infecções genitais, que por sua vez podem causar complicações em mulheres gestantes e 

recém-nascidos ou até mesmo desenvolver infertilidade parcial ou total, tanto em homens 

quanto em mulheres [20]. 

 

1.1.1 Microbiota na citologia cervical 

 

A citologia cervical é usada como método de rastreamento do câncer do colo do 

útero e de suas lesões precursoras [21]. Conforme as diretrizes brasileiras, os dois 

primeiros exames devem ser realizados com intervalo anual, e se ambos os resultados 

forem negativos, os próximos devem ser realizados a cada 3 anos [21]. O início da coleta 

deve ser aos 25 anos de idade para as mulheres que já tiveram ou têm atividade sexual 

[21] e os exames periódicos devem seguir até os 64 anos de idade, e naquelas mulheres 

sem história prévia de doença neoplásica pré-invasiva, os exames devem ser 

interrompidos quando essas apresentarem pelo menos dois exames negativos 

consecutivos nos últimos cinco anos [21]. 

O tipo de amostra (convencional ou em base líquida) é definido pelo método de 

coleta e preparo da amostra [22-25]. Na atual Nomenclatura Citológica Brasileira, a 

adequabilidade da amostra é definida como satisfatória ou insatisfatória [22]. É 

considerada insatisfatória a amostra cuja leitura esteja prejudicada por material acelular 

ou hipocelular (<10% do esfregaço) ou prejudicada (>75% do esfregaço) por presença de 

sangue, piócitos, artefatos de dessecamento, contaminantes externos ou intensa 

superposição celular [22]. O resultado normal da citologia é denominado “Dentro dos 

limites da normalidade” [22]. As alterações benignas podem ser do tipo inflamação, 

reparação, metaplasia imatura, atrofia e radiação [22]. As atipias celulares são divididas 
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em atipias em células escamosas, atipias em células glandulares e atipias de significado 

indeterminado [22]. Na microbiologia, Lactobacillus spp., cocos e outros bacilos são 

considerados achados normais, pois fazem parte da microbiota normal da vagina [22] 

(Figura 3). Na ausência de sinais e sintomas, a presença desses micro-organismos não 

caracteriza infecção que necessite tratamento [21,22].  

  
Figura 3- Citologia cervical com presença de Lactobacillus spp. (Bacilos de Doderlein). 

Células epiteliais intermediárias do epitélio estratificado vaginal, coradas pelo método de 

Papanicolaou. Os lactobacilos estão indicados pela seta vermelha. Fonte: adaptado de 

[23].  

  

Outros tipos de micro-organismos com importância clínica podem ser 

identificados na citologia cervical, dentre estes: bacilos supraciotoplasmáticos, Candida 

spp., Trichomonas vaginalis e Actinomyces spp. (Figuras 4) [23]. A expressão “bacilos 

supracitoplasmáticos” indica a apresentação morfológica de agentes microbianos 

associados a BV e que, de modo geral, respondem aos mesmos tratamentos [22].  

Alterações citológicas (efeitos citopáticos) sugestivas de infecções específicas, 

como, por exemplo, infecção por vírus Herpes simplex e por Human Papilloma virus 

(HPV) também podem ser comumente identificadas  (Figura 4 ). Alterações citológicas 

menos específicas podem estar associadas à presença de Chlamydia trachomatis (Figura 

4). 

https://paperpile.com/c/hc6SXw/blYy8
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Figura 4 – Microbiota anormal da cérvice uterina. A) Estruturas fúngicas (pseudohifas) 

consistentes com Candida spp. B) Organismos com núcleo excêntrico e grânulos 

eosinofílicos citoplasmáticos consistentes com Trichomonas vaginalis. C) Bactérias 

filamentosas morfologicamente consistentes com Actinomyces spp. D) Alterações 

celulares (efeito citopático) consistente com infecção por vírus Herpes simplex, células 

gigantes multinucleadas, núcleos com aspecto de vidro fosco e inclusões nucleares 

eosinofílicas. E) Corpos de inclusão cocoide dentro de vacúolos na região perinuclear 

associados a presença de Chlamydia trachomatis. F) Alterações celulares (efeito 

citopático) consistente com infecção por HPV, células com halo perinuclear e 

binucleação. G)" Clue cell”, cocos e bacilos, desvio de microbiota sugestivo de vaginose 

bacteriana. Presença de bacilos supracitoplasmáticos. Fonte: [adaptado de 23]. 

 

1.2 INFECÇÕES SEXUALMENTE TRANSMISSÍVEIS (ISTs) 

 

 As ISTs podem ser causadas por vários  agentes etiológicos como vírus, bactérias, 

fungos e protozoários, sendo a via de transmissão principal destes patógenos o contato 

sexual, embora, de forma eventual, a infecção possa se dar por via sanguínea [26 ]. A 

transmissão de uma IST ainda pode acontecer de forma vertical (da mãe para o bebê 

durante a gestação), no parto ou na amamentação [27]. 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) divulga periodicamente as incidências 

e prevalências globais de quatro das infecções sexualmente transmissíveis curáveis mais 

comuns: clamídia, gonorreia, tricomoníase e sífilis [28]. As prevalências globais mais 

recentes (2016) para as mulheres foram: clamídia 3,8%; gonorreia 0,9%; tricomoníase 

5,3%  e sífilis 0,5%. Nos homens, as prevalências foram: clamídia 2,7% ; gonorreia 0,7%; 

tricomoníase 0,6% ; e sífilis 0,5% . O total estimado de casos incidentes foi de 376,4 

milhões: 127,2 milhões de casos de clamídia; 86,9 milhões de casos de gonorreia; 156,0 

https://paperpile.com/c/hc6SXw/blYy8
https://paperpile.com/c/hc6SXw/XIyHr
https://paperpile.com/c/hc6SXw/Orrlx+kChDy
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milhões  de casos de tricomoníase; e 6,3 milhões de casos de sífilis [28], essa estimativa 

corresponde a uma média de pouco mais de 1 milhão de novas infecções por dia. 

As estimativas de prevalência e incidência em 2016 foram semelhantes as de 

2012, global e regionalmente, mostrando que infecções sexualmente transmissíveis são 

persistentemente endêmicas em todo o mundo. As prevalências de gonorreia, 

tricomoníase e sífilis foram maiores em países de baixa renda e altas estimativas de 

prevalência de clamídia foram divulgadas em alguns países latino-americanos [28]. 

As ISTs vêm sendo tratadas como problema de saúde pública mundial, devido não 

somente à sua elevada prevalência, mas também em decorrência de possíveis 

complicações advindas da ausência de diagnóstico correto e tratamento adequado; além 

de atuarem como porta de entrada para infecções ainda mais graves, essas infecções 

causam condições urogenitais agudas como cervicite, uretrite e vaginite [29,30]. Clamídia 

e gonorreia podem causar complicações graves a curto e longo prazo incluindo doença 

inflamatória pélvica, gravidez ectópica e infertilidade e, além disso, também podem ser 

transmitidas durante a gravidez ou parto [29-31]. 

A sífilis pode causar doenças neurológicas, cardiovasculares e dermatológicas em 

adultos, parto prematuro, complicações e morte neonatal em gestantes [32]. Todas as 

quatro infecções estão implicadas no aumento do risco de aquisição do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) [33]. 

As IST mais comuns nos Estados Unidos são HPV, clamídia, tricomoníase, 

gonorreia, herpes genital, sífilis, HIV e Hepatite B [34,35].  Cerca de metade dos casos 

ocorre entre pessoas de 15 a 24 anos [34,35]. Muitos indivíduos são assintomáticos e 

podem transmitir inconscientemente as infecções a seus parceiros sexuais. Dessa forma, 

as recomendações do Centro de Controle e Prevenção de Doenças (The Centers for 

Disease Control and Prevention, CDC) para prevenção e rastremanto de doenças 

sexualmente transmissíveis incluem, entre outras recomendações, o rastreamento anual 

de clamídia e gonorreia em todas as mulheres sexualmente ativas com menos de 25 anos, 

mulheres grávidas, homens que fazem sexo com homens e portadores de HIV [34,35]. 

 

1.2.1 ISTs no Brasil 

 

A prevalência das infecções sexualmente transmissíveis curáveis mais comuns  

(clamídia, gonorreia, tricomoníase e sífilis) tem sido estudada utilizando diferentes 

técnicas de biologia molecular em amostras cervicais, vaginais, anais e de urina de 
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pacientes em diferentes regiões do país [36-62]. Em muitos destes estudos, a prevalência 

é maior quando comparada com a prevalência global divulgada pela OMS. Nestes 

estudos, há uma variação na prevalência destas ISTs e isto se deve às diferentes técnicas  

de biologia molecular empregadas e às características clínicas dos pacientes.  Em 

mulheres grávidas, há estudo mostrando uma prevalência de clamídia em 12,3% das 

amostras cervicais [43]. Em pacientes assintomáticas,  outro estudo mostrou prevalência 

de clamídia em 27,8% das amostras cervicais [40]. Em pacientes inférteis, a clamídia foi 

detectada em 52,8% das amostras cervicais [60]. 

Medidas para prevenção, rastreamento e tratamento estão estabelecidas pelo 

Ministério da Saúde no Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para Atenção Integral 

às Pessoas com Infecções Sexualmente Transmissíveis [63]. Dentre as medidas de 

prevenção de ISTs, destacam-se a oferta de  preservativo, imunização para  hepatites e 

HPV e realização de teste sorológico e tratamento para HIV [63]. 

Quanto ao rastreamento de ISTs do tipo clamídia e gonorreia, em pacientes 

assintomáticas, as recomendações estão estabelecidas por subgrupo populacional 

(gestantes, por exemplo) e utilizando testes moleculares [63].  

As principais manifestações clínicas das IST são corrimento vaginal, corrimento 

uretral, úlceras genitais e verrugas anogenitais, o corrimento vaginal ocorre 

principalmente na idade reprodutiva, em serviços que atendem casos de IST este é o 

principal sintoma referido pelas mulheres atendidas. O manejo das ISTs sintomáticas 

segue condutas baseadas em fluxogramas (com e sem a utilização de testes laboratoriais), 

conforme a Figura 5 [63]. 

 As principais síndromes em IST e os respectivos agentes etiológicos estão 

dispostos no Quadro 1 [63]. 
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Figura 5. Manejo clínico de ISTs sintomáticas. Fonte: adaptada de [63]. 
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Quadro 1 – Principais síndromes em ISTs e os respectivos agentes etiológicos. Fonte: 

[63]. 

 

1.2.2 Cervicovaginites causadas por ISTs 

 

As infecções do trato genital são divididas em infecções endógenas (candidíase  

vulvovaginal e vaginose bacteriana); infecções iatrogênicas (infecções pós-aborto, pós-

parto); e ISTs [63]. Os principais agentes etiológicos das cervicites por IST são 

Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae [63]. 

 

1.2.2.1 Cervicites por Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae  

 

As cervicites são frequentemente assintomáticas (em torno de 70% a 80%) [63], 

nos casos sintomáticos as principais queixas são corrimento vaginal, sangramento 

intermenstrual ou pós-coito, dispareunia, disúria, polaciúria e dor pélvica crônica [63]. 

Ao exame físico, podem estar presentes dor à mobilização do colo uterino, material 
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mucopurulento no orifício externo do colo, edema cervical e sangramento ao toque da 

espátula ou swab [63]. As infecções por C. trachomatis e N. gonorrhoeae em mulheres 

frequentemente não produzem corrimento vaginal, entretanto, se ao exame especular for 

constatada a presença de muco ou pus cervical, friabilidade do colo ou teste do cotonete 

positivo, a paciente deve ser tratada para gonorreia e clamídia, pois esses são os agentes 

etiológicos mais frequentes da cervicite mucopurulenta ou endocervicite (inflamação da 

mucosa endocervical) [63].  

As principais complicações da cervicite por clamídia e gonorreia, quando não 

tratadas, incluem: dor pélvica, doença inflamatória pélvica (DIP), gravidez ectópica e 

infertilidade [63]. As infecções gonocócicas ou por clamídia durante a gravidez poderão 

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. Há recomendação pelo Ministério da Saúde para realização de 

pesquisa para N. gonorrhoeae e C. trachomatis por biologia molecular na primeira 

consulta de pré-natal [63]. O diagnóstico laboratorial da cervicite causada por C. 

trachomatis e N. gonorrhoeae pode ser feito por testes de biologia molecular. Esses testes 

são os métodos de escolha para o diagnóstico em todos os casos, sintomáticos e 

assintomáticos. O fluxograma da Figura 6 sumariza o manejo, recomendado pelo 

Ministério da Saúde, 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 condição clínica da paciente[63]. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 tricomoníase são assintomáticos [63]. Os  sinais e 

sintomas característicos consistem em corrimento vaginal intenso amarelo-esverdeado, 

por vezes acinzentado bolhoso e espumoso, acompanhado de odor fétido. Em caso de 

inflamação intensa, o corrimento aumenta e pode haver sinusiorragia e dispareunia. No 

exame especular, percebem-se microulcerações no colo uterino. O diagnóstico 

laboratorial microbiológico mais comum é o exame a fresco com observação do parasita 

ao microscópio, habitualmente visualiza-se o movimento do protozoário, que é flagelado, 

e um grande número de leucócitos. A cultura pode ser requisitada nos casos de difícil 

diagnóstico [63].  

Não há complicações sérias para a mulher na grande maioria dos casos, mas a 

tricomoníase pode propiciar a transmissão de outros agentes infecciosos. Na gestação 

quando não tratada pode evoluir para rotura prematura das membranas.  O manejo de 

pacientes com tricomoníase vaginal esta disposto na Figura 6. Na antibioticoterapia, a 

primeira opção (incluindo gestantes e lactantes) é Metronidazol 400mg, 5 comprimidos, 

via oral (VO), dose única (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 gêneros dentro da Família 

Mycoplasmatacea, pertencente à classe Mollicutes [64]. Devido a classificação 

taxonômica dessas bactérias na família Mycoplasmataceae, elas são denominadas 

coletivamente como Micoplasmas genitais [64]. 

Os Micoplasmas são bactérias gram-positivas caracterizadas por ausência 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 

são células cocoides de 0.2–0.3μm. Figura 7 [65,66]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

organismos. Fonte: [67] 

 

A maioria dos micoplasmas adere às células epiteliais do trato respiratório e 

urogenital, raramente invadindo tecidos, sendo assim, podem ser considerados parasitas 

de superfície, esta adesão às células hospedeiras é um pré-requisito para colonização e 

infecção. Micoplasmas humanos e animais são observados dentro de leucócitos 

polimorfonucleares e macrófagos. Através de microscopia eletrônica, foi demonstrada a 

presença intracelular de M. Genitalium em 10% das células Vero in vitro [68]. 
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Há pelo menos seis espécies consideradas de importância clínica, como patógenos 

ou oportunistas: Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma hominis, Mycoplasma. 

genitalium, Mycoplasma fermentans, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum 

[69].  No trato urogenital, as espécies relevantes são M. genitalium, U. urealyticum, U. 

parvum e M. hominis [70]. A separação entre as espécies de ureaplasma só é possível 

através de técnicas moleculares como PCR, por isso são comumente considerados como 

Ureaplasma spp. 

 

1.3.1 Mycoplasma genitalium 

 

M. genitalium é detectado em apenas 1% a 3,3% dos homens e mulheres na 

população em geral [71-74]. Em homens, a prevalência de M. genitalium com uretrite não 

gonocócica não clamídia (NCNGU, non-chlamydial non-gonococcal urethritis) varia de 

10% a 35% [75]. Nas mulheres, vários estudos demonstraram a associação entre M. 

genitalium e uretrite, cervicite, endometrite, doença inflamatória pélvica, infertilidade, 

aborto espontâneo e parto prematuro [76-82]. 

De acordo com diretrizes europeias para ISTs, as infecções por M. genitalium são 

atualmente reconhecidas como ISTs [83]. O diagnóstico de M. genitalium deve ser 

realizado por métodos baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR) em pacientes 

sintomáticos e em pacientes com fatores de risco.  As amostras devem ser coletadas antes 

do tratamento cujo início deve aguardar o resultado do teste [70]. O M. genitalium não 

apresenta parede celular; portanto, antibióticos como os betalactâmicos (incluindo 

penicilinas e cefalosporinas) não são eficazes.  

No Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para Atenção Integral às Pessoas 

com Infecções Sexualmente Transmissíveis do Ministério da Saúde, há apenas 

recomendações relacionadas a uretrite, para a qual consta, como tratamento de primeira 

escolha, o uso de Azitromicina 500mg, 2 comprimidos, VO, dose única [63]. 

 

1.3.2 M. hominis, U. parvum e U. urealyticum 

 

Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum são 

frequentemente encontrados no trato urogenital humano em indivíduos saudáveis e em 

pacientes sintomáticos [84]. 
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Em homens, há metanálises recentes mostrando associação de Ureaplasma 

urealyticum com uretrites e infertidade [85,86].    

A prevalência de M. hominis, U. urealyticum e U. parvum em mulheres 

sintomáticas e assintomáticas sexualmente ativas não grávidas, avaliada por testes 

moleculares variou entre 3,1-15%, 5,2-20% e 20-89 %, respectivamente [87-95]. Esta 

variação na prevalência provavelmente se deve às diferentes técnicas de detecção 

empregadas e as características da população [83]. 

Há poucos estudos usando testes de diagnóstico molecular sensíveis e específicos 

que avaliaram a associação de M. hominis, U. parvum ou U. urealyticum com cervicite, 

doença inflamatória pélvica e infertilidade. Dessa forma, não há evidências adequadas de 

que estas espécies estejam associadas a estas condições [83]. 

Não existem diretrizes internacionais baseadas em evidências para manejo de M. 

hominis, U. parvum e U. urealyticum, e faltam evidências apropriadas para regimes de 

tratamento eficazes [83].  

O tratamento extensivo desses comensais, comumente colonizadores, com 

regimes antimicrobianos subótimos seleciona a resistência antimicrobiana nessas 

bactérias e em muitos agentes bacterianos "verdadeiros" de ISTs, bem como na 

microbiota geral [83]. Os testes diagnósticos e o tratamento antimicrobiano subsequente 

de M. hominis, U. parvum e U. urealyticum em alguns contextos resultam em custo 

econômico para a sociedade [83]. A comercialização de muitos ensaios de PCR, 

particularmente multiplex, que detectam múltiplos patógenos pioraram essa situação [83]. 

Estudos controlados e randomizados para avaliar a associação de M. hominis, U. parvum 

e / ou U. urealyticum com as síndromes e complicações de ISTs devem ser realizados. 

Nesses estudos recomenda-se uso de testes quantitativos de diagnóstico molecular, que 

investigam a carga bacteriana e permitem a distinção das espécies, uso de microscopia 

para avaliar a inflamação (leucócitos polimorfonucleares) e exclusão de ISTs tradicionais, 

como gonorreia, clamídia, tricomoníase e por M. genitalium, além de exclusão de AV e 

BV.  Com base nas evidências atuais, o corpo editorial das diretrizes européias para ISTs 

afirma que testes e tratamento de rotina de homens e mulheres assintomáticos ou 

sintomáticos para M. hominis, U. urealyticum e U. parvum não são recomendados. 

Embora U. urealyticum tenha sido associado à uretrite em homens, essa associação 

provavelmente não é causal, a menos que haja uma carga bacteriana alta [83]. 

Atualmente, também não existem diretrizes para rastrear e tratar estas bactérias na 

gravidez [96,97]. 
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1.4 MÉTODOS MOLECULARES PARA DETECÇÃO DE AGENTES INFECCIOSOS 

EM AMOSTRAS CÉRVICO-VAGINAIS. 

Dadas as limitações da microscopia e cultura para o diagnóstico de micro-

organismos patogênicos, novas tecnologias moleculares foram desenvolvidas. 

Tecnologias moleculares são mais vantajosas por serem mais sensíveis, possibilitarem a 

detecção de micro-organismos pequenos e exigentes e possibilitarem a quantificação da 

carga microbiológica [98].  

Os testes moleculares são baseados em  detecção de ácidos nucleicos específicos. 

A técnica de reação em cadeia da enzima polimerase em tempo real (RT-PCR –  real time 

polymerase Chain Reaction) tem sido empregada por muitos pesquisadores, pois a 

amplificação do DNA pode ser observada em tempo real, o que elimina a necessidade de 

análises pós-amplificação e diminui as chances de contaminação [99]. 

Os testes moleculares por PCR representam a primeira opção para diagnóstico e 

triagem de IST nos países desenvolvidos [63,70,100,101]. As vantagens dessa 

metodologia não estão relacionadas apenas à sua alta especificidade e sensibilidade, mas 

também à capacidade de identificar vários agentes etiológicos em um único teste[101-

107]. 

A Multiplex real-time polymerase chain reaction (multiplex RT-PCR) é um teste 

de detecção molecular simultânea que pode detectar diferentes agentes em um só teste, 

por exemplo: C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium, Herpes Simplex Virus 1/2 

e Treponema pallidum[108]. Através da multiplex RT-PCR, a detecção dos principais 

agentes infecciosos é possível com uma única amostra; com base nesta afirmação 

diferentes estudos apontam este exame como excelente técnica no rastreamento das IST. 

[109]. Comparado a métodos microscópicos para rastreamento, a multiplex RT-PCR 

oferece uma ferramenta mais conveniente de diagnóstico.  

Estudo sobre vaginose bacteriana apontou a multiplex RT-PCR como sendo capaz 

de detectar e quantificar a presença de G. vaginalis, bem como a depleção de 

Lactobacillus, o que resultou em um diagnóstico altamente preciso [110]. Além disso, 

outros estudos com foco em Candida sp. utilizaram multiplex RT-PCR como ferramenta 

confirmatória e reforçaram a ideia de que não existem manifestações patognomônicas da 

doença e que os procedimentos laboratoriais devem ser realizados para um diagnóstico 

etiológico correto de vaginite [111-113].  

https://paperpile.com/c/hc6SXw/wa20Q
https://paperpile.com/c/hc6SXw/wa20Q+g4eN3
https://paperpile.com/c/hc6SXw/v8nQm+6kEur+O1ByF+IwPen
https://paperpile.com/c/hc6SXw/VxSGn+CWGz3+qruVI+Xfh2a+ijmxe+EK3b9+D3cnb
https://paperpile.com/c/hc6SXw/VxSGn
https://paperpile.com/c/hc6SXw/ijmxe+EK3b9+D3cnb+aoFDg


17 

 

A multiplex RT-PCR vem se mostrando como uma ferramenta de sensibilidade 

clínica comparável ao ensaio de PCR em tempo real mono e duplex convencional, sendo 

adequada para a detecção de rotina de um largo espectro dessas infecções a um custo 

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

 

A estimativa da OMS de que um milhão de pessoas são infectadas todos os dias 

por qualquer uma das quatro infecções sexualmente transmissíveis curáveis (clamídia, 

gonorreia, tricomoníase e sífilis) é indiscutivelmente alarmante. As infecções 

sexualmente transmissíveis não identificáveis por citologia cervical apresentam graves 

implicações, sendo notória a necessidade de estudos empregando outros métodos para a 

detecção destas infecções. Neste caso, os métodos moleculares, que apresentam 

sensibilidade e especificidade mais eficientes se tornam uma promissora opção.  

A complementação da citologia cervical com testes moleculares de diagnóstico 

rápido e preciso para identificação de cada agente das IST pode reduzir o tempo para se 

iniciar uma terapia eficaz, bem como diminuir os índices de resistência a antibióticos 

usados empiricamente. Um diagnóstico mais sensível e específico garante o direito ao 

tratamento correto, evitando-se deste modo as diversas complicações provenientes da 

infecção por esses micro-organismos, bem como de sua disseminação.  

Apesar da crescente aplicação de métodos de diagnóstico molecular para a 

detecção de ISTs, os achados citológicos em amostras cervicais de pacientes com 

patógenos que podem ser identificados apenas por PCR e cultura microbiológica, ainda 

não estão bem estabelecidos. Estudos mostrando a associação da presença desses 

patógenos com alterações citológicas e sinais/sintomas devem ser realizados para o 

melhor entendimento dessas ISTs. 

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 gênero Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp,  

as quais não podem ser identificados clinicamente ou por análises citológicas. 
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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 ESPECÍFICOS 

 

1- Estabelecer a frequência de infecção 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 associação da presença dos patógenos identificados por multiplex PCR  

com os seguintes achados da citologia cervical preparada pelo método convencional e em 

base líquida:  

a) microbiota bacteriana;  

b) presença de inflamação;  

c) Atipias citológicas. 
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4. MÉTODOS 

 

4.1 APROVAÇÃO ÉTICA E CONSENTIMENTO DOS PARTICIPANTES 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de 

Brasília, Brasil (CAAE: 37194114.4.0000.5553). O consentimento informado para 

participar da pesquisa foi obtido de todas as participantes incluídas neste estudo (ANEXO 

A). 

 

4.2 AMOSTRAGEM E CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

 

Trata-se de estudo observacional e transversal. A população 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 serviço de ginecologia do Hospital Universitário de 

Brasília. Os critérios de exclusão foram: I) Idade < 18 anos, II) Uso de antibioticoterapia 

12 meses antes da data da coleta de amostras, III) uso de medicamentos tópicos no mês 

atual e anterior ao da coleta. 

 

4.3 CITOLOGIA CERVICAL 

  

As amostras cervicais preparadas pelo método convencional foram coletadas da 

ectocérvice e endocérvice com espátula de Ayre e escova endocervical (cytobrush), 

respectivamente. As amostras foram imediatamente fixadas em álcool a 95%  e coradas 

pelo método Papanicolaou. 

As amostras em base líquida foram coletadas da endocérvice com escova 

endocervical que foi mergulhada em soluções fixadoras PreservCyt®. A solução foi 

centrifugada e o sobrenadante descartado, restando apenas 1 ml da solução com o 

precipitado. Cerca de 200 μL de amostra concentrada foram cito-centrifugados para cada 

lâmina. Duas lâminas foram coradas pelo método de Papanicolaou, as amostras foram 

analisadas por um patologista que desconhecia os resultados da multiplex PCR  (estudo 

randomizado realizado às cegas). Para definição da cervicite microscópica, cinco 

amostras de pacientes com secreção mucopurulenta clinicamente definida por 

ginecologista experiente foram usadas como controles. Em preparações em base líquida, 

o número de leucócitos polimorfonucleares (pmnl) foi contado em pelo menos 10 campos 
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representativos  de grande aumento (CGA) (400x) e a média mínima foi de cerca de 10 

pmnl / células epiteliais. Assim, foi estabelecido como cervicite microscópica a presença 

de média do número de pmnl/células epiteliais superior ou igual a 10 em pelo menos 10 

CGA em citologia em base  líquida: ≥ 10 pmnl/célula epiteliais (média em 10 CGA). 

 Lactobacilos foram caracterizados pela presença de estruturas bacilares alongadas 

e  cocobacilos foram caracterizados por pequenos bacilos e cocos dispostos isoladamente 

ou em pequenas colônias. Células escamosas individuais revestidas  por  cocobacilos ao 

longo das margens da membrana celular (bacilos supracitoplasmáticos) foram 

consideradas “clue cells”. Foram excluídas do estudo amostras com Candida sp. e 

Actinomices, e com alterações celulares consistentes com Herpes Simplex Virus e 

cytomegalovirus. Amostras com microbiota cocobacilar foram excluídas da análise 

comparativa da presença de inflamação em  amostras com e sem patógeno. 

 As anormalidades citológicas foram classificadas de acordo com o sistema 

Bethesda atual nas seguintes categorias: I) negativo, II) células escamosas atípicas de 

significado indeterminado (Atypical squamous cells of undeterminate significance - ASC-

US), III) células glandulares atípicas (CGA), IV) células escamosas atípicas, não 

excluindo lesões intraepiteliais de alto grau (Atypical squamous cells cannot exclude 

HSIL- ASC-H); V) lesão intraepitelial escamosa de baixo grau (Low-grade Squamous 

Intraepithelial Lesions - LSIL), VI) lesão 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 EXTRAÇÃO DE DNA PATÓGENO 

 

A extração de DNA de patógeno foi feita a partir de “swabs” vaginais utilizando 

o kit Purelink Microbiome DNA Isolation, de acordo com as instruções do fabricante 

(Themofischer). Os “swabs” foram aquecidos a 65oC/10min em tampão de lise, com 

“beads” de lise controle interno para qPCR (plasmídeo contendo sequência do 

citomegalovírus murino - mCMV). Imediatamente após a incubação, as amostras foram 

submetidas a vortex vigoroso, na horizontal, por 10 min. Após centrifugação, o 

sobrenadante foi filtrado em coluna provida no kit, a qual foi lavada várias vezes. O DNA 

foi eluído em 50µL de tampão de eluição.  

 

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


22 

 

4.5 MULTIPLEX PCR 

 

Reações de multiplex PCR foram feitas para detectar a presença 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 provê as enzimas, iniciadores, sondas ligadas a fluoróforos 

(FAM, VIC, ROX e CY5) e controles negativos, positivos e interno, necessários para a 

avaliação da qualidade das reações. 

             

4.5.1 Princípio do teste 

       

O DNA bacteriano/protozoário de diferentes patógenos é amplificado no mesmo 

tubo pela reaçaõ em cadeia da polimerase. A presença de uma sequência específica do 

patógeno na reaçaõ é detectada por um aumento na fluorescência observada a partir da 

sonda correspondente duplamente marcada, e é relatado como o valor limiar de ciclo (Ct) 

pelo termociclador em Tempo Real. 

O ensaio utiliza o Citomegalovírus de Murino (mCMV) como controle de 

extraçaõ - Controle Interno (CI), adicionado a cada amostra e ao Controle Negativo no 

processo de extraçaõ.  

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: 

Fonte: Kit MULTIPLEX Plus para Detecçaõ de Patógenos Causadores de Uretrite. 
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4.5.2 Parâmetros para reação de multiplex PCR.   

    

De cada amostra, foram utilizados 10µL para a reação de detecção simultânea 

de:  Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae , Trichomonas vaginalis, 

Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma 

parvum e controle interno (uma sequência de citomegalovírus de camundongo). 

O número máximo de 4 micro-organismos sequenciais detectados em cada tubo 

correlaciona-se com o número de fluoróforos identificáveis de uma única vez. O 

termociclador utilizado foi o LightCycler 480 Instrument II (Roche). Para cada placa de 

PCR, foram incluídos os controles negativos e positivos. 

A reação foi feita com as especificações que se seguem: 42oC/15min, 94oC/3min, 

40 ciclos de 94oC/8sec e 64oC/34sec, as amostras consideradas positivas tiveram Cq 

acima de 24. 

 

4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 As análises estatísticas, bem como a elaboração de gráficos, foram realizadas com 

auxílio do programa “Graphpad Prism 4” (GraphPad Software, San Diego, Califórnia). O 

teste de Fisher foi aplicado e a significância estatística atribuída de p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 PATÓGENOS IDENTIFICADOS POR MULTIPLEX PCR. 

 

Através do teste de multiplex PCR, a detecção de pelo menos 1 patógeno foi 

observada em 36,47% (17/47) das amostras e de mais de 1 patógeno em 12,76% (6/47). 

A frequência dos patógenos detectados está disposta na Tabela  1. 

 

Tabela 1. Patógenos detectados por multiplex PCR em amostras citológicas 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 MICROSCÓPICA. 

 

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

multiplex PCR estão dispostos na Tabela 2. 
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Tabela 2. Amostras cervicais com patógenos identificados por multiplex PCR   e 

respectivos achados citológicos (microbiota e presença de cervicite microscópica). 

 

 

Amostras  

 

Uparv 

        

Uurea     

              

CT 

              

Tvag 

 

Mhom 

              

MG 

              

GC 

 

      Microbiota  

 

Cervicite  

 

1 x       lactobacilos x  

2 x       

bacilos 

supracitoplasmáticos x  

3 x       lactobacilos x  

4 x       lactobacilos x  

5 x       lactobacilos x  

6  x      lactobacilos x  

7   x     Cocobacilos x  

8   x     lactobacilos x  

9   x     lactobacilos x  

10    x    Cocobacilos  x  

11    x    lactobacilos x  

12 x   x x   Cocobacilos x  

13    x x   lactobacilos x  

14    x x   Cocobacilos x  

15 x    x   

bacilos 

supracitoplasmáticos   

16   x    x lactobacilos x  

17 x  x     lactobacilos   

           

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

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

(Uparv). 

 

5.3 PATÓGENOS IDENTIFICADOS E RESPECTIVOS ACHADOS 

CITOLÓGICOS NA CITOLOGIA CERVICAL. 

 

 5.3.1 Ureaplasma spp. 

 

Ureaplasma parvum foi o único patógeno identificado através da multiplex PCR  

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

cervicite microscópica (≥ 10 pmnl / célula epitelial). Foram observados numerosos 
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leucócitos polimorfonucleares (pmnl) em muco, isolados ou em agregados (“polyballs”) 

(Figura 8). Com relação a microbiota destas amostras, pode-se observar que houve 

predomínio de lactobacilos em 4 amostras e 1 amostra com bacilos supracitoplasmáticos 

(“clue cells”) (Tabela 2; Figura 8). Alterações celulares reativas-reparativas, que estão 

associadas à inflamação, também foram observadas. 

 
Figura 8. Citologia cervical de amostras em que o Ureaplasma foi o único patógeno 

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 

supracitoplasmáticos (“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 líquida A-

D, G, H; Citologia convencional E, F. Amostra 4 (A e B); amostra 2 (C e D); amostra 

5 (E e F) e amostra 6 (G e H). 



27 

 

5.3.2 Chlamydia trachomatis 

 

Nas amostras 7, 8 e 9 detectou-se apenas C. trachomatis (Tabela 2). Todas as 

amostras apresentaram cervicite microscópica com numerosos leucócitos 

polimorfonucleares em muco, isolados ou em agregados (Figura 9). A microbiota em 2 

amostras foi predominantemente lactobacilar, enquanto em uma amostra a predominância 

observada foi de cocobacilos (Tabela 2; Figura 9).  

Verificou-se também alterações celulares reativas-reparativas associadas à 

inflamação. 

Figura 9. Citologia cervical de amostras em que Chlamydia trachomatis foi o único 

patógeno 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 único patógeno detectado por multiplex PCR  foi o 

protozoário Trichomonas vaginalis (Tabela 2). Ambas as amostras apresentaram 
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cervicite microscópica com numerosos leucócitos 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 pêra com núcleo localizado 

excentricamente e grânulos citoplasmáticos eosinofílicos consistentes com características 

morfológicas de Trichomonas vaginalis estavam presentes (Figura 10 B); ainda na 

amostra 10, pode-se observar alteração celular compatível com lesão intraepitelial de alto 

grau (Figura 10 B).  

Similarmente ao que foi descrito nas infecções descritas acima, alterações 

celulares reativas-reparativas que estão associadas à inflamação também estavam 

presentes nestas amostras. 

Figura 10. Citologia cervical de amostras em que Trichomonas vaginalis foi o único 

patógeno detectado por multiplex PCR. Numerosos leucócitos polimorfonucleares, 

isolados e em agregados ("polyballs") em A-D. B - Organismos em forma de pêra com 

núcleo localizado excentricamente e grânulos citoplasmáticos eosinofílicos, 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 líquida; C e D, citologia 

convencional. Amostra 10 (A e B), amostra 11 (C e D). 
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5.3.4 Múltiplos patógenos 

 

 Mycoplasma hominis foi detectado simultaneamente com Trichomonas vaginalis 

nas amostras 13 e 14, com U. parvum na amostra 15 e com ambos os patógenos na 

amostra 12 (Tabela 2). Nas amostras 12, 13 e 14, os achados foram semelhantes aos das 

amostras em que Trichomonas foi o único patógeno isolado: cervicite microscópica com 

numerosos leucócitos 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 pêra com núcleo localizado excentricamente e 

grânulos citoplasmáticos eosinofílicos, consistentes com T. vaginalis estavam presentes 

(Figura 11 A-B). Ainda na amostra 14,  alterações  celulares compatíveis com lesão do 

tipo  HSIL foram observadas (Figura 11 A-B). M. hominis e U. parvum foram detectados 

simultaneamente na amostra 15. Não foi observada cervicite microscópica e a microbiota 

foi de bacilos supracitoplasmáticos (“clue cells”). 

Figura 11. Citologia cervical de amostras com múltiplos patógenos 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 leucócitos polimorfonucleares, isolados 

e em agregados ("polyballs") em A-D. Organismos em forma de pêra com núcleo 

localizado excentricamente e eosinofílica grânulos citoplasmáticos, 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 citológicos 

foram semelhantes aos das amostras em que C. trachomatis foi o único patógeno 

detectado: cervicite microscópica com numerosos leucócitos polimorfonucleares em 

muco e isolados.  

Os leucócitos polimorfonucleares foram mais bem distribuídos e menos 

abundantes na preparação em base líquida (Figura 12 C, D) comparada com a 

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

(Tabela 2, Figura 12). 

Figura 12. Citologia cervical da amostra 16 com múltiplos patógenos (C. trachomatis e 

N. gonorrhoeae ) detectados por multiplex PCR. Citologia convencional A e B; Citologia 

de base líquida C e D. A-D, numerosos leucócitos polimorfonucleares no muco. Os 

leucócitos polimorfonucleares foram mais bem distribuídos e menos abundantes na base 

líquida (C, D) do que na preparação convencional (A, B). A microbiota normal 

(lactobacilos) foi mais abundante na preparação convencional (B). D, lactobacilos (canto 

superior direito, seta laranja). Papanicolaou, A (100x); B e D (400x); C (200x); Canto 

superior direito (1000x). 
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Na amostra com C. trachomatis e Ureaplasma parvum (amostra 17), não foi 

observada cervicite microscópica e a microbiota era predominantemente lactobacilar. 

 

5.4 COMPARAÇÃO ENTRE AMOSTRAS COM E SEM PATÓGENO DETECTADO 

POR MULTIPLEX PCR. 

 

Nas amostras em que pelo menos um patógeno foi identificado por multiplex 

PCR, cervicite microscópica 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 patógeno foi detectado por multiplex PCR, 

cervicite microscópica 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 - APÊNDICE A). Dentre as amostras com cervicite microscópica e microbiota 

normal (lactobacilar), aquelas com pelo menos um patógeno identificado por multiplex 

PCR foram significativamente mais frequentes do que aquelas sem patógeno, 83,3% 

contra 16,6% (teste de Fisher p = 0,006) (Figura 13). 

 

Figura 13: Frequência de cervicite microscópica entre amostras com microbiota normal 

com e sem patógeno detectado por Multiplex PCR.   
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6. DISCUSSÃO 

 

As ISTs frequentemente podem ser causadas por infecções polimicrobianas, deste 

modo, métodos capazes de detectar múltiplos patógenos em uma única amostra se tornam 

cada vez mais necessários [114-116]. 

Diferentes tipos de amostras como efusões, lavado peritoneal, lavado 

broncoalveolar, urina e as obtidas por PAAF, podem ser utilizadas não apenas para 

análise citológica, mas também para detecção de patógenos [117]. Com amostras 

cervicais para preparações em base líquida, além da citologia, diferentes técnicas de 

biologia molecular podem ser aplicadas para detectar patógenos como o vírus HPV, bem 

como outros micro-organismos patogênicos sexualmente transmissíveis [117].  

No presente estudo, amostras cervicais foram coletadas para análise citológica e 

pela técnica de multiplex PCR, com sondas específicas para amplificação dos patógenos 

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Trichomonas 

vaginalis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum. 

 

6.1 FREQÛÊNCIA DOS PATÓGENOS. 

 

A multiplex PCR foi positiva em 36,47% das amostras avaliadas neste estudo. U. 

parvum foi o patógeno 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 não foi detectado em nenhuma das amostras e 

múltiplos patógenos foram observados em 12,76% do total das amostras. 

Há uma variação na prevalência desses patógenos em amostras cervicais 

analisadas em estudos anteriores. Esta variação, muito provavelmente, se deve ao tipo de 

população estudada e ao método de detecção empregado.  

Em um estudo anterior, que usou multiplex PCR para detectar os mesmos 

patógenos em amostras de mulheres jovens sexualmente ativas de Israel, 44,6% das 

amostras eram positivas para pelo menos um patógeno. 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 índices 

de coinfecção de C. trachomatis e M. genitalium (4,1%) e baixos índices (cerca de 0,5%) 

de coinfecção 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
https://paperpile.com/c/hc6SXw/eS99y
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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 “equívocas” (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 

papilomavírus humano (HPV) e  ISTs em  amostras cervicais de mulheres assintomáticas, 

observou-se uma elevada frequência, 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 patógenos 

[119].  

Diante destas elevadas frequências e potenciais complicações decorrentes destas 

ISTs, diretrizes americanas e europeias e o Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas 

para Atenção Integral às Pessoas com IST do Ministério da Saúde 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, há vários estudos 

prévios mostrando elevada prevalência de Mycoplasmas/Ureaplasmas em amostras 

cervicais, principalmente de U. parvum [121,122]. Contudo, as complicações decorrentes 

desta infecção/colonização do trato reprodutivo feminino ainda não estão bem 

estabelecidas. Nas análises de Zanotta et al., (2019), em que o método de detecção 

empregado foi a multiplex PCR, os patógenos mais prevalentes em mulheres sexualmente 

ativas e sintomáticas foram Mycoplasmas/Ureaplasmas. A prevalência 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, não foi encontrada associação entre 

infecção por Micoplasma / Ureaplasma e queixas cervicais / vaginais. Entretanto, a 

presença de U. parvum esteve associada significativamente à presença de outras DSTs e 

observou-se uma associação significativa entre a alta carga de U. parvum e a presença de 

infecção por tipos de HPV de alto risco. 

 

6.2 CITOLOGIA-CERVICITE. 

 

Em relação à citologia, os achados do presente estudo foram descritos na 

preparação convencional e em base líquida, em geral, comparando os dois métodos 

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


34 

 

utilizados, nas preparações pelo método convencional, o número de leucócitos 

polimorfonucleares foi maior e a microbiota foi mais abundante. Para aplicar o critério 

de cervicite microscópica e para analisar a associação da cervicite microscópica com a 

presença de patógeno apenas a preparação em base líquida foi utilizada, visto que as 

amostras usadas neste método de preparo foram as mesmas utilizadas para a detecção de 

patógenos pela técnica de multiplex PCR, além disso, a distribuição mais regular de 

células na lâmina, em comparação com a citologia preparada pelo método convencional, 

facilita a quantificação. A citologia em meio ou base líquida é aprovada pela FDA (Food 

and Drug Administration) para uso em amostras ginecologicas e de outras especialidades, 

a técnica se baseia na inserção da amostra em meio fixador e obtenção de uma lâmina 

com fundo mais limpo, sem superposições de células, o que se deve ao sistema de filtros. 

As vantagens da citologia em base líquida em relação a citologia preparada pelo método 

convencional são: maior sensibilidade, menos artefatos técnicos e possibilidade de testes 

histoquímicos e de biologia molecular [123-125].  

O critério para cervicite microscópica (≥ 10 pmnl / célula epitelial) foi 

estabelecido em amostras com diagnóstico clínico de secreção cervical mucopurulenta, 

não há critérios bem definidos para cervicite em exames de citologia cervical, ainda mais 

como preditor da presença de patógenos. Em um estudo anterior com preparações em 

base líquida, os autores concluíram que usando um limiar de ≥ 2 leucócitos 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 inflamatório intenso 

na mucosa cervical (cervicite purulenta). 

Em amostras com pelo menos um patógeno detectado por  multiplex PCR, a 

cervicite microscópica (≥ 10 pmnl / célula epitelial) estava presente em 88,23% do total 

e em 90,9% das amostras com microbiota normal (lactobacilar). A cervicite microscópica 

estava presente em todas as amostras em que U. parvum, C. trachomatis e T. vaginalis 

foram os únicos patógenos detectados. Vale ressaltar que uma das limitações deste estudo 

foi não conseguir apresentar os achados citológicos de M. hominis, M genitalium e N. 

gonorrhoeae quando estes são os únicos patógenos detectados.  

A cervicite microscópica não foi observada em 2 amostras com infecção múltipla, 

na amostra 15 (U. parvum e M. hominis) e na 17 (U. parvum e C. trachomatis), com base 

neste resultado, fica evidente a importância de correlacionar os resultados da PCR com 

https://paperpile.com/c/hc6SXw/4TCbV
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os resultados da citologia cervical, e com achados clínicos. O valor preditivo negativo da 

microscopia tende a ser elevado, pois sem exsudato polimorfonuclear ou com exsudato 

escasso, provavelmente, não há cervicite microscópica ou clínica [127].  

Amostras com cervicite microscópica (≥ 10 pmnl / célula epitelial) e microbiota 

normal (lactobacilar) foram comparadas quanto à presença de patógenos e os resultados 

mostraram que a cervicite microscópica era significativamente mais frequente quando 

pelo menos um patógeno era identificado por multiplex PCR. Em duas das amostras em 

que nenhum patógeno foi detectado houve cervicite microscópica; nesses dois casos a 

inflamação pode ter sido causada por um  agente não infeccioso, por agente infeccioso 

não detectado pelo teste usado no presente estudo ou pode indicar uma limitação na 

sensibilidade deste teste. De acordo com o fabricante do kit multiplex PCR utilizado neste 

estudo, a sensibilidade é variável para cada patógeno: 102 cópias/mL (U. parvum e T. 

vaginalis ), 103 cópias/mL (C. trachomatis, N. gonorrhoeae e M. hominis) e 104 

cópias/mL (M. genitalium); a menor sensibilidade para M. genitalium pode ser uma das 

razões para a não detecção deste patógeno nas amostras do presente estudo. 

Na rotina diagnóstica, o achado de inflamação com exsudato neutrofílico intenso, 

e microbiota normal é frequente, alguns destes esfregaços citológicos chegam a ser 

categorizados como insatisfatórios pelo número elevado de piócitos. Os resultados do 

presente estudo sugerem que possivelmente a causa da inflamação intensa esteja 

relacionada à presença de algum patógeno que poderia ser identificado apenas por testes 

moleculares ou cultura e não por microscopia.  

De acordo com o sistema Bethesda, em laudos de citologia cervical a descrição 

de organismos e de outros achados não neoplásicos é opcional. Os resultados do presente 

estudo sugerem que a intensidade da inflamação deve sim ser mencionada para que esta 

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

 

6.3 CITOLOGIA- MICROBIOTA. 

 

Em relação à microbiota, em amostras com pelo menos um patógeno detectado 

por multiplex PCR, a microbiota normal (lactobacilar) foi a mais frequente (64,70%)  

seguida pelos cocobacilos. Vale ressaltar que amostras com potenciais agentes 

inflamatórios como Candida sp. e Actinomyces e com efeitos citopáticos consistentes 

com Herpes e citomegalovírus foram excluídas deste estudo, pois esses patógenos 

também podem ser a causa de alterações citológicas reativas/reparativas e inflamação. A 

https://paperpile.com/c/hc6SXw/dNvKc
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presença desses micro-organismos não permitiria a análise da associação entre cervicite 

microscópica e a presença de patógenos identificados por multiplex PCR. Da mesma 

forma, apenas as amostras com microbiota normal (lactobacilar) foram utilizadas na 

análise da associação entre cervicite microscópica e presença de pelo menos um patógeno 

na multiplex PCR, pois existem vários estudos mostrando que as microbiotas 

cocobacilares, principalmente aquelas com bactérias aeróbias podem estar associadas à 

presença de inflamação [128,129]. 

T. vaginalis foi identificado na citologia em apenas em 3/5 das amostras das 

amostras em que o patógeno foi detectado por PCR, esperava-se essa discordância entre 

citologia e multiplex PCR  para a identificação desse patógeno, uma vez que técnicas 

moleculares são mais sensíveis que a microscopia para detecção de T. vaginalis [130]. 

Discute-se que a prevalência global de T. Vaginalis pode estar subestimada, pois muitos 

dados são derivados de estudos que usaram microscopia em vez de  testes de amplificação 

de ácidos nucléicos sensíveis [28]. 

Curiosamente, nas amostras 12, 13 e 14, nas quais T. vaginalis foi identificado, 

observou-se co-infecção com M. hominis. Este mesmo padrão de co-infecção foi 

observado em outro estudo aplicando a técnica de multiplex PCR [131]. Neste estudo 

prévio, associação 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 não foram evidenciados diplococos. A identificação de espécies de 

Ureaplasma. e Mycoplasma e de C. trachomatis não era esperada na citologia. Os 

Ureaplasmas são bactérias de forma cocobacilar, com diâmetros entre 0,2 e 0,3 μm e a 

falta de uma parede celular rígida torna quase impossível visualizá-las diretamente por 

microscopia óptica [65,66]. Da mesma forma, a identificação da C. trachomatis na 

citologia cervical é difícil já que o corpo elementar (EB), que é a forma extracelular de 

C. trachomatis, possui um diâmetro de apenas 0,3 μm [132], as clamídias alternam entre 

duas formas morfologicamente distintas, um corpo elementar (EB, elementary body) não 

replicativo infeccioso e um corpo reticulado (RB, reticulate body) replicativo não 

infeccioso. Após a adesão e internalização nas células hospedeiras, os EBs percebem 

rapidamente a mudança no ambiente e respondem a isso iniciando a diferenciação em 

RBs, dentro de uma inclusão citoplasmática, o corpo reticulado (RB) se divide 

repetidamente no corpo infeccioso elementar (EB), após a morte da célula hospedeira, 

apenas a forma EB da bactéria sobrevive e continua a infectar outras células [133]. 

https://paperpile.com/c/hc6SXw/twvRE+Q8MQ3
https://paperpile.com/c/hc6SXw/9cCCR
https://paperpile.com/c/hc6SXw/zhSXK
https://paperpile.com/c/hc6SXw/ZW0dk
https://paperpile.com/c/hc6SXw/YDvEQ
https://paperpile.com/c/hc6SXw/7LzRd
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6.4 CITOLOGIA –ATIPIAS CELULARES. 

 

Além das características relacionadas à inflamação e microbiota, em 2 amostras 

em que T. vaginalis foi detectado, lesão do tipo intraepitelial escamosa de alto grau (High-

grade Squamous Intraepithelial Lesions – HSIL) também foi identificada. A associação 

de patógenos de ISTs com infecção por HPV e anormalidades citológicas tem sido 

descrita na literatura [134,135], essa associação é outro forte indicador da importância da 

triagem de pacientes por meio de métodos de diagnóstico como o exame de Papanicolaou, 

que apesar de ser considerado apenas preditor da presença de patógenos, são mais 

acessíveis, principalmente em países menos desenvolvidos. 

 

6.5 LIMITAÇÕES DO ESTUDO. 

 

A principal limitação deste estudo é o número reduzido de amostras, como 

consequência não foi possível concluir sobre a prevalência dos patógenos estudados, além 

disto, nenhuma amostra com M. genitalium foi detectada e não foi possível descrever os 

achados citológicos de amostras em que os patógenos M. hominis, M. genitalium e  N. 

gonorrhoeae são os únicos patógenos detectados.  

Outra limitação deste estudo foi a não utilização de kits para detecção de  T. 

pallidum, já que a sífilis é considerada uma das principais causas de ISTs no Brasil. Teste 

para detecção de HPV também não foi realizado, impossibilitando a análise de associação 

da presença destas ISTs com a presença do HPV. Coilócitos, células com efeito citopático 

causado pelo HPV, não foram observados nas amostras analisadas neste estudo, contudo, 

considerando que a maioria das lesões intraepiteliais estão associadas ao HPV, pode-se 

dizer que, pelo menos em 2 amostras deste estudo, o HPV estava presente. 

Outro aspecto importante não avaliado no presente estudo foi a quantificação das 

bactérias, pesquisadores sugerem que altas cargas de Ureaplasma estejam 

correlacionadas com a presença de cervicite e uretrite [136,137]. 

Apesar de não estar entre os objetivos deste estudo, é importante ressaltar que a 

associação dos dados laboratoriais (citologia e  biologia molecular) com os dados clínicos 

é fundamental para o melhor entendimento das repercussões clínicas das ISTs, essa 

análise de associação não foi realizada neste estudo porque as amostras foram coletadas 

https://paperpile.com/c/hc6SXw/Cw3gp+s1Cli
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por diferentes ginecologistas, assim, para evitar um possível viés de interpretação clínica 

optou-se por não considerar os dados clínicos obtidos. 

 

6.6 PERSPECTIVAS 

 

Apesar das limitações discutidas acima, os resultados do presente estudo indicam 

a necessidade de mais pesquisas com testes moleculares para avaliar  a prevalência de 

ISTs no Brasil e prevalência de bactérias urogenitais,  principalmente Ureaplasma e 

Mycoplasma. Ainda neste sentido são necessários estudos de associação entre os achados 

laboratoriais de citologia e biologia molecular com dados clínicos (sinais e sintomas das 

pacientes) e possíveis complicações e sequelas clínicas associadas à presença destas ISTs.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

 

7. CONCLUSÃO 

 

 

Uma elevada frequência de patógenos sexualmente transmissíveis, 

principalmente de Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis e Ureaplasma parvum 

pode ser detectada em amostras cervicais por multiplex PCR. 

Os achados citológicos são inespecíficos e caracterizados por inflamação intensa 

e microbiota normal (predominantemente lactobacilar) em amostras nas quais C. 

trachomatis, N. gonorrhoeae, U. urealyticum e U. parvum são detectados por multiplex 

PCR isoladamente ou em múltiplas infecções.  

Dentre as amostras com cervicite microscópica e microbiota normal 

(lactobacilar), aquelas com pelo menos um patógeno identificado por multiplex PCR são 

significativamente mais frequentes do que aquelas sem patógeno, a falha na identificação 

de um agente inflamatório em amostras de citologia cervical com intenso exsudato de 

neutrófilos pode sugerir a presença desses patógenos.  

Uma observação sobre a intensidade da inflamação deve constar em laudos dos 

exames citológicos cervicais, para que esse achado citológico possa ser correlacionado 

com os resultados clínicos e os resultados de exames moleculares como os da PCR usada 

para a detecção de ISTs. 
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APÊNDICE A 

Tabela 3. Amostras cervicais sem patógenos identificados por multiplex PCR e respectivos achados 

citológicos (microbiota e presença de cervicite microscópica). 

 

n 

 

Microbiota 

 

Cervicite 

microscópica 

 

Atipias 

citológicas 

 

1 Lactobacilos, cocobacilos x   

2 Bacilos supracitoplamáticos    

3 

Bacilos 

supracitolplasmáticos    

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 supracitoplamáticos    

15 Lactobacilos, cococacilos    

16 Lactobacilos  x   

17 Bacilos supracitoplamáticos    

18 Lactobacilos, cocobacilos    

19 Bacilos supracitoplamáticos x   

20 Lactobacilos, cocobacilos x   

21 Lactobacilos, cocobacilos x   

22 Bacilos supracitoplamáticos x   

23 cocobacilos x   (I)  

24 Lactobacilos, cocobacilos x   

25 Bacilos supracitoplamáticos    

26 Lactobacilos, cocobacilos    

27 Bacilos supracitoplamáticos x   

28 Lactobacilos, cocobacilos x   

29 Lactobacilos, cocobacilos x AGC  

30 Lactobacilos, cocobacilos x   

     

I= insatisfatória por piócitos; ASC-US= Células escamosas atípicas de significado indeterminado; 

AGC =Células glandulares atípicas.  
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ANEXO A  

Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

Inalterado em relação ao Parecer Consubstanciado de 10/11/2014 do CEP/FEPECS/SES/DF.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Fazem parte do projeto de pesquisa: folha de rosto devidamente preenchida, termo de concordância do

diretor do HMIB, Curriculum vitae do pesquisador responsável e demais pesquisadores, planilha de

orçamento, referências bibliográficas, cronograma e TCLE.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: O TCLE deverá ser elaborado com

Recomendações:

Financiamento PróprioPatrocinador Principal:

70.710-904

(61)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS
ASA NORTE

UF: Município:DF BRASILIA
Fax: (33)3325-4955
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linguagem simples e acessível ao sujeito da pesquisa, de tal

modo que o paciente deve ser suficientemente esclarecido e não apenas “informado” quanto a todos os

detalhes do projeto de pesquisa. Dirigir-se ao sujeito da pesquisa em forma de convite e não de uma

declaração. *Deverá ficar claro a aplicação de questionários e o tempo de duração da aplicação 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 não

haverá penalização ou prejuízo de atendimento naquele serviço.

*Corrigir tópico 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 gradações variados sejam eles considerados nas

dimensões física, psíquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual desses. Solicitamos descrever os

desconfortos provocados pelo exame colpocitológico aos sujeitos da pesquisa.

*Solicitamos esclarecimentos dos profissionais que farão a coleta dos exames colpocitológicos, serão os

pesquisadores? Em caso de profissionais diferentes, esses serão considerados co-participantes e se faz

necessário anexar Curriculun vitae dos mesmos na PB.

Solicitamos Termo de Concordância do responsável pelas unidades móveis onde será desenvolvida a

pesquisa na SES-DF.

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

Solicitamos anexar os questionários que serão aplicados na pesquisa, afim que justifiquem os objetivos

específicos da pesquisa.

Pendências acima citada atendidas.

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Aprovado

Situação do Parecer:

Não

Necessita Apreciação da CONEP:

Considerações Finais a critério do CEP:

70.710-904

(61)3325-4955 E-mail: comitedeetica.secretaria@gmail.com

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:
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UF: Município:DF BRASILIA
Fax: (33)3325-4955
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Helio Bergo
(Coordenador)

Assinado por:
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ANEXO B 

Instruções de Uso 

Kit MULTIPLEX Plus para Detecção de Patógenos Causadores de Uretrite 
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d
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 a
s 

am
o

st
ra

s 
co

m
o

 p
o

te
n

ci
al

m
en

te
 i

n
fe

ct
an

te
s.

 T
o

d
as

 a
s 

am
o

st
ra

s 
d

ev
em

 
se

r 
m

an
u

se
ad

as
 

e
m

 
N

ív
el

 
d

e 
B

io
ss

eg
u

ra
n

ça
 

2
, 

co
m

o
 

re
co

m
en

d
ad

o
 p

el
a 

le
gi

sl
aç

ão
 e

m
 v

ig
o

r.
 

1
4

. 
A

rm
az

en
ar

 e
 e

xt
ra

ir
 a

s 
am

o
st

ra
s 

se
p

ar
ad

am
en

te
 d

e 
o

u
tr

o
s 

re
ag

en
te

s 
e

 

u
ti

liz
ar

 s
al

a 
d

ed
ic

ad
a 

p
ar

a 
o

 m
an

u
se

io
. 

1
5

. 
R

ea
liz

ar
 

o
s 

p
ro

ce
d

im
en

to
s 

o
 

m
ai

s 
rá

p
id

o
 

p
o

ss
ív

el
, 

m
an

te
n

d
o

 
o

s 

co
m

p
o

n
en

te
s 

n
o

 g
el

o
 o

u
 e

m
 r

es
er

va
tó

ri
o

 r
ef

ri
ge

ra
d

o
. 

1
6

. 
O

 
fl

u
xo

 
d

e 
tr

ab
al

h
o

 
n

o
 

la
b

o
ra

tó
ri

o
 

d
ev

e 
p

ro
ce

d
er

 
d

e 
m

an
ei

ra
 

u
n

id
ir

ec
io

n
al

, c
o

m
eç

an
d

o
 n

a 
ár

ea
 d

e 
ex

tr
aç

ão
 e

 p
as

sa
n

d
o

 p
ar

a 
a 

am
p

lif
ic

aç
ão

 e
 

ár
ea

 
d

e 
an

ál
is

e
s 

d
e 

d
ad

o
s.

 
N

ão
 

re
to

rn
ar

 
as

 
am

o
st

ra
s,

 
eq

u
ip

am
en

to
s 

e
 

re
ag

en
te

s 
p

ar
a 

a 
ár

ea
 o

n
d

e 
as

 p
ri

m
ei

ra
s 

et
ap

as
 f

o
ra

m
 r

ea
liz

ad
as

. 

1
7

. 
O

 u
so

 d
e

 p
lá

st
ic

o
s 

d
e

sc
ar

tá
ve

is
 é

 r
e

co
m

en
d

ad
o

 n
a 

p
re

p
ar

aç
ão

 d
o

s 

co
m

p
o

n
en

te
s 

líq
u

id
o

s 
o

u
 n

a 
tr

an
sf

er
ên

ci
a 

d
o

s 
co

m
p

o
n

en
te

s 
p

ar
a 

si
st

e
m

as
 

au
to

m
at

iz
ad

o
s,

 a
 f

im
 d

e 
e

vi
ta

r 
co

n
ta

m
in

aç
ão

 c
ru

za
d

a.
 

1
8

. 
O

s 
re

sí
d

u
o

s 
ge

ra
d

o
s 

d
u

ra
n

te
 a

 u
ti

liz
aç

ão
 d

o
 k

it
 d

e
ve

m
 s

er
 d

es
ca

rt
ad

o
s,

 

d
e 

ac
o

rd
o

 
co

m
 

as
 

d
ir

et
ri

ze
s 

e 
re

gr
as

 
d

e 
d

es
ca

rt
e 

d
e 

re
sí

d
u

o
s 

q
u

ím
ic

o
s 

e 

su
b

st
ân

ci
as

 b
io

ló
gi

ca
s 

d
o

 la
b

o
ra

tó
ri

o
, c

o
n

fo
rm

e 
le

gi
sl

aç
ão

 e
m

 v
ig

o
r.

 

1
9

. 
O

s 
re

sp
in

go
s 

p
ro

vo
ca

d
o

s 
ac

id
en

ta
lm

en
te

 
d

u
ra

n
te

 
o

 
m

an
u

se
io

 
d

as
 

am
o

st
ra

s 
d

ev
e

m
 

se
r 

ab
so

rv
id

o
s 

p
o

r 
le

n
ço

s 
d

e 
p

ap
el

 
u

m
ed

ec
id

o
s 

co
m

 

h
ip

o
cl

o
ri

to
, e

 e
m

 s
eg

u
id

a,
 c

o
m

 á
gu

a.
 

2
0

. 
O

u
tr

o
s 

re
sí

d
u

o
s 

ge
ra

d
o

s 
(e

xe
m

p
lo

: 
p

o
n

te
ir

as
 u

sa
d

as
 p

ar
a 

am
o

st
ra

s)
 

d
ev

e
m

 s
er

 m
an

u
se

ad
o

s 
co

m
o

 p
o

te
n

ci
al

m
en

te
 i

n
fe

ct
an

te
s 

e 
d

e
sc

ar
ta

d
o

s,
 d

e
 

ac
o

rd
o

 c
o

m
 a

s 
d

ir
et

ri
ze

s 
e 

re
gr

as
 r

el
at

iv
as

 a
 r

e
sí

d
u

o
s 

la
b

o
ra

to
ri

ai
s.

 

 8
. 

A
M

O
ST

R
A

S:
 P

R
EP

A
R

A
Ç

Ã
O

 E
 R

EC
O

M
EN

D
A

Ç
Õ

ES
 

O
 e

n
sa

io
 d

ev
e 

se
r 

re
al

iz
ad

o
 c

o
m

 á
ci

d
o

 n
u

cl
ei

co
 e

xt
ra

íd
o

 d
e 

am
o

st
ra

s 
d

e
 

sw
a

b
 g

en
it

al
 e

 r
et

al
 e

 u
ri

n
a 

(p
ri

m
ei

ro
 ja

to
) 

d
e 

o
ri

ge
m

 h
u

m
an

a.
  

P
ar

a 
lo

n
go

s 
p

er
ío

d
o

s 
d

e 
ar

m
az

en
am

en
to

 
re

co
m

en
d

a
-s

e 
q

u
e 

to
d

as
 

as
 

am
o

st
ra

s 
fi

q
u

e
m

 a
 -

2
0

°C
 a

té
 a

 e
xt

ra
çã

o
.  

 O
B

SE
R

V
A

Ç
Ã

O
 I

M
P

O
R

TA
N

T
E:

 P
ar

a 
u

ti
liz

aç
ão

 d
o

 k
it

 c
o

m
 o

u
tr

as
 a

m
o

st
ra

s 

d
ev

er
á 

se
r 

re
al

iz
ad

a 
a 

va
lid

aç
ão

 p
ar

a 
co

n
fi

rm
ar

 q
u

e 
o

s 
re

q
u

is
it

o
s 

n
ec

es
sá

ri
o

s 

p
ar

a 
a 

fi
n

al
id

ad
e 

p
re

te
n

d
id

a 
sã

o
 a

te
n

d
id

o
s.

 

 9
. 

P
R

EP
A

R
A

Ç
Ã

O
 D

O
S 

C
O

M
P

O
N

EN
TE

S 
E 

A
V

IS
O

S 

So
lu

çã
o

 d
e

 E
n

zi
m

a 
e

 d
N

TP
s 

- 
EZ

 U
P

 

So
lu

çã
o

 p
ro

n
ta

 p
ar

a 
u

so
. 

A
n

te
s 

d
e 

u
ti

liz
ar

, 
d

e
sc

o
n

ge
la

r,
 h

o
m

o
ge

n
e

iz
ar

 e
m

 

ag
it

ad
o

r 
ti

p
o

 
vo

rt
ex

 
e 

ce
n

tr
if

u
ga

r 
b

re
ve

m
en

te
 

(p
u

ls
o

) 
p

ar
a 

co
n

ce
n

tr
ar

 
o

 

co
m

p
o

n
en

te
 n

o
 f

u
n

d
o

 d
o

 t
u

b
o

.  

So
lu

çã
o

 T
am

p
ão

 -
 T

A
M

P
Ã

O
 U

P
 

So
lu

çã
o

 p
ro

n
ta

 p
ar

a 
u

so
. 

A
n

te
s 

d
e 

u
ti

liz
ar

, 
d

e
sc

o
n

ge
la

r,
 h

o
m

o
ge

n
e

iz
ar

 e
m

 

ag
it

ad
o

r 
ti

p
o

 
vo

rt
ex

 
e 

ce
n

tr
if

u
ga

r 
b

re
ve

m
en

te
 

(p
u

ls
o

) 
p

ar
a 

co
n

ce
n

tr
ar

 
o

 

co
m

p
o

n
en

te
 n

o
 f

u
n

d
o

 d
o

 t
u

b
o

. 



 In
st

ru
çã

o
 d

e 
U

so
_X

G
-U

P
-M

B
_R

v.
0

1
_O

u
t.

2
0

1
8

 
 

5
 

P
ri

m
e

rs
 e

 S
o

n
d

as
 -

 P
S 

U
P

 (
1

 e
 2

) 

So
lu

çã
o

 p
ro

n
ta

 p
ar

a 
u

so
. 

A
n

te
s 

d
e 

u
ti

liz
ar

, 
d

e
sc

o
n

ge
la

r,
 h

o
m

o
ge

n
e

iz
ar

 e
m

 

ag
it

ad
o

r 
ti

p
o

 
vo

rt
ex

 
e 

ce
n

tr
if

u
ga

r 
b

re
ve

m
en

te
 

(p
u

ls
o

) 
p

ar
a 

co
n

ce
n

tr
ar

 
o

 

co
m

p
o

n
en

te
 n

o
 f

u
n

d
o

 d
o

 t
u

b
o

. 

C
o

n
tr

o
le

 P
o

si
ti

vo
 -

 C
P

 (
1

 e
 2

) 

So
lu

çã
o

 p
ro

n
ta

 p
ar

a 
u

so
. 

N
ão

 e
xt

ra
ir

 o
 C

o
n

tr
o

le
 P

o
si

ti
vo

, 
u

m
a 

ve
z 

q
u

e 
a 

so
lu

çã
o

 é
 c

o
n

st
it

u
íd

a 
p

o
r 

p
la

sm
íd

eo
s 

e 
a 

re
aç

ão
 s

er
á 

in
ib

id
a.

 

C
o

n
tr

o
le

 N
e

ga
ti

vo
 -

 C
N

 

D
es

co
n

ge
la

r 
o

 C
o

n
tr

o
le

 N
eg

at
iv

o
. 

A
n

te
s 

d
e 

u
ti

liz
ar

, 
h

o
m

o
ge

n
ei

za
r 

e
m

 a
gi

ta
d

o
r 

ti
p

o
 v

o
rt

ex
 e

 c
en

tr
if

u
ga

r 
b

re
ve

m
en

te
 (

p
u

ls
o

).
 

C
o

n
tr

o
le

 In
te

rn
o

 -
 C

I 

D
es

co
n

ge
la

r 
o

 
C

o
n

tr
o

le
 

In
te

rn
o

. 
A

n
te

s 
d

e 
u

ti
liz

ar
, 

h
o

m
o

ge
n

e
iz

ar
 

e
m

 
ag

it
ad

o
r 

ti
p

o
 v

o
rt

ex
 e

 c
en

tr
if

u
ga

r 
b

re
ve

m
en

te
 (

p
u

ls
o

).
 

N
a 

ex
tr

aç
ão

, 
p

ar
a 

vo
lu

m
e 

d
e

 e
lu

iç
ão

 d
e 

5
5

 μ
L,

 r
e

co
m

en
d

a
-s

e 
ad

ic
io

n
ar

 2
 μ

L 
d

o
 

C
o

n
tr

o
le

 
In

te
rn

o
 

ao
 

ta
m

p
ão

 
d

e 
lis

e 
em

 
ca

d
a 

ex
tr

aç
ão

. 
N

u
n

ca
 

ad
ic

io
n

ar
 

o
 

C
o

n
tr

o
le

 
In

te
rn

o
 

d
ir

et
am

en
te

 
à 

am
o

st
ra

, 
ao

 
m

en
o

s 
q

u
e 

e
st

ej
a 

d
ilu

íd
a 

n
o

 

ta
m

p
ão

 d
e 

lis
e.

 C
as

o
 s

ej
a 

u
ti

liz
ad

o
 v

o
lu

m
e 

d
e 

el
u

iç
ão

 d
if

er
en

te
 d

o
 d

es
cr

it
o

 

ac
im

a,
 a

d
ic

io
n

ar
 o

 v
o

lu
m

e 
d

e 
C

o
n

tr
o

le
 In

te
rn

o
 p

ro
p

o
rc

io
n

al
.v

o
rt

ex
 

EL
U

IÇ
Ã

O
 

C
I 

5
0

 µ
L 

a 
6

5
 µ

L 
2

 µ
L 

6
6

 µ
L 

a 
9

0
 µ

L 
3

 µ
L 

A
ci

m
a 

d
e 

9
0

 μ
L 

4
 µ

L 

 

IM
P

O
R

TA
N

TE
: 

A
d

ic
io

n
ar

 o
 C

o
n

tr
o

le
 I

n
te

rn
o

 a
 c

ad
a 

u
m

a 
d

as
 a

m
o

st
ra

s 
e 

ao
 

C
o

n
tr

o
le

 N
eg

at
iv

o
 é

 u
m

a 
et

ap
a 

m
u

it
o

 i
m

p
o

rt
an

te
 p

ar
a 

co
n

fi
rm

ar
 o

 s
u

ce
ss

o
 d

o
 

p
ro

ce
d

im
en

to
 d

e 
ex

tr
aç

ão
 d

e 
ác

id
o

 n
u

cl
ei

co
 e

 p
ar

a 
ve

ri
fi

ca
r 

p
o

ss
ív

el
 in

ib
iç

ão
 d

a 

P
C

R
. 

 

1
0

. E
Q

U
IP

A
M

EN
TO

S 
E 

FE
R

R
A

M
EN

TA
S 

U
SA

D
O

S 
EM

 C
O

M
B

IN
A

Ç
Ã

O
 C

O
M

 O
 K

IT
 

1
. 

M
ic

ro
p

ip
e

ta
s 

A
s 

m
ic

ro
p

ip
et

as
 d

e
ve

m
 e

st
ar

 c
al

ib
ra

d
as

 p
ar

a 
d

is
p

en
sa

r 
o

 v
o

lu
m

e 
co

rr
et

o
 

n
ec

e
ss

ár
io

 p
ar

a 
o

 t
e

st
e 

e 
d

ev
em

 s
er

 s
u

b
m

et
id

as
 a

 d
es

co
n

ta
m

in
aç

õ
e

s 
re

gu
la

re
s 

d
as

 p
ar

te
s 

q
u

e 
p

o
d

em
 a

ci
d

en
ta

lm
en

te
 e

n
tr

ar
 e

m
 c

o
n

ta
to

 c
o

m
 a

 a
m

o
st

ra
. 

El
as

 

d
ev

e
m

 s
er

 c
er

ti
fi

ca
d

as
 e

 d
e

ve
m

 e
st

ar
 c

o
m

 s
eu

s 
ce

rt
if

ic
a

d
o

s 
vá

lid
o

s 
a 

fi
m

 d
e

 

m
o

st
ra

r 
p

re
ci

sã
o

 d
e 

1
%

 e
 u

m
a 

ex
at

id
ão

 d
e 

±5
%

.  

2
. 

Te
rm

o
ci

cl
ad

o
r 

e
m

 T
e

m
p

o
 R

ea
l 

O
 K

it
 X

G
EN

 M
U

LT
I 

U
P

 é
 d

ir
ec

io
n

ad
o

 p
ar

a 
u

so
 e

m
 c

o
m

b
in

aç
ão

 s
o

m
en

te
 

co
m

 o
 T

er
m

o
ci

cl
ad

o
r 

A
B

I 
7

5
0

0
 (

So
ft

w
ar

e
 S

eq
u

en
ce

 D
et

e
ct

io
n

 S
ys

te
m

®
, 

A
p

p
lie

d
 

B
io

sy
st

em
s™

).
 O

s 
u

su
ár

io
s 

fi
n

ai
s 

d
ev

em
 s

eg
u

ir
 e

st
ri

ta
m

en
te

 a
 i

n
st

ru
çã

o
 d

e 
u

so
 

fo
rn

ec
id

a 
p

el
o

 f
ab

ri
ca

n
te

.  
P

ar
a 

u
ti

liz
aç

ão
 d

o
 k

it
 e

m
 o

u
tr

o
s 

eq
u

ip
am

en
to

s 
d

e
ve

rá
 s

er
 r

ea
liz

ad
a 

a 

va
lid

aç
ão

 
p

ar
a 

co
n

fi
rm

ar
 

q
u

e 
o

s 
re

q
u

is
it

o
s 

n
ec

es
sá

ri
o

s 
p

ar
a 

a 
fi

n
al

id
ad

e 

p
re

te
n

d
id

a 
sã

o
 a

te
n

d
id

o
s.

 

 1
1

. C
O

N
TR

O
LE

 P
R

É-
EN

SA
IO

 E
 O

P
ER

A
Ç

Õ
ES

 

1
. V

er
if

ic
ar

 a
 d

at
a 

d
e 

va
lid

ad
e

 d
o

 k
it

 im
p

re
ss

o
 n

a 
et

iq
u

et
a 

e
xt

er
n

a 
d

a 
ca

ix
a.

  

2
. 

V
er

if
ic

ar
 

se
 

o
s 

co
m

p
o

n
e

n
te

s 
líq

u
id

o
s 

n
ão

 
e

st
ão

 
co

n
ta

m
in

ad
o

s 
p

o
r 

p
ar

tí
cu

la
s 

vi
sí

ve
is

 a
 o

lh
o

 n
u

 o
u

 g
ru

m
o

s.
 O

b
se

rv
ar

 s
e 

h
á 

ru
p

tu
ra

 n
a 

ca
ix

a 
d

e 

tr
an

sp
o

rt
e 

e 
se

 n
ão

 h
á 

d
er

ra
m

am
en

to
 d

e 
líq

u
id

o
 d

en
tr

o
 d

a 
ca

ix
a.

  

3
. 

Li
ga

r 
o

s 
te

rm
o

ci
cl

ad
o

re
s 

e 
ve

ri
fi

ca
r 

as
 

co
n

fi
gu

ra
çõ

es
 

p
ar

a 
ga

ra
n

ti
r 

a 

u
ti

liz
aç

ão
 d

o
 p

ro
to

co
lo

 d
e 

en
sa

io
 c

o
rr

et
o

.  

4
. 

Se
gu

ir
 

e
st

ri
ta

m
en

te
 

o
 

m
an

u
al

 
d

e 
eq

u
ip

am
en

to
s 

fo
rn

ec
id

o
s 

p
e

lo
 

fa
b

ri
ca

n
te

 p
ar

a 
a 

co
rr

et
a 

co
n

fi
gu

ra
çã

o
 d

o
s 

te
rm

o
ci

cl
ad

o
re

s 
em

 T
e

m
p

o
 R

ea
l. 

 

5
. V

er
if

ic
ar

 s
e 

as
 m

ic
ro

p
ip

et
as

 e
st

ão
 c

o
n

fi
gu

ra
d

as
 p

ar
a 

o
 v

o
lu

m
e 

n
ec

es
sá

ri
o

. 
 

6
. V

er
if

ic
ar

 s
e 

to
d

o
s 

o
s 

o
u

tr
o

s 
eq

u
ip
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