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Resumo

No trato genital de mulheres infectadas Chlamydia trachomatis pode causar
cervicites, uretrites, doenca inflamatoria pélvica, obstrugéo tubéria e infertilidade. Em
homens é responsavel por uretrites, epididimite e prostatite. Entretanto, 50% dos
homens e 80% mulheres infectados s@o assintomaticos. Esta caracteristica realca a
importancia de métodos de diagnosticos eficazes e do tratamento precoce para
individuos infectados, estratégicas necessérias na prevencdo de seqielas e na
reducdo de reservatérios na populagdo. Neste estudo avaliamos uma populacéo de
homens e mulheres, composta por 169 individuos, que buscou, no Instituto Hermes
Pardini, a pesquisa de C. trachomatis em seus espécimes clinicos pelo método de
imunofluorescéncia direta. Esta metodologia comercial foi comparada com dois
testes de PCR, PCR-HL1/HL2, desenhado por nosso grupo e PCR-KL1/KL2, ja
utilizado no diagndstico da infecgdo. Além da frequéncia da infeccdo na populacédo
analisada investigamos o perfil dos individuos infectados. A freqiéncia de C.
trachomatis na populagéo avaliada foi de 16,6%, sendo 32,1% na populagéo
masculina e 4,3% na feminina. Houve uma similaridade de 82,2% entre os trés
testes utilizados, mas os testes moleculares mostraram uma maior sensibilidade
(50%) nos casos considerados verdadeiros positivos com uma concordancia de
90,5%. PCR-HL1/HL2 apresentou maior especificidade, mas menor sensibilidade,
que PCR-KL1/KL2. As queixas relatadas por 87,5% dos homens infectados foram,
secregao uretral (37,5%), dor ao urinar (12,5%) e associagdo dos dois sintomas
(29,2%). E de chamar a atencido que 12,5% de homens infectados se disseram
assintomaticos. No sexo feminino, duas das quatro mulheres com a infeccdo
apresentaram apenas historico de aborto. Ndo foi possivel encontrar uma
associagdo entre presenca da infeccdo e alteragbes na microbiota vaginal. A
infeccdo esteve presente em 78,6% de individuos apresentando menos de cinco
leucocitos polimorfonucleares por campo apds coloragédo pelo método de Gram. O
uso de preservativo ndo foi relacionado & protecdo contra a infecgdo em 54,2% dos
homens e na populagdo feminina a infecgéo foi mais frequente (50%) em mulheres
que utilizavam o anticoncepcional injetavel. A faixa etéria entre 18 e 30 anos
apresentou o maior numero de individuos infectados (64,3%), sendo que os homens

solteiros (58,3%) e mulheres casadas (3 das 4 positivas), ambos com alto nivel de



escolaridade foram os mais acometidos pela infeccdo. A posse de plano de saulde
ndo demonstrou ser um fator determinante no controle da infeccdo por
C.trachomatis. O grupo aqui analisado difere de populagdes avaliadas em outros
estudos no Brasil tendo sido observada uma alta freqiiéncia de infeccdo por C.
trachomatis no sexo masculino. Nossos dados mostram a importancia do controle da
infecgdo por C. trachomatis em ambos 0s sexos para a redugdo das graves

sequelas e transmisséo da infecgéo para os parceiros do sexo.

Palavras-chave: Chlamydia trachomatis, uretrites, cervicites, DST, Triagem para C.

trachomatis

Xl



Abstract

In the genital tract of infected women, Chlamydia trachomatis can cause cervicitis,
urethritis, Pelvic inflammatory disease tube obstructions and infertility. In men, it is
responsible for uretritis, epididimitis and prostatitis. Nevertheless, 50% of infected
men and 80% of infected women remain asymptomatic. This particular characteristic
emphasizes the importance of efficient diagnostic methods and earlier treatment for
infected individuals. Those are crucial strategies to prevent the outcomes of this
infection and also to reduce reservatories among the population. In this present
study, we evaluated a male and female population comprised of 169 individuals who
were applying for C. trachomatis diagnostic test at Instituto Hermes Pardini. The test
used clinical specimens to perform the direct immunofluorescence methodology. This
commercialized method was compared to two PCR based tests, PCR-HL1/HL2
designed by our group and PCR-KL1/KL2 which is already in routine use for
diagnosis of infection. Besides the prevalence of infection in the study population, we
investigated the profile of the infected individuals. The prevalence of C. trachomatis
infection in the study population was 16.6%, being 32.1% among the male population
and 4.3% among the female population. The estimated similarity among the three
tests was 82.2%. However, the molecular tests showed a highest sensitivity (50%)
with a agreement index of 90,5%. The PCR-HL1/HL2 presented the highest
specificity, but lower sensitivity than PCR-KL1/KL2. The symptoms reported by
87.5% of male infected individuals was: urethral secretion (37.5%), pain while
urinating (12.5%) and both (29.2%). It is important to notice that 12.5% of male
infected individuals reported themselves as asymptomatic. For female infected
individuals, two of four women reported previous abortion experience. It was not
possible to find any association between presence of infection and vaginal microbiote
alterations. The infection was diagnosed in 78.6% which presented less than five
leucocytes per field after Gram staining. The use of preservatives was not correlated
to protection against the C. trachomatis infection in 54.2% of male and more frequent

in females (50%) that used injectable contraceptives.

The age range of 18 to 30 years presented the highest number of infected individuals

(64.3%), considering that 58.3% were single males, three from four women were
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married and both with high educational level. The use of private social security
service did not demonstrate to be a determinant factor in the control of C.
trachomatis infection. The present study population differs from other populations
evaluated in other studies in Brazil which presented high prevalence of C.
trachomatis among the male population. Therefore, our data demonstrated the
necessity of C. trachomatis infection control in both genders in order to reduce

severe outcomes and the transmission of infection to intercourse partners.

Key Words: Chlamydia trachomatis, uretritis, cervicitis, Screening for C. trachomatis.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Caracteristicas gerais de Chlamydiaceae e classificagdo taxondmica

Os componentes da familia Chlamydiaceae foram considerados virus por
muitos anos. Entretanto, a partir de 1964 foram observadas -caracteristicas
bacterianas tais como parede celular, ribossomos, DNA, RNA e fun¢des metabdlicas
para a sua replicagdo e producdo de &cidos nucléicos, proteinas, lipideos e
carboidratos. Apesar de possuirem as vias metabodlicas necessérias, esta bactéria
ndo produz ATP, necessitando, entdo, parasitar células hospedeiras para a
obtencdo destes compostos ricos em energia para que possam desenvolver suas
atividades de biossintese (Peeling et al., 1996; Miranda et al., 2004; Murray et al.,
2004; Budai, 2007).

Estas bactérias possuem paredes celulares andlogas a de bactérias Gram-
negativas (Numazaki et al., 1989; Cunningham et al., 2008), entretanto, a sua
parede ndo contem o componente peptideoglicano (Cevenini et al.,, 2002). Estas
bactérias, sendo parasitas intracelulares obrigatorias, infectam e se multiplicam
somente em células eucariotas (Fukuda et al., 2005; Currie et al., 2007).

Até recentemente, na familia Chlamydiaceae era conhecido apenas o género
Chlamydia, com duas espécies, C. trachomatis e C. psittaci, com varios sorovares
(Page, 1967; Everett et al., 2000). Com o desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular, principalmente anélise dos genes 16S e 23S do RNAr, foi possivel a
divisdo da familia Chlamydiaceae em dois géneros Chlamydia e Chlamydophila e
nove espécies. O género Chlamydia ficou constituido pelas seguintes espécies:
Chlamydia trachomatis, C. suis, C. muridarum, e o género Chlamydophila com as
espécies: Chlamydophila psitacci, C. pneumoniae, C. percorum, C. felis, C. caviae e
C. abortus (Everett et al., 1999; Hartley et al., 2001; Hammerschlag, 2007).

1.1. Ciclo de desenvolvimento de Chlamydiaceae

De acordo com a descricdo classica, todos os componentes da familia
Chlamydiaceae sofrem um ciclo de desenvolvimento bifasico (Figura 1) com formas
que séo distintas, morfologicamente e funcionalmente: o pequeno corpo elementar
(CE) esférico, medindo de 300 a 400 nm de didmetro e o corpo reticular (CR), maior,
medindo 800 a 1.000 nm de diametro (Villareal et al., 2001; Fukuda et al., 2005).
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Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de Chlamydiaceae. Os corpos elementares estédo

representados em vermelhos e os corpos reticulares em verde.

Este ciclo de infeccdo se inicia quando a forma extracelular do organismo, o
corpo elementar (CE), infeccioso, mas metabolicamente inativo (Peeling et al., 1996;
Dieterle, 2008), se liga e estimula sua internalizagcdo por células hospedeiras
eucaridticas, normalmente células epiteliais ou tipo-epitelial. Uma vez ligadas a
receptores na superficie das células epiteliais susceptiveis, Chlamydiaceae sé&o
endocitadas e residem em um vacuolo de membrana que pode escapar da fusédo
fagossomal, formando inclusGes caracteristicas e se diferenciando para um corpo
reticular (CR) maior e ativo metabolicamente. Durante a fase intracelular, até o
término deste processo de desenvolvimento ativo os CRs multiplicam-se por divisédo
binaria, e depois de 18 a 24 horas de multiplicacao, se diferenciam para que voltem
as formas CEs, formando vacuolos contendo de 100 a 1000 CEs. Depois de 30 a 84
horas séo liberados da célula hospedeira por lise ou exocitose. Apés sua liberagéo,
os CEs encontram novas células hospedeiras para propagar a infeccdo (Peeling eal.,
1996; Villareal et al., 2001; Seadi et al., 2002; Hogan et al., 2004; Fukuda et al.,
2005).

2. Chlamydia trachomatis

C. trachomatis é o agente bacteriano mais comum de casos relatados de

infeccdes sexualmente transmissiveis nos Estados Unidos bem como em outros
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paises (Jespersen et al., 2005; Chernesky et al., 2006; Satterwhite et al., 2008).
Atualmente, as diferentes linhagens de C. trachomatis estdo agrupadas em 19
sorotipos, com base nas diferengcas antigénicas de sua principal proteina de
membrana externa (MOMP), todos eles com perfil gendétipo tipico bem estabelecido
(Mossaman et al., 2008).

Os sorovariantes D a K (D, Da, E, F, G, Ga H, |, la, J e k) séo considerados os
patdbgenos bacterianos mais comuns transmitidos por via sexual, sendo
responsaveis por cervicites e uretrites em homens e mulheres. Estas infeccdes
podem apresentar varias complicages, entre elas, doenca inflamatdria pélvica,
gravidez ectopica e infertilidade. Estes sorotipos estdo também associados a
conjuntivites e pneumonias em neonatos, resultado da infecgcdo durante o
nascimento (Hogan et al., 2004; Currie et al., 2007). Os sorovariantes L1, L2, L2a e
L3 estdo relacionados a outra infecgéo transmitida por via sexual, o linfogranuloma
venéreo. Estes sorotipos tém tropismo por células dos géanglios inguinais
(Spaargaren et al., 2005; Fukuda et al., 2005). Os sorovariantes A, B, Ba e C estao
associados ao tracoma ocular (Morré et al., 2000; Solomon et al., 2004), um agravo
ainda comum em paises e regides sub-desenvolvidos.

C. trachomatis contém um Unico cromossomo de aproximadamente
1.043.000-bp (58,7% Adenina+Timina e 41,3% Guanina+Citosina) e um plasmidio
de 7.493 pb ocorrendo em aproximadamente 7 a 10 copias (Lopez et al., 2004). O
gene ompl, que codifica a principal e mais abundante proteina de superficie da
bactéria (MOMP) (Figura 2) (Soloman et al., 2004), tem sido utilizado para distinguir
as linhagens de C. trachomatis (Everett et al., 1999). Este gene exibe uma
heterogeneidade em sua sequéncia de nucleotideos, principalmente em quatro
segmentos hipervariaveis denominados segmentos variaveis VS1 a VS4 (Dean &
Millman, 1997; Storthard et al., 1998; Lima et al., 2007; Gao et., 2008). A analise

destes dominios variaveis corroborou a existéncia dos diferentes sorovariantes.

C VDI C VDI C wvoin C - C

Figura 2. Esquema do gene ompl. As regibes com a letra C representam as regidoes

conservadas e as regifes com a sigla VD representam as quatro regides variaveis.



3. Manifestagdes clinicas da infecc¢do por C. trachomatis no trato genital

A infeccdo por C. trachomatis €, muitas vezes, tratada como assunto de
cuidados da saude da mulher, uma vez que as manifestacdes e conseqiiéncias sao
mais intensas para a saude reprodutiva da mulher do que de homens (Paavonen et
al., 1999; Cunningham et al., 2008). Entretanto, a infec¢céo clamidial ndo tratada em
homens pode servir como reservatério importante, resultando em transmissao
repetida da infecgdo para parceiros do sexo (Joesoef et al., 2006; Gaydos et al.,
2008). Varios estudos demonstram que cerca 50% dos homens e 80% das de
individuos infectados por C. trachomatis podem carrear a infeccdo de forma
assintomatica (Darville et al., 2005; Kucinskiene et al., 2006; Hsu et al., 2008) e pode

persistir naturalmente por periodos prolongados (Veldhuijzen et al., 2006).

3.1. Infeccéo por C. trachomatis no trato genital feminino

Em mulheres, a infecgdo clamidial no trato genital, tem afinidade pelas células
colunares, sendo o endocervix o principal alvo. Essa infeccdo é, muito
frequentemente, assintomatica e pode ter efeitos graves como um efeito potencial
em longo prazo na capacidade reprodutiva feminina (Bakken et al., 2006). Quando a
infeccdo €& sintomética, pode causar uma descarga vaginal mucéide inodora,
tipicamente com prurido externo (Miller et al., 2006). A ascens&o do microrganismo
do trato geniturinario para o endométrio e para as trompas de Fal6pio pode provocar
dor no ventre e anormalidades menstruais (Seadi et al., 2002; Michelon et al., 2005).
O ndo diagndstico e tratamento das uretrites e cervicites ocasionada pela infeccdo
de C. trachomatis pode causar complicacdes secundéarias sérias, como doenca
inflamatoria pélvica, gravidez ectdpica, ruptura prematuras das membranas, partos
prematuros, fertilidade reduzida, infertilidade, conjuntivite e facilitacdo de
transmissdo do virus de imunodeficiéncia humana (HIV) tipo | (Pannekoek et al.,
2000; Kouri et al., 2002; Veldhuijzen et al., 2006; Cornetta et al., 2006; Gao et al.,
2008). A associacao entre neoplasia e carcinoma no cérvix com infecgédo genital por
C. trachomatis também tem sido relatada (Cornetta et al., 2006).

A infeccdo urogenital por clamidia em mulheres inclui cervicites (Figura 3a)
com descarga turva ou amarelada. O cérvix tende a sangrar facilmente quando é

tocado com um swab ou uma espatula nos exames de prevencdo e também nas



relacdes sexuais (Geisler et al., 2006). Entretanto, a infeccdo clamidial ndo pode ser
distinguida de outras infeccdes somente pelos sintomas. Algumas mulheres com
infecgcdo por C. trachomatis desenvolvem uretrite, no qual os sintomas podem
consistir de disuria sem frequéncia ou urgéncia urinaria. A descarga uretral pode ser
extraida por compressao da uretra durante o exame pélvico (Marques et al., 2005;
Miller et al., 2006).

3.2. Infeccéo clamidial e gravidez

A transmissdo de C. trachomatis de maes infectadas para seus filhos
normalmente ocorre na hora do parto pela passagem da crianca através do cérvix
infectado, mas a possibilidade de infec¢ao intra-uterina tem sido relatada em recém
nascidos por cesdrea com antecedentes maternos de ruptura de membranas
amnidticas, e, mesmo pdés-natal, o que seria possivel pelo contato com a mée (Vaz
et al., 1999; Spiliopoulou et al., 2005). Recém-nascidos de maes infectadas tém risco
aumentado de desenvolver complicagdes no pulméo e olhos tais como pneumonia e
conjuntivite, nos primeiros dias e meses de vida, além de outros acometimentos
como nascimentos prematuros e criangas com baixo peso (Cornetta et al., 2006;
Rahangdale et al., 2006).

3.3. Infeccéo por C. trachomatis no trato genital de homens

Em homens, a uretrite (Figura 3b) € o resultado mais comum de infec¢&o por

C. trachomatis no trato genital baixo (Boyadzhyan et al., 2004), e, quando os sinais e
sintomas estdo presentes, podem variar aparecendo de sete a 21 dias apds a
infeccdo. Pode-se manifestar em forma de disaria e corrimento uretral claro ou
esbranquicado que é observado pela manha antes de urinar (Marques et al., 2005;
Miller et al., 2006). Importante ressaltar alguns trabalhos relatando que pelo menos
50% dos homens com infec¢cdo por C. trachomatis ndo apresentam queixa de
descarga uretral ou disuria (Marrazzo et al., 2006; Joesoef et al., 2006; Dieterle,
2008). Outras patologias, resultantes desta infec¢do, podem também acometer o
homem como epididimite aguda, prostatite e conjuntivite (Spiliopoulou et al., 2005;
Joesoef et al., 2006). O papel desta infeccdo em homens inférteis ainda é discutivel.
Trabalhos recentes sugerem que a bactéria possa atacar o espermatozoa e
permanecer no citoplasma desta célula (Dieterle, 2008) e que, a exposicao in vitro
5



de esperma a bactéria apresentou alteragbes na mobilidade e viabilidade (morte
prematura) de espermatozéides. Entretanto, o impacto da infeccdo por C.
trachomatis na fertilidade masculina é, ainda, contraverso (Pellati et al., 2008;
Dieterle,, 2008).

3.4. Linfagranuloma venéreo

Linfagranuloma venéreo (LVG) é uma doenca sexualmente transmissivel que
se manifesta de forma sistémica. Os sorovariantes responsaveis por esta doenca
sdo mais invasivos do que aqueles associados a infecgbes urogenitais (Mabey et al.,
2002). Os sorovariantes do LVG infectam, predominantemente, os mondcitos e
macrofagos, passam através da superficie epitelial para regido dos nddulos
linfaticos, e podem causar infeccdo disseminada (Peeling et al., 1996).

E uma doenca cronica que tem uma variedade de manifestacdes agudas a
crbnicas, incluindo sindrome inguinal, Ulceras genitais e linfadenopatia femoral e
inguinal (bulbdes) (Figura 3c) com supuracdes. Subsequente ao avanco linfatico
pode haver uma sindrome anorretal, com protocolite e hiperplasia intestinal e do
tecido linfatico periretal. As duas sindromes podem ser acompanhadas de sintomas
sistémicos, incluindo febre, frio, mialgia, anorexia e artralgia. Se a doenca néo for
tratada, o quadro pode se agravar ainda mais, levando a fistulas, elefantiase genital,

pélvis fria e infertilidade (Spaargaren et al., 2005; Chen et al., 2006).

Figura 3. Manifestacdes genitais provocadas pela infeccdo por C. trachomatis

(Fonte:www.aids.gov.br)

4. Métodos para o diagndstico das infec¢cbes por C. trachomatis

As infecgBes urogenitais causadas por C. trachomatis estdo distribuidas
mundialmente e impdem, cada vez mais, um melhor controle epidemiolégico e
diagnostico. E necessario realizar todos os esforcos possiveis para se detectar e

identificar as infeccdes por C. trachomatis, ja que as enfermidades que causam sao
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muito importantes e também porque interagem sinergicamente com virus e outras
bactérias, aumentando a susceptibilidade dos hospedeiros a outras infec¢des (Lopez
et al., 2004) além da transmissdo da doenga para seu parceiro do sexo.

Atualmente, varios métodos s&o utilizados para o diagndstico das infecgcbes
por C. trachomatis incluindo métodos citoldgicos, soroldgicos, cultura, deteccéo
direta de antigenos nas amostras clinicas e detec¢do ou amplificagdo de material
genético da bactéria (Swain et al., 2003; Xiong et al., 2006). Cada uma dessas
técnicas tem suas vantagens e desvantagens em termos de sensibilidade e
especificidade e isso deve estar em mente durante a interpretacéo dos resultados de
cada teste. Um fator critico € a sensibilidade para a detec¢éo da infec¢édo, uma vez
que o resultado falso-negativo permite que a infecgdo se dissemine ou ocasione um
atraso no tratamento tendo como conseqiéncia todas as complica¢ces associadas.
O resultado falso-positivo traz como consequéncia um tratamento desnecessario,
além de um desgaste para o paciente. Devido a estas limitacdes dos testes, o
Center for Disease Control (CDC) em 2002 preconizou que um resultado positivo
para a infeccdo de C. trachomatis é somente considerado quando a cultura é

positiva ou quando dois testes néo culturais séo positivos simultaneamente.

4.1. Cultivo celular

Somente a partir de 1986, foi relatada a identificagdo de C. trachomatis em
nosso pais, pela técnica de cultura em células vivas (Frias et al., 2001). Um dos
principais métodos empregados para a detec¢do de C. trachomatis e um dos
primeiros a ser utilizado foi o isolamento da bactéria em cultura de células
empregando fibroblastos murinos (células McCoy) (Lopez et al, 2004). A
sensibilidade deste teste é, em geral, baixa, cerca de 60%, mas possui uma alta
especificidade, de 100% e um potencial minimo de contaminacdo, por isso é
considerado como método padrdo em processos meédico-legais para investigar
violacdo e abuso sexual de criangas (Black et al., 1997; Varella et al., 2000; Seadi et
al., 2002; Marques al., 2005).

Este método é trabalhoso, oneroso e necessita de cuidados especiais para a
manutengdo da bactéria viavel durante o transporte das amostras clinicas. Embora
vérias linhagens celulares permitam o cultivo da bactéria, monocamadas de células

McCoy, distribuidas em microplacas contendo laminulas, sédo as mais utilizadas. A



cultura é realizada por inoculagdo do espécime clinico sobre a monocada de células.
Se corpos elementares estdo presentes e viaveis, 0s mesmos infectam as células e
crescem em forma de inclusdes citoplasmaticas (Black et al., 1997; Seadi et al.,
1999).

Por este método, um teste € considerado positivo pela detecgédo de inclusdes
citoplasmaéticas, apés um periodo de cultivo de 48 a 72 horas em temperatura de
37°C. Estas inclusdes, constituidas de corpos elementares e reticulares, podem ser
identificadas pela coloragdo de May Grunwald-Giemsa (mais utilizada na década 70-
80), ou pela utilizagéo de iodo ou anticorpo monoclonal fluorescente (dirigidos contra
a MOMP) (Lopes et al., 2004).

A vantagem da cultura € sua alta especificidade, baixa probabilidade de
contaminagdo e a preservagao do microrganismo para estudos adicionais, como o
teste de suscetibilidade a terapia antimicrobiana e genotipagem (Black et al., 1997).
Apresenta como desvantagem, a necessidade de infra-estrutura de laboratorio muito
onerosa e outras restricdes como o tempo longo para obtengéo do resultado além do
fato de detectar apenas bactérias vivas. O resultado pode ser prejudicado por
situacdes inadequadas de coleta, armazenamento e/ou transporte, o que diminui a
sua sensibilidade, mesmo em laboratérios de exceléncia (Melles et al., 2000; Seadi
et al., 2002).

4.2. Técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD)

Com a identificacdo dos antigenos clamidias, tornou-se possivel utilizar
anticorpos especificos, conjugados com fluoresceina, dirigidos aos corpos
elementares e reticulares para a detecgdo de C. trachomatis em espécimes clinicos.
O emprego de anticorpos monoclonais em testes de imunofluorencéncia direta (IFD)
na década de 80 veio facilitar o diagndstico da bactéria, originando um método
rapido, sensivel, especifico e de menor custo (Bagnoli et al., 1995; Seadi et al.,
2002; Marques et al., 2005).

Atualmente, os anticorpos monoclonais dirigidos contra o LPS e a MOMP séo
0s mais utilizados. Os anticorpos contra o LPS, favorecem reagdes cruzadas com
outras bactérias Gram-negativas ou subtipos de Chlamydia spp., sendo entdo
considerados menos especificos (Michelon et al., 2005), além de apresentar

caracteristicas de coloragdo inferiores as obtidas com anticorpos monoclonais
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dirigidos contra a MOMP (L6pez et al.,, 2004). Anticorpos dirigidos a MOMP
oferecem menos resultados falso-positivos, por serem mais especificos. Um teste &
considerado positivo quando o espécime clinico depois de fixado e corado apresenta
no minimo dez corpos elementares ou reticulares sdo visualizados sob um
microscopio fluorescente (Zarakolu et al., 2008).

A IFD pode ser utilizada para a detecgdo de C. trachomatis em espécimes
conjuntivais, retais e em amostras respiratérias de criancas recém-nascidas, mas é
usado principalmente para amostras endocervicais e uretrais (Black et al., 1997;
Lopez et al., 2004). A IFD tem uma sensibilidade em torno de 80 a 90% e uma
especificidade de 98 a 99% (Black et al., 1997; Michelon et al., 2005; Darville et al.,
2005) em relagéo a cultura quando ambos sé&o realizados em condi¢des 6timas.

A desvantagem do método é a necessidade de um microscopista treinado
devido ao critério de positividade ser subjetivo (Alencar et al., 1993; Frias et al.,
2001; Seadi et al., 2002; Daoudi et al., 2004). E uma técnica suficientemente simples
e rapida, ndo exigindo meios sofisticados de refrigeracdo para o transporte e
estocagem da amostra. Atualmente, a IFD, utilizando anticorpos monoclonais
especificos para a MOMP, é considerada uma das melhores técnicas de diagndéstico
rapido disponivel, além do mais, € a Unica que permite visualizagdo da qualidade da
amostra pela presenca de células colunares epiteliais (L6pez et al., 2004; Solomon
et al., 2004).

4.3. Testes de biologia molecular

Técnicas de genética molecular tém sido cada vez mais utilizadas para a
deteccdo de microrganismos dificeis de serem cultivados in vitro, como C.
trachomatis e outros organismos de desenvolvimento lento (Santos et al., 2003). A
partir de 1980, a tecnologia de deteccdo de acidos nucléicos mostrou um grande
avanc¢o no diagndstico da infecgéo por clamidia, por ser mais rapida e sensivel e por
ndo depender da viabilidade da amostra.

Testes de amplificacdo de acido nucléico (NAAT) séo altamente sensiveis e
estdo disponiveis comercialmente para o diagnostico de infeccdo de C. trachomatis.
Possui aprovagao no Food and Drug Administration (FDA) para swabs cervical de
mulheres e uretral de homens e urina de homens e mulheres. Esses testes tém uma
alta sensibilidade, detectando de 10 a 20% mais casos de infecgdo genital por C.
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trachomatis do que é possivel se detectar com a cultura, enquanto retém a
especificidade (Darville, 2005). Os espécimes sdo estaveis durante o transporte e
podem suportar a demora entre coleta e processamento sem interferir na
sensibilidade do teste (Currie et al., 2007).

O desenvolvimento da tecnologia de PCR em anos recentes permite a
deteccdo de pequenas quantidades de acido nucléico especifico em espécimes
clinicos e tem sido proposto por diferentes autores como uma alternativa para o
diagnostico de C. trachomatis (Kouri et al., 2002; Low et al., 2007; Lima et al., 2007).
Esta técnica pode ser realizada a partir de varios espécimes clinicos, incluindo
material endocervical, vaginal ou uretral e também em amostras de urina (Chernesky
et al., 2006). Comparando-se a obtencéo dos espécimes clinicos, a coleta de urina
um procedimento ndo invasivo, sendo, portanto mais aceito pelos individuos,
evitando também o custo com profissionais e tempo consumido pela coleta (Gaydos
et al., 2004; Xiong et al., 2006). Entretando, a sensibilidade destes testes pode variar
de 65 a 100%, em média e a especificidade varia de 95 a 100%, dependendo da
origem da amostra, primeira urina, secre¢do uretral ou endocervical (Michelon et al.,
2005; Horner et al., 2006).

A amplificagdo de &acidos nucléicos consiste na obtengdo de milhares de
copias de um segmento de DNA ou RNA a partir de iniciadores (oligonucleotideos)
que sdo complementares a sequéncia alvo do DNA ou RNA da bactéria (Seadi et al.,
2002). Os principais alvos sdo o plasmidio criptico e regides do gene ompl (que
codifica a MOMP). Estes testes s&o sensiveis e especificos quando comparados
com outros testes usados para o diagnéstico de C. trachomatis, como a cultura, o
imunoensaioenzimético (EIA), a imunofluorencéncia direta e o ELISA (Santos et al.,
2003; Xiong et al., 2006).

Os iniciadores mais utilizados na realizacdo da PCR para o diagndéstico sao
0S que possuem como alvo genes e regides de multiplas cépias, como o plasmidio
criptico. Testes tendo como alvo essas regides oferecem como vantagem uma alta
sensibilidade, embora ja esteja descrita na literatura a existéncia de amostras
clinicas de C. trachomatis que ndo possuem o plasmidio (An et al., 1992; Thomas et
al., 1997; Farencena et al., 1997; Black et al., 1997; Sothard et al., 1998; Seadi et al.,
2002; Lima et al. 2007). Em um estudo realizado em 1993, Mahony et al.

compararam cinco diferentes iniciadores para a identificacdo de C. trachomatis por
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PCR, dois deles voltados para o plasmidio criptico, dois outros para o gene da
MOMP e um para o DNA ribossomal. Estes autores observaram que as reac¢des de
PCR baseadas no plasmidio criptico séo de 10 a 1000 vezes mais sensiveis que
aqueles baseados em sequéncias cromossomais.

Os testes comerciais disponiveis para o diagndstico de C. trachomatis diferem
em seu método de amplificagdo e no alvo de sequéncias de &cidos nucléicos. A
Roche Amplicor ® (Roche Diagnostics) usa a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR); A Abott LCx utiliza a reagdo em cadeia da ligase (LCR), a Becton Dickinson
BD Probe Tec utiliza uma PCR e tem como alvo sequéncias no plasmidio criptico
gue sdo encontrados em aproximadamente 99% de linhagens de C. trachomatis e o
Gen Probe APTIMA que usa amplificagdo mediada por transcricdo (TMA) para
detectar uma sequiéncia na unidade 23S do RNA ribossomal (Darville et al., 2005;
Low et al., 2007).

Apesar das vantagens ja descritas, os testes de diagnéstico baseado na
amplificacdo do material genético apresentam algumas desvantagens. Eles sdo mais
dispendiosos do que os outros métodos ndo baseados em cultura, mas de menor
custo do que a cultura. E a possibilidade de problemas relacionados a inibigc&o.
Entretanto, atualmente, alguns autores defendem a adog&o destes testes, uma vez
gue, a morbidade da infeccdo bem como o custo/beneficio de identificacdo e
tratamento de pessoas infectadas justifica sua adogdo (Seadi et al.,, 2002;
Spiliopoulou et al., 2005; Michelon et al., 2005).

5. Epidemiologia das infecgdes genitais por C. trachomatis

A infeccdo por C. trachomatis pode ser transmitida pelo contanto sexual ou
simplesmente pelo contato de uma mucosa com outra mucosa infectada (Michelon
et al., 2005). A infecgcdo por C. trachomatis permanece a doenga sexualmente
transmissivel mais comum, no mundo, com uma estimativa de aproximadamente 92
milhdes de individuos infectados a cada ano (Gaydos et al., 2004; Spiliopoulou et al.,
2005; Yu et al., 2007; Dieterle et al., 2008). Este numero pode estar ainda,
subestimado, devido ao alto nimero de infec¢des assintomaticas no trato genital
inferior de homens e mulheres. Dados indicam que o numero de infec¢des
assintomaticas € muito alto, sendo cerca de 50% em populacdes de homens e

chegando a 80% em mulheres (Darville et al., 2005; Kucinskiene et al., 2006; Hsu et
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al., 2008) Este grande grupo de infectados assintométicos carreia ndo somente o
risco das sequelas de longo tempo, mas também sustentam a transmissao dentro da
comunidade (Lima et al.,, 2007). Paralelamente, a falta da triagem preventiva da
infeccdo causada por C. trachomatis em muitos paises do mundo contribui para o
desconhecimento da prevaléncia desta infecgdo (Kucinskiene et al., 2006). Como
mencionado acima, acredita-se, desta forma, que o atual niUmero de relatos de
casos representa somente uma fragdo das populagdes infectadas (Daoudi et al.,
2004; Gaydos et al., 2004; Chernesky, et al., 2006).

Em paises onde estudos sobre a prevaléncia desta infeccdo séo realizados,
esta infeccdo clamidial, muitas vezes assintoméatica e de natureza persistente, esta
distribuida largamente na populagédo, particularmente em pessoas jovens (Richardus
et al., 2007). Estima-se que aproximadamente quatro milhdes de casos de infecgao
genital ocorram nos Estados Unidos anualmente, e 50.000 mulheres a cada ano
tornem-se inférteis devido ao resultado desta infeccdo (Spiliopoulou et al., 2005). As
estimativas do CDC mostram que a infeccdo por C. trachomatis esta tdo
amplamente disseminada que existem mais casos novos desta infecgcdo do que
outra DST, como sifilis, gonorréia, HPV, herpes e AIDS (Marques et al., 2005).

Estudos mostram que a prevaléncia da infecgéo por este agente sexualmente
transmissivel em jovens mulheres nos Estados Unidos tem variado de 2 a 7% entre
estudantes de faculdade, de 4 a 12% entre mulheres atendidas em clinicas de
planejamento familiar e de 6 a 20% entre mulheres atendidas em clinicas de
doengas sexualmente transmissiveis (Darville, 2005). Em homens atendidos em
clinica de prevencdo e tratamento de doencas sexualmente transmissiveis, esta
infeccdo pode variar de 4 a 20%. A infeccdo em recém-nascidos ocorre como
resultado da exposicdo pré-natal e, segundo dados do CDC, aproximadamente 65%
de bebés nascidos de méaes infectadas tornam-se infectados durante a passagem
pelo canal cervical (Black et al., 1997).

No Brasil, existe um nimero maior de estudos relacionada & infecgéo por C.
trachomatis na populagdo feminina, mas muito poucos relacionados ao sexo
masculino. Além disso, dados reais de sua prevaléncia no Brasil ainda nao existem,
uma vez que a infecgcdo causada por C. trachomatis ndo é de notificag@o obrigatoria.
Mesmo na populagdo feminina os estudos sobre a frequéncia destas infecgbes

estdo, normalmente, direcionados a populagdes especificas tais como: trabalhadores
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do sexo, clinicas de doengas sexualmente transmissiveis e clinicas de planejamento
familiar. Todos os estudos, no entanto, vém mostrando a importancia dessa infecgao
silenciosa em nosso meio, uma vez que encontram taxas da infecgdo em mulheres
que variam de 2,1% a 31,5% (Marques et al., 2005; Lima et al., 2007). No sexo
masculino, os poucos trabalhos existentes mostram uma variagdo de 2% a 23,3%
(Castro et al., 2000; Chitacumula et al., 2007 Fioravante et al., 2005; PN-DST/AIDS,
2008). A variacdo na freqiéncia da infeccdo nas duas populacdes é resultado da
avaliacdo de populagBes diversificadas e da utilizacdo de metodologias também
variadas.

Pesquisas epidemiolégicas mostram que taxas de infec¢des por C. trachomatis
estdo diretamente relacionados a fatores de risco como: nimeros de parceiros
sexuais, idade, nivel socio-econémico, habitos higiénicos, emprego de
anticoncepcionais orais e a presenga de outras infeccdes sexualmente
transmissiveis (Kouri et al., 2002; Bamberger et al., 2003; Joesoef et al., 2006).

Um aspecto importante da epidemiologia, mas ainda pouco investigado no
Brasil, & a caracterizacdo dos diferentes sorotipos, ou genétipos, presentes no pais.
Conhecer as linhagens de C. trachomatis € um importante objetivo no campo da
epidemiologia, bem como nas pesquisas basicas e clinicas para um melhor
conhecimento desta infecgdo. A caracterizagéo de linhagens de C. trachomatis pode
fornecer informacdes valiosas relacionadas as variantes circulantes na comunidade.
Com um melhor conhecimento da epidemiologia da infec¢éo clamidial, esforgos para
prevenir o avanco desta doencga serdo, possivelmente, mais efetivos (Yu et al.,
2007).

6. Microbiota vaginal

z

A microbiologia do trato genital baixo da mulher é um conjunto dindmico
sendo exemplo complexo de colonizagdo de diversas espécies microbianas em
variadas quantidades onde a regulacdo ndo é totalmente compreendida (Larsen et
al., 2001; Donders et al., 2002). Entretanto, sabe-se que em mulheres saudaveis o
ecossistema vaginal é dominado por Lactobacillus spp. e que vérias outras bactérias
estdo presentes em um pequeno ndmero.

Os lactobacilos estéo envolvidos na manuteng&o da microbiota vaginal normal
impedindo a proliferacdo de microrganismos endogenos (bastonetes anaerdbios
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Gram-negativos, Mycoplasma genital e Gardnerella vaginalis) e outros patégenos.
Eles podem ativar o sistema imune, competir com outros microrganismos para a
aderéncia do epitélio vaginal, e produzir acido latico, bacteriocinas e peréxido de
hidrogénio (Vitali et al., 2007) os quais tornam o ambiente inGspito para muitas
outras bactérias. Este ecossistema vaginal sofre mudancas em estrutura e
composicdo sendo influenciada pela idade, menarca, gravidez, frequéncia de
atividade sexual, uso de anticoncepcional, niveis hormonais, nimero de parceiros
sexuais, assim como por varios habitos e praticas como ducha vaginal e
comportamento sexual (Zhou et al., 2004).

Em mulheres saudéaveis, a comunidade vaginal é tipicamente dominada por
vérias espécies de lactobacilos com nimeros de aproximadamente de 10® UFC/mL
(Unidades Formadoras de Colonias por mL) na secregdo vaginal. O restante da
comunidade € composta por Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus
agalactiae B e espécies de Corynebacterium spp., Prevotella spp., G. vaginalis,
Mycoplasma spp. e bactérias entéricas variando na taxa de10* a 10° (Coolen et al.,
2005). A microbiota lactobacilar pode estar presente na vagina em quantidades e
morfotipos diferentes, possuindo um papel importante na classificagédo da microbiota
como normal ou alterada (Donders et al., 2007).

Estudos recentes indicam que 0os microrganismos componentes da microbiota
vaginal humana possuem um papel importante na prevengéo contra a colonizagdo
por organismos indesejaveis (Vitali et al., 2007), incluindo os responsaveis por
vaginose bacteriana, infec¢des fungicas, doengcas sexualmente transmissiveis e
infeccbes do trato urinario (Zhou et al., 2004; Coolen et al., 2005; Donders et al.,
2007).

Vaginite é a causa mais comum de procura por atendimento médico por
mulheres, com aproximadamente 10 milhdes de consultas médicas por ano. Esta
infeccdo apresenta véarias causas tais como candidiase vulvovaginal, vaginose
bacteriana, doencas sexualmente transmissiveis, vaginites atroficas, irritacdo
quimica, vaginite alérgica e vaginite causada por corpos estranhos (Owen et al.,
2004).

A prevaléncia de vaginose bacteriana varia de 5% a 40% (Hutchinson et al.,
2007). Este quadro é caracterizado por um desequilibrio na microbiota vaginal

resultando em descarga vaginal com odor de peixe em mulheres na idade
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reprodutiva (Bhalla et al., 2007). Neste quadro, ha um decréscimo ou substituicdo de
lactobacilos, normalmente predominantes na microbiota vaginal normal, e a
proliferagéo de G. vaginalis, M. hominis (Wiesenfeld et al., 2003; Owen et al., 2004)
e anaerdbios, incluindo Mobiluncus, Bacteroides e espécies de Peptostreptococcus
(Owen et al., 2004; Hutchinson et al., 2007). Este quadro tem sido associado a parto
prematuro, infec¢des pré e pos-parto, endometriose pés-parto. Este quadro tem sido
também associado a infeccdo por outros agentes de DST como C. trachomatis, N.
gonorrhoeae e HIV (Hutchinson et al., 2007). Seu papel em complicacdes da saude
genital feminina como doenca inflamatéria pélvica, obstrugcdo da tuba uterina e
infertilidade € ainda incerto (Bhlalla et al., 2007).

Este desequilibrio pode acontecer em mulheres sem qualquer sintomatologia,
mas normalmente estd associada a uma descarga de secrecdo vaginal (Reid et al.,
2003) que apresenta odor de peixe (Donders et al., 2007), um pH acima de 4,5 e
presenca de “células chave” (clue cells). Este achado em microscopia a fresco e os
demais citados sugerem seu diagnostico (Donders et al., 2007). A presenca de
bastonete Gram-negativo ou bastonete Gram-variavel e a auséncia de lactobacilos
na secrecao vaginal apds a coloracdo pelo Gram também é altamente sugestivo de
vaginose bacteriana (Owen et al., 2004).

O papel ativo da microbiota vaginal normal na prevengdo contra o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos, € hoje um aspecto amplamente
reconhecido nas diferentes etiologias de vaginites e infec¢Bes cérvico-vaginais.
Estudos demonstraram, por ex., que mulheres apresentando uma microbiota vaginal
com predominancia de Lactobacillus spp. foram menos susceptiveis a infeccdo por
N. gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis e C. trachomatis, que mulheres com
microbiota alterada (Wiesenfeld et al., 2003) Virus Herpes Simplex 2 (HSV-2) e Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Bhalla et al., 2007). Desta forma, o
conhecimento sobre a composi¢cdo da microbiota vaginal associada a infec¢éo por
diferentes agentes tem se mostrado de fundamental importancia (Coolen et al.,
2005) podendo vir a se constituir um campo amplo de estudo na busca de

indicadores de altera¢des no trato genital.
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[I- JUSTIFICATIVA

Atualmente, por estudos realizados em varios paises sabe-se que C.
trachomatis é um dos principais agentes responsaveis por doengas sexualmente
transmissiveis. De acordo com a Organizagdo Nacional de Saude, estima-se que
ocorram aproximadamente 92 milhdes de novas infecgdes por C. trachomatis por
ano no mundo, sendo a mais comum bactéria transmitida sexualmente.

As infeccbes por este patdgeno podem apresentar um grande impacto
principalmente na saude reprodutiva das mulheres uma vez que esta associada com
doenca inflamatdria pélvica, gravidez ectopica, infertilidade e até infec¢gbes graves no
neonato transmitido de modo vertical. No sexo masculino embora as infecgbes nao
tragam consequéncias graves ndo se pode deixar de realgar o papel importante na
transmissdo da doenca e re-infec¢cdo de seu parceiro de sexo, se a mesma nao é
diagnosticada e tratada.

A infeccdo por C. trachomatis tem uma caracteristica muito preocupante, pois
uma grande porcentagem das pessoas infectadas nédo apresenta nenhuma
manifestacdo clinica e carreiam ndo somente sequelas de longo prazo, mas também
sustentam a transmissao dentro da comunidade.

Infelizmente no Brasil esta doenga ndo é de notificacdo compulséria como
EUA e Canad&. Desta forma os dados existentes sdo decorrentes de estudos
isolados, na maioria dos casos, realizadas em clinicas de pré-natal em grupos de
alto risco, como trabalhadores do sexo, e/ou em clinicas especializadas em DST.
Entretanto, esses estudos apontam sempre a importancia desta infecgéo silenciosa
em nosso meio bem como a necessidade de se realizar outros estudos para uma
determinag@o mais apurada de sua prevaléncia em nossa populacéo. Isto permitira,
em um prazo mais longo, o conhecimento da prevaléncia desta infecgcédo em nosso
meio e as caracteristicas de sua patogenicidade. Todos estes conhecimentos
agregados sao importantes para o0 estabelecimento adequado de medidas
preventivas para a redugcdo da morbidade causada por esta infeccdo em nossa
populacao.

Em virtude da gravidade ocasionada pelas infecgbes por C. trachomatis é
muito importante uma detecgédo precoce da infeccdo. Neste sentido a utilizacdo de
métodos sensiveis e especificos é fundamental. Atualmente, € consenso que 0s

testes de amplificacdo do material genético da bactéria apresentam uma OGtima
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especificidade e sensibilidade. Em virtude disto, diferentes regides do genoma da
bactéria tém sido propostas como alvo nestas regibes, sempre com o objetivo de
aumentar a sensibilidade destas reagfes. Neste trabalho vamos comparar um teste
comercial para a detecgcdo de C. trachomatis com dois testes de PCR, sendo um
desenvolvido por nosso grupo e outro disponivel na literatura. Paralelamente, seréo
também investigadas possiveis alteracBes na microbiota vaginal, relacionadas a
infeccdo por C. trachomatis. Este trabalho ird também aumentar o conhecimento
sobre a frequéncia deste microrganismo uma vez que a populagdo a ser estudada

difere da maioria descrita na literatura brasileira.
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[lI- OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Comparar uma metodologia comercial e dois testes de PCR para a detecgao
da infeccdo por C. trachomatis investigando, ainda, uma possivel associacdo da
infeccdo com alteragbes na microbiota genital de mulheres e a frequéncia de
infeccdes por esta bactéria em uma populagdo de homens e mulheres atendidos em

um Laboratério particular de analises clinicas.

3.2. Objetivos especificos

1. Comparar a eficiéncia de uma PCR in house com a PCR mais utilizada em
trabalhos de pesquisa e um teste de imunofluorescéncia direta comercial no

diagnéstico de C. trachomatis;

2. Determinar a frequiéncia de infec¢des por C. trachomatis na populagédo de homens
e mulheres atendidos no Instituto Hermes Pardini, com pedidos médicos para a

pesquisa da bactéria;

3. Avaliar a microbiota vaginal de mulheres portadoras ou n&o de infecgéo por C.
trachomatis, assim como o numero de leucdcitos polimorfonucleares em

espécimes clinicos de individuos infectados ou ndo pela bactéria.

4. Com base em questiondrio aplicado, investigar sintomatologia, utilizagdo de
contraceptivos, faixa etaria, estado civil e participacdo em plano de saude,

comparando portadores e nao portadores da infec¢ao por C. trachomatis.
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V. MATERIAIS E METODOS

4.1. Populagéo estudada

Foram candidatos a participar deste estudo homens e mulheres que
buscaram a realizag&o do teste de imunofluorecéncia direta para C. trachomatis em
seus espécimes clinicos nas unidades do Instituto Hermes Pardini, no periodo de
outubro de 2007 a Setembro de 2008.

Os pacientes foram esclarecidos sobre a pesquisa e, ap0s assinarem um
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), foram submetidos a um
questionério (Anexos 2 e 3) e encaminhados para a coleta de amostra clinica pelos

funcionarios do Instituto Hermes Pardini.

A participacdo ndo foi remunerada e nenhum voluntario desistiu de participar
do projeto durante o desenvolvimento da pesquisa. Este projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade Federal de
Minas Gerais, parecer n° ETIC 004/06 (Anexo 4).

4.1.1. Critérios de inclusdo e excluséao

Critérios de inclusdo

% Homens e mulheres maiores de idade, sexualmente ativos, ou que ja tenham
tido relagéo sexual, e que procuraram o Instituto Hermes Pardini para realizar
teste de imunofluorescéncia direta para C. trachomatis.

% Homens e mulheres que aceitaram participar da pesquisa e assinaram o0

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de exclusao

% Homens e mulheres com idade inferior a 18 anos.

% Homens e mulheres em uso de antibidticos sistémicos, ou qualquer
medicac¢ao genital, ou que tenham terminado os mesmos h& menos de quinze
dias antes da coleta.

% Homens e mulheres que tenham mantido relagcdo sexual nas 24 horas que
antecederam a coleta das amostras

« Mulheres menstruadas, no dia da coleta, ou que tenham realizado ducha

vaginal ou exame ginecolégico nas 24 horas que antecederam a coleta

endocervical.
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4.2. Coleta do espécime clinico

4.2.1. Amostras clinicas de homens

As coletas uretrais de homens foram realizadas antes da 1° urina do dia ou
apds sua retengdo por 4 horas com auxilio de um swab de algod&do. De cada homem

foram coletadas duas amostras.

A primeira amostra coletada foi utilizada para a confec¢do de esfregagos em
duas laminas, um deles fixado com metanol para a realizacdo de imunofluorescéncia
direta e o outro fixado pelo calor em bico de Busen, para posterior coloragdo pelo

método de Gram.

A segunda amostra coletada foi utilizada para realizagdo de testes de PCR.
Com este objetivo, apés a sua coleta, a amostra foi armazenada em meio de
transporte (Dulbecco’s, INLAB) e mantida a -20° C até o preparo da amostra para a

realizagéo do teste de PCR.

4.2.2. Amostras clinicas de mulheres

Apos a localizacdo do material endocervical, a coleta foi realizada com a
introducdo de um espéculo vaginal estéril, sem a utilizacdo de lubrificantes. O muco
cervical quando presente e em excesso, foi removido com gaze estéril sustentado
com uma pinc¢a Cherron também estéril.

Uma primeira coleta foi realizada com uma swab de algod&o introduzida no
endocérvice, seguido de movimentos rotatorios, visando a obtencdo da maior
quantidade possivel de células. Em seguida foi confeccionado um esfregaco em
lamina, fixada com metanol para realizagédo de imunofluorescéncia direta.

Uma segunda coleta foi realizada pela introdugdo de uma escova cervical por
1-1,5 cm adentro do canal endocervical, seguida de movimentos circulares, visando
a obtencdo da maior quantidade possivel de células. A amostra coletada por esta
técnica foi armazenada em meio de transporte, e mantida a -20°C até a realizagédo
da PCR.

Um swab vaginal também foi utilizado para a coleta de material das paredes

vaginais e para a confeccao de lamina a ser corada pelo método de Gram.
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4.3. Coloracéo pelo método de Gram

Apos a coleta com swab, a secrecdes uretrais e vaginais foram espalhadas
em circulos na superficie de uma lamina que foi fixada pelo calor pela passagem da
mesma sobre a chama por, pelo menos, trés vezes. A seguir foi realizada a
colorac@o de Gram, como ja esta bem estabelecida na literatura.

Nas amostras biolégicos de secre¢do vaginal corados pelo Gram foi avaliada
a composi¢do de acordo com o critério de Grade simplificado de amostra vaginal
validado por Ison et al. (2002) que, apos a avaliagdo de toda a populacdo bacteriana
presente na microbiota vaginal, realiza uma subdivisdo em Grades de 0 a 4.

% Grade 0: presenca de células epiteliais e auséncia de bactérias.

% Grade | (Microbiota normal): Presenca de apenas morfotipos de
lactobacilos.

% Grade Il (Microbiota intermediaria): Decréscimo de lactobacilos e
presenca de outras bactérias.

% Grade Il (Microbiota alterada): Auséncia de lactobacilos e presenca de
outros morfotipos de bactérias.

% Grade IV: Presenca de células epiteliais e somente cocos Gram
positivos.

Além disso, foi também avaliado o niUmero de pidcitos nos espécimes vaginais. O

espécime uretral do sexo masculino foi observado além da presenca de piécitos a

presenca de diplococos Gram-negativos, indicadores de infeccdo por Neisseria

gonorrhoeae, outro agente de uretrites.

4.4. Pesquisa de C. trachomatis por imunofluorescéncia direta

A deteccéo de C. trachomatis foi realizada pelo Kit CHLAMYDIA DFA (Omega
Diagnostics, Scotland, United Kingdom. Importado e distribuido por BioSys LTDA). O
kit possui um anticorpo monoclonal especifico para a principal proteina da
membrana externa da bactéria (MOMP), conjugado com fluoresceina. Seguindo a
metodologia descrita no kit, o anticorpo € adicionado a lamina contendo a amostra
biologica e posteriormente é analisado ao microscépio de fluorescéncia. Por esta
técnica, o anticorpo permanece por 30 minutos, em camara Umida, a 37°C, para a

Y

sua ligacdo a proteina, antigénica, do microrganismo quando, entdo, a lamina é
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lavada em tampéao fosfato (PBS). Apés a secagem da lamina é adicionada uma gota
de liquido de montagem e posteriormente uma laminula é colocada sobre o material,
com o cuidado de se evitar a formagdo de bolhas. As laminas sdo examinadas
utilizando-se um microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E 200) em um
aumento de 400 X. A C. trachomatis exibe uma fluorescéncia brilhante verde-maca
dos elementos extracelulares ou corpos reticulares que contrastam com o material
marrom avermelhado. Um diagndstico positivo pode ser feito quando as amostras

bioldgicas exibem no minimo 10 corpos elementares e/ou reticulares.

4.5. Preparo dos espécimes clinicos para os testes moleculares

Os espécimes coletados utilizadas nos testes moleculares foram, inicialmente,
submetidos a um processo de lise. A amostra coletada em meio de transporte
(Dulbecco’s) foi homogeneizada com o auxilio de um agitador (AP 56, Phoenix) e
centrifugada a 13.000 g, por 30 min, & temperatura ambiente, em microcentrifuga
(BR4i, Jouan, Franga). O sedimento obtido foi diluido em 250 pL de Tris-HCI 10 mM
contendo Proteinase K (0,5 mg/mL) (Sigma), incubado em banho-maria inicialmente
a 55°C por 1 h para a agao da enzima, e a seguir por 10 min a 95°C, em banho seco

(Fisher Scientific), para sua inativagao.

4.5.1. Purificacao do DNA das amostras clinicas apds o processo de lise

Para diminuir a presenca de inibidores e, conseqlientemente, aumentar a
sensibilidade da reagéo, a purificagdo do DNA foi realizada pela adi¢édo de 100 uL de
isopropanol (Merck) a 100 uL do material lisado. Ap6s uma centrifugacdo a 10.000 g
(BR4i) por 15 min, e descarte do sobrenadante, o sedimento foi lavado com etanol
(80-95%) e novamente centrifugado a 10.000 g por 10 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o DNA foi invertido para a

evaporacao do etanol. O DNA foi, entéo, diluido em 20 uL de H,O Mili-Q estéril.
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4.5.2. Amplificacéo do gene da Bglobina

Para se verificar a presenca e qualidade do DNA apds sua purificac@o a partir
das amostras clinicas, foi realizada, inicialmente, a amplificacdo do gene da f-
globina. O resultado esperado com a utilizagcdo dos iniciadores descritos na Tabela
01 é a amplificacdo de um fragmento de 209 pares de bases (Lan et al., 1995; Singh
et al., 2003).

Tabela 1 - Seqiiéncia dos iniciadores para a amplificagcdo de uma regido do gene da B-
globina e tamanho do fragmento amplificado

Tamanho do fragmento Sequénciado iniciador Sequéncia do iniciador anti-
Senso senso
209 pb* ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC GAA ACC CAA GAG TCT TCT CT

1-GenBank Acession — NG000007

Para a PCR, foram utilizados 200 uM de cada desoxinucleotideo tri-fosfato
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP, GibcoBRL), 10 pmol de cada iniciador (Invitrogen), 2,5
mM de MgCl,, 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen) e tamp&o de enzima
concentrado (Invitrogen) em um volume final de 20 pL. A reagéo de amplificagéo foi
realizada em um termociclador (PTC-100, MJ Research, USA) seguindo um
programa composto de desnaturagao a 94°C por 10 min, e 40 ciclos de amplificagéo
consistindo de 30 seg, a 94°C, 30 seg a 55°C e 1 min e 30 seg a 72°C, e finalizando
com outros 7 min a 72°C.

Os produtos da amplificagdo foram analisados ap0s eletroforese em gel de
agarose 1,5% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio (Promega) incorporado,
para visualizag&o das bandas. A eletroforese foi realizada a 100 V, utilizando tampéao
TBE (89 mM TRIS-Borato, 2 mM EDTA, pH 8,2) por cerca de 40 min (Biorad, fonte
Power Pac 300, BioRad). O tamanho do fragmento foi estimado pela comparacéo

com o marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
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4.6. PCR para o plasmidio criptico C. trachomatis
4.6.1. PCR utilizando os iniciadores HL1 e HL2

Com as amostras consideradas positivas e negativas para o gene da B-
globina foi realizado um teste de PCR para a pesquisa da bactéria utilizando os
iniciadores HL1 e HL2 estabelecidos por nosso grupo e ja publicados na literatura
(Lima et al., 2007) que amplificam uma regido de 512 pb do plasmidio criptico
(Tabela 2).

Tabela 2. Seqliéncia dos iniciadores (HL1 /HL2) para a amplificacdo de uma regido do
gene do plasmidio criptico e tamanho do fragmento.

Iniciador/Tamanho do Iniciador senso Iniciador anti-senso
fragmento amplificado

H1/H2 (512 pb)* TAG AGA TAG GAA ACC AACTC CTC GGG TTA ATG TTG CAT GA

1-GenBank Acession — CP000052

A PCR foi realizada com 200 uM de cada desoxinucleotideo tri-fosfato (dATP,
dCTP, dTTP e dGTP, GibcoBRL), 10 pmol de cada iniciador (Invitrogen), 2,5 mM de
MgCl;, 1 U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen) e tampao de enzima
concentrado (Invitrogen) em um volume final de 20 pL. A reag&o de amplificag&o foi
realizada em um termociclador (PTC-100, MJ Research, MA, USA), seguindo um
programa consistindo de desnaturagédo a 95°C, por 5 min, seguida de 40 ciclos de
amplificagcéo de 30 seg a 95°C, 30 seg a 55°C e 1 min e 30 seg a 72°C, e finalizando

com outros 7 min, a 72°C.

4.6.2. PCR utilizando os iniciadores KL1 e KL2

Para todas as amostras coletadas no periodo de outubro de 2007 a Julho de
2008, foram também realizados ensaios de PCR com iniciadores descritos na
literatura (KL1/KL2) (Mahony et al. 1992) que apresentam como produto final a
amplificagdo de um fragmento de 241 pb (Tabela 3) do plasmidio criptico.
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Tabela 3. Seqiiéncia dos iniciadores para amplificacdo (KL1/KL2) de uma regido do plasmidio
criptico e tamanho do fragmento amplificado.

Iniciador/Tamanho do Iniciador senso Iniciador anti-senso

fragmento amplificado

KL1/KL2 — (241 pb)* TCC GGA GCG AGT TAC GAA GA AAT CAA TGC CCG GGA TTG GT

'GenBank Acession # — CP000052

A PCR consistiu de 200 yM de cada desoxinucleotideo tri-fosfato (dATP,
dCTP, dTTP e dGTP, GibcoBRL), 10 pmol de cada iniciador (Invitrogen), 2,5 mM de
MgCl,, 1 U da enzima Taqg DNA polimerase (Invitrogen) e tamp&o de enzima
concentrado (Invitrogen) em um volume final de 20 pl. A reagdo de amplificagéo foi
realizada em um termociclador (PTC-100, MJ Research, MA, USA), seguindo um
programa consistindo de desnaturagédo a 94°C, por 5 min, seguida de 35 ciclos de
amplificacdo de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 2 min a 72°C, e finalizando com outros
7 min, a 72°C.

4.6.3. Analise dos produtos de PCR

Os produtos de PCR obtidos pelos dois testes foram analisados apos a
corrida do produto de amplificagdo em gel de poliacrilamida 6%. A eletroforese foi
realizada a 150 V, utilizando tampé&o TBE (89 mM Tris-Borato; 2 mM EDTA; pH 8,2),

por cerca de 2 horas (BioRad, Power Pac 300, Biorad).

Para a coloragéo pela prata o gel foi, inicialmente, coberto por uma solugéo
fixadora (etanol 10% e é&cido acético 5%) por, no minimo, 20 min. Apds ser lavado, o
gel foi incubado em solucéo de prata 0,2% por 10 min. Apds a retirada da solu¢éo da
prata, foi feita a lavagem com &gua Milli-Q e a solugéo reveladora (NaOH 2% e
formaldeido 0,5%) foi, entdo, adicionada. O gel foi cuidadosamente agitado até o
aparecimento das bandas. A reacdo de revelagéo foi interrompida pela adicdo de

solugéo de etanol 10% e &cido acético.
4.7. Nested-PCR para a amplificagdo do gene omp1 de C. trachomatis

Os espécimes positivos para a pesquisa de C. trachomatis pelo método de

imunofluorescéncia direta e negativas para ambos os métodos moleculares descritos
25




anteriormente, foram submetidos & amplificagdo do gene ompl por Nested-PCR
para se verificar a presenca de bactérias defectivas para o plasmidio criptico ou a

deteccdo falso positivo.

O par de iniciadores externos utilizados esta descrito na literatura (Jurstrand
et al. 2001) e o par de iniciadores internos foi construido em nosso laboratorio (Lima
et al., 2007). As sequéncias dos dois pares de iniciadores e o tamanho do fragmento

amplificado s&o mostradas na Tabela 4.

Tabela 4. Seqiiéncias dos iniciadores para a amplificacdo de uma regido do gene ompl e
tamanho do fragmento amplificado.

Iniciador -
Tamanho do fragmento Iniciador senso Iniciador anti-senso
amplificado
SERO1A/OMP2 — (1127pb)1' 2 ATG AAA AAA CTC TTG AAA TCG G ACT GTA ACT GCG TAT TTG TC
JP1/JP2 — (1015 pb)l* CCT TGC AAG CTC TGC CTG TG GAT TTT CTAGAT TTCATCTTGTTC
'GenBank Acession # — AF304858 “Jurstrand et al., 2001 " Nested PCR

As reacOes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 20 pl,
contendo 10 pmol de cada iniciador (Invitrogen), 200 mM de dNTPs (Invitrogen), 2,0
mM de MgCl; (Invitrogen), 1,5 unidades da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen)
e tampao da enzima concentrado (Invitrogen), em termociclador (PTC-100, MJ
Research, MA, USA). O programa utilizado para a PCR externa consistiu de
desnaturagdo a 94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de amplificagédo de 1 min a
94°C, 1 min a 55°C e 1 min a 72°C, e finalizando com 7 min a 72°C. Para a Nested-
PCR a reacdo de amplificagcéo foi realizada como a PCR externa com excecdo da
concentracdo de MgCl, modificada para 2,5 mM. O programa consistiu de 5 min a
94°C seguidos de 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 45°C e 1 min a 72°C, com um

passo final de 10 min a 72°C.

4.7.1. Analise dos produtos de PCR

Os produtos de PCR obtidos foram analisados apds eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% corado pela prata como descrito anteriormente. O tamanho do
fragmento foi estimado pela comparagédo com o marcador de peso molecular de 100

pb.
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5. Determinagéo da sensibilidade e especificidade das PCR para detecgéo do

plasmidio criptico

Segundo Fletcher et al (1991), a Sensibilidade de um teste é a capacidade
em reconhecer os individuos verdadeiros positivos em relagéo ao total de doentes.
Assim, a sensibilidade avalia a capacidade do teste de detectar a doenga quando ela
realmente esti presente. Especificidade é o poder que o teste possui de distinguir
os verdadeiros negativos em relacdo ao total de doentes, isto é, avalia a capacidade

do teste afastar a hip6tese da doenca quando ela esta realmente ausente(Tabela 5).

Tabela 5. Avaliacdo da validade de um teste diagnostico.

Doenca
Resultado do Teste Presente Ausente
Positivo Verdadeiro Positivo (A) | Falso Positivo (B)
Negativo Falso negativo (C) Verdadeiro Negativo (D)

De acordo com o quadro acima, temos que, algebricamente:
Sensibilidade: A/A+C
Especificidade: D/B+D

Valor preditivo positivo (VPP): é a probabilidade de um caso identificado com um
determinado teste ser de fato positivo. O Valor Preditivo Positivo (VPP) expressa a

probabilidade de um paciente com o teste positivo ter a doenca.
Algebricamente temos: VPP =A/A +B

Valor preditivo negativo (VPN): € a probabilidade de um resultado negativo obtido
por um determinado teste ser de fato negativo, ou seja, o Valor Preditivo Negativo
(VPN) expressa a probabilidade de um paciente com o teste negativo néo ter a

doenga.

Algebricamente temos: VPN =D /C + D
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5.1- Andlises dos resultados e estatistica

Os dados obtidos sobre a investigacdo da presenca da infecc@o pela técnica de
PCR e por imunofluorescéncia direta e juntamente com os dados clinicos dos
envolvidos no estudo foram analisados pelo programa Epi Info (versédo 3.4.3). Os
resultados dos testes de PCR utilizados foram analisados por meio de teste de

Fisher, considerando-se as diferencgas significativas quando p <0,05.
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V- Resultados
5.1- Coleta da populacéo estudada

No periodo de Outubro de 2007 a Setembro de 2008, todos os homens e
mulheres, que buscaram a pesquisa para Chlamydia trachomatis pelo método de
imunofluorescéncia direta em seus espécimes clinicos uretrais e cervicais, nas
unidades do Instituto Hermes Pardini, foram convidados a participar deste projeto.
No decorrer destes 12 meses (Figura 4), 169 individuos aceitaram gentilmente a

participagéo neste estudo.

Figura 4. Nimero e sexo de pessoas que aceitaram participar deste estudo no decorrer do
periodo de Outubro de 2007 a Setembro de 2008. Estas pessoas assinaram um termo de
consentimento e responderam a um questionario, previamente aprovado pelo Comité de Etica da
UFMG.

As coletas do material biolégico de homens e mulheres envolvidos no estudo
foram realizadas em dezesseis unidades do Instituto Hermes Pardini localizadas em

diferentes bairros da capital mineira com numeros de amostras coletadas muito

diversificadas variando de uma a 32 coletas.

No grupo de pessoas participantes do estudo a grande maioria (63,3%; n=107)
declarou ser residente em Belo Horizonte enquanto 36,7% (n=62) responderam
residir na grande BH ou em cidades préximas a grande BH. Sendo Contagem, com
33 participantes (19,5%), o0 municipio com a maior representacdo (dados ndo
mostrados).

29



5.1.1 - Caracteristicas da populacéo estudada

No grupo das 169 pessoas participantes do estudo encontramos 45,6%
individuos (n=77) do sexo masculino e 54,4% (n=92) do sexo feminino (Figura 5).
(p>0,05)

Figura 5. Populacdo de homens e mulheres que buscaram a pesquisa de C. trachomatis pelo
método de imunofluorescéncia direta nas unidades do Instituto Hermes Pardini e aderiram ao
estudo. A populagcao masculina foi avaliada pelo exame de material uretral e as mulheres apés coleta
de material cervical. Os espécimes clinicos foram obtidos pela inser¢do de uma escova, propria para
a coleta, no canal uretral dos homens e no canal endocervical das mulheres. Nas duas situa¢des o
material coletado foi depositado em meio de transporte e armazenado a -20° C até a realizagédo dos

testes.

6. Pesquisa da infeccéo por C. trachomatis por diferentes testes diagndsticos

Foram utilizados dois testes de PCR e o teste de Imunofluorescéncia direta.
Para os testes de amplificagdo do material genético da bactéria, foi realizado,

inicialmente, um teste para se verificar a qualidade do DNA purificado.

6.1 - Pesquisa do gene da B-globina
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Todos os 169 espécimes clinicos obtidos, representados por amostras uretrais
e cervicais de homens e mulheres respectivamente, foram submetidos a PCR para
amplificacdo de um fragmento do gene da [(-globina, com o objetivo de avaliar a

qualidade do DNA presente na amostra bem como verificar a presencga de inibidores.

A maioria dos espécimes clinicos 152 (89,9%) amplificou o fragmento de 209
pb do gene da B-globina (Figura 6). Oito espécimes (4,7%) amplificaram tal
fragmento apdés uma diluicdo de 1:3 em H,O milliQ e trés amostras (1,8%)
amplificaram apds a diluicdo de 1:4. A diluicdo minimiza a acdo dos inibidores
permitindo que a amplificagdo aconteca. No entanto, em seis espécimes clinicos
(3,6%) nado se obteve a amplificacdo do fragmento do gene da B-globina, mesmo

apos esta Ultima diluicdo. Diluigdes maiores ndo foram testadas.

Desta forma, das 169 amostras coletadas 163 (96,4%) mostraram-se
adequadas para a amplificagdo de material genético e 6 (3,6%) estavam
inadequadas. A pesquisa da infecgao por C. trachomatis, no entanto, foi realizada
nos 169 espécimes clinicos coletados, pois foram também utilizados para a pesquisa

pelo teste por imunofluorescéncia.
6.2 - Pesquisa de C. trachomatis pela amplificagdo de material genético

6.2.1. PCR utilizando os iniciadores HL1 e HL?2

Dos 169 espécimes analisados no estudo, 24 (14,2%) foram positivas na PCR
in house que utiliza os iniciadores HL1 e HL2 e amplifica um fragmento de 512 pb do
plasmidio criptico da bactéria (Figuras 7 e 10 e Tabela 6). Destes, 21 espécimes

(87,5%) eram do sexo masculino e trés (12,5%) do sexo feminino.

CPCN 1 2 3 4 5 PM 6 7 8 9 10 11 12

Figura 6. Pesquisa do fragmento do gene da B-globina nos espécimes clinicas. Perfil
eletroforético em gel de agarose 1,5%, incorporado com brometo de etidio, evidenciando uma banda

de 209 pb, correspondente a amplificacdo de um fragmento do gene da B-globina nos espécimes
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clinicos. CN: Controle Negativo; CP: Controle positivo; PM: Padrdo de peso molecular (100 pb
Ladder. Invitrogen). Os numeros de 1 a 12 representam espécimes clinicos. Esta figura é
representativa das 169 amostras clinicas testadas.

PM CP CN 1 2 3 4 5 6 7

512 pb

Figura 7. Deteccédo da infeccdo por C. trachomatis pela amplificacdo de um fragmento de 512
pb do plasmidio criptico da bactéria. As amostras clinicas foram coletadas pela inser¢do de uma
escova no canal uretral dos homens e endocervical das mulheres e mantidas em meio de transporte a
-20°C. Um volume de 2 pL do DNA purificado foi utilizado em 20 pL da rea¢&o de PCR com os
iniciadores HL1 e HL2. O material amplificado foi analisado em gel de poliacrilamida 6%
posteriormente analisado ap6s coloracédo pela prata. PM: Padréo de peso molecular (100 pb Ladder,
Invitrogen); CP: Controle positivo; CN: Controle negativo. Os nimeros apresentados em vermelho
indicam espécimes clinicos positivos para C. trachomatis. Esta figura é representativa das 169
amostras clinicas testadas.

6.2.2 - PCR utilizando os iniciadores KL1 e KL2

Com o objetivo de comparar a sensibilidade dos iniciadores HL1 e HL2 com
iniciadores ja descritos na literatura para a deteccéo da infeccao por C. trachomatis,
as 169 amostras clinicas foram analisadas por outra PCR, também voltada para o
plasmidio criptico, na qual foram utilizados os iniciadores KL1 e KL2 que amplificam
um fragmento de 241 pb. Nesta reacdo foram detectados 30 espécimes positivos
(17,7%) (Figuras 8 e 10 e Tabela 6), sendo que, destes, 25 (83,3%) eram amostras

do sexo masculino e cinco (16,7%) do sexo feminino.

CNCP1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 1213 14 1516 PM

241 pb 32




Figura 8. Deteccdo da infecgdo por C. trachomatis pela amplificagcdo de um fragmento de 241
pb do plasmidio criptico da bactéria. As amostras clinicas foram coletadas pela insercdo de uma
escova no canal uretral dos homens e endocervical das mulheres e mantidas em meio de transporte a
-20°C. Um volume de 2 uL do DNA extraido e purificado foi utilizado em 20 uL da reacdo de PCR com
os iniciadores KL1 e KL2. O material amplificado foi analisado em gel de poliacrilamida 6%
posteriormente analisado apés coloracédo pela prata. PM: Padrdo de peso molecular (100 pb Ladder,
Invitrogen); CP: Controle positivo; CN: Controle negativo. Os ndmeros apresentados em vermelho
indicam espécimes clinicos positivos para C. trachomatis. Esta figura € representativa das 169

amostras clinicas testadas.

6.3 - Pesquisa de C. trachomatis por imunofluorescéncia direta

O teste de imunofluorescéncia direta para o diagnostico da infeccdo por C.
trachomatis € rotineiramente realizado no Instituto Hermes Pardini. Desta forma, este
teste foi utilizado como um terceiro parametro no diagndstico da infecgdo por C.
trachomatis. Os resultados obtidos nas duas reacdes de amplificagdo do material
genético da bactéria puderam, assim, ser comparados com um teste comercial

utilizado para o diagndstico da infeccéo por laboratérios comerciais.

Na imunofluorescéncia direta s&o utilizados anticorpos monoclonais
direcionados a principal proteina de membrana externa (MOMP) de C. trachomatis.
Das 169 amostras avaliadas, 23 (13,6%) foram positivos para a infec¢éo (Figuras 9
e 10 e Tabela 6), sendo 14 (60,9%) do sexo masculino e nove (39,1%) do sexo

feminino.

Figura 9. Deteccao da infeccao por C. trachomatis pelo método de imunofluorescéncia direta.

As setas indicam a fluorescéncia que determina a ligacdo do anticorpo monoclonal conjugado com
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fluoresceina a epitopos do antigeno presente em corpos e reticulos elementares da bactéria

presentes nos espécimes clinicos. Esta figura é representativa das 169 amostras clinicas testadas.

7 - Avaliacdo dos métodos utilizados

Comparando os trés métodos em estudo, observou-se uma concordancia de 139
(82,2%) nos resultados dos testes utilizados para a pesquisa da infeccdo por C.
trachomatis nos espécimes clinicos avaliados. Destes, 10 (5,9%) foram positivos e
129 (76,3%) foram negativos pelos trés métodos analisados. Um ndmero de 10
(5,9%) foi positivo somente pelo método de imunofluorescéncia direta e 14 (8,3%)
apenas pelos dois métodos moleculares utilizados (HL1/HL2 e KL1/KL2). Um
ndamero de trés (1,8%) foi positivo unicamente pelos iniciadores KL1/KL2 e trés
(1,8%) foram positivos pelos métodos de IFD e KL1/KL2. N&o foram detectados
espécimes clinicos positivos para os iniciadores HL1/HL2 e negativo para KL1/KL2
(Tabela 6). Os resultados entre as PCR HL1/HL2 e KL1/KL2 foram estatisticamente

diferentes pelo teste exato de Fisher (p <0,5).

7.1-Determinacéo da sensibilidade e especificidade das PCR in house

Os resultados encontrados para nos testes de PCR foram analisados quanto a
especificidade e sensibilidade considerando o teste de imunofluorescéncia direta
como padréo-ouro. Seguindo a formula apresentada em materiais e métodos a PCR-
HL1/HL2 mostrou sensibilidade de 43% e especificidade de 91%. A PCR-KL1/KL2
apresentou sensibilidade de 57% e especificidade de 88%. Foram calculados
também o Valor Preditivo Positvo (VPP) e Preditivo Negativo (VPN). A PCR-
HL1/HL2 apresentou VPP de 42,0%, e o VPN de 91%. Para a PCR-KL1/KL2 o valor
VPP foi de 43% e VPN de 93%. Considerando a PCR KL1/KL2 o padréo ouro, 0s
iniciadores HL1/HL2 demonstraram a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN de
80%, 100%, 100%, e 96%, respectivamente e 100%, 96%, 80% e 100%,
respectivamente, para KL1/KL2 considerando a PCR HL1/HL2 o padréo ouro.
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4 N
Frequénciade C.trachomatis em diferentes métodos de
diagnésticos
23 (13,6%) 24 (14,2%)
30 (17,7%)
X OPCR (iniciadores HL1 e HL2) OPCR (iniciadores KL1 e KL2) B IFD 5
Figura 10. FreqUéncia da infeccdo por C. trachomatis detectada pela utilizacdo de trés

métodos de diagnostico. Os testes foram utilizados para avaliar amostras uretrais masculinas e

endocervicais femininas em uma populacao de 169 individuos que procuraram o Instituto Hermes

Pardini para a realizacdo da pesquisa de infec¢do por C. trachomatis. Os testes foram realizados

apds o consentimento por escrito de todos os individuos. PCR: Reagcdo em cadeia da polimerase;

IFD: Imunofluorescéncia direta

PCR-
IFD plasmideo
HL1/HL2
+ +
+ -
- +
+ -
TOTAL

PCR-
plasmideo
KL1/KL2

+

+ + +

1

TOTAL
Amostras Amostras N° %
masculinas femininas Absoluto
8 2 10 59
49 80 129 76,3
3 7 10 59
13 1 14 8,3
1 2 3 1,8
3 0 3 1,8
92 169 100

Tabela 6. Comparacédo dos trés métodos de diagndstico utilizados para a pesquisa da infec¢ao

por C. trachomatis. Foram analisadas amostras uretrais masculinas e cervicais de mulheres que

buscaram atendimento no Instituto Hermes Pardini e consentiram em participar deste estudo. +:

Positivo;- Negativo; IFD: Imunofluorescéncia direta; PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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8 - Pesquisa para C. trachomatis por Nested-PCR

Com o objetivo de se detectar linhagens de C. trachomatis defectivas para o
plasmidio, foi realizada uma Nested-PCR para a amplificacdo de um fragmento de
1015 pb do gene ompl, que codifica a principal proteina de membrana externa
(MOMP) da bactéria. Das 10 amostras positivas pela imunofluorescéncia direta e
negativas pelos dois testes moleculares, apenas uma amostra (10%) apresentou a
amplificacdo desta regido do gene ompl, sendo, portanto, positiva para a infeccéo
por C. trachomatis ap6s a Nested-PCR (Figura 11).

9 - Frequéncia de C. trachomatis na populagcdo avaliada

Os espécimes biolégicos de homens e mulheres envolvidos no estudo foram
considerados verdadeiros positivos para pesquisa C. trachomatis quando pelo
menos dois dos trés testes avaliados foram positivos. Desta forma, a frequéncia de
C. trachomatis na populagcdo em estudo foi 16,6%, sendo 31,2% (n=24) para 0 sexo

masculino foi e 4,3% (n=4) para o feminino (Figura 12).

1015 pb

Figura 11. Deteccédo da infeccdo por C. trachomatis por Nested-PCR para a amplificagdo de um
fragmento de 1015 pb do gene ompl da bactéria. As amostras positivas para a pesquisa da
infeccdo por C. trachomatis pelo método da imunofluorescéncia direta e negativas para as PCR foram
submetidas & Nested-PCR. Para a primeira PCR foi utilizado iniciadores externos que amplificam um
fragmento 1127 pb. Posteriormente este produto amplificado foi submetido a uma nova reagdo da
cadeia da polimerase que utilizou iniciadores internos que amplificam um fragmento de 1115 pb.Os
mesmos posteriormente foram corridos em gel de policrilamida 6%, corado com Nitrato de prata
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evidenciando uma banda de 1015 pb. PM: Padrédo de peso molecular (100 pb Ladder, Invitrogen); CP:
Controle Positivo, CN: Controle negativo. Os nimeros de cor preta representam amostras clinicas
negativas, e em vermelha amostra positiva para C. trachomatis.

10 -Avaliagdo da microbiota genital na populacéo feminina participante do

estudo

A microbiota genital das mulheres envolvidas no estudo foi também avaliada com o
objetivo de se detectar qualquer alteracao relacionada & infecgéo por C. trachomatis.
Apos a coloragéo pelo método de Gram observou-se que 68,5% (n=63) das
mulheres participantes do estudo apresentaram caracteristicas da Grade |
(microbiota normal) (Figuras 13A), 14,1% (n = 13) da Grade Il (microbiota
intermediaria) (Figuras 13B), e 17,4% (n = 16) da Grade Ill (microbiota alterada)
(Figuras 13C) (Figura 14). Nao foi observado grades 0O e IV nesta populagédo. A
populacdo de homens néo foi realizada avaliagédo da microbiota uma vez que a

uretra é isento de microorganismos residentes.

Figura 12. Frequéncia de C. trachomatis nos individuos participantes deste estudo. Os
espécimes clinicos em estudo foram analisados por dois testes de PCR e por Imunofluorescéncia
direta. Nos testes de PCR foram utilizados dois pares de iniciadores (HL1/HL2 e KL1/KL2) que
amplificam regifes do plasmidio criptico da bactéria. A imunofluorescéncia direta utiliza anticorpos
marcados com fluoresceina voltados para a MOMP. Foram considerados verdadeiros positivos
somente 0s espécimes clinicos que apresentaram positividade em pelo menos dois entre os trés

testes utilizados.
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10.1 - Microbiota dos espécimes clinicos da populacéo infectada

Analisando a populagdo microbiana de espécimes vaginais das mulheres
infectadas por C. trachomatis, observou-se que 75% das mesmas (n=3) néo
apresentaram nenhuma alteracdo na microbiota vaginal e 25% delas (n=1) possuia
sua microbiota alterada com caracteristicas da Grade Il (Figura 15). Entre os
homens, a andlise de esfregagos corados pelo método de Gram mostrou que 7,8%
dos individuos (n = 6) apresentavam diplococos Gram negativos, sugestivos de

Neisseria gonorrhoeae, em suas amostras uretrais (Figura 16).

Figura 13. Aspecto microscOpico da microbiota de espécimes vaginais de mulheres que
participaram do estudo. A coleta foi realizada ap6és a introducdo do swab no canal vaginal com
movimentos rotatério na parede vaginal. O material vaginal foi utilizado para a confeccdo de
esfregaco posteriormente corado pelo método de Gram. As laminas foram examinadas ao
microscopio em aumento de 100X. A Grade | (microbiota normal): Predominio absoluto de
Lactobacillus spp.; B. Grade Il (microbiota intermediaria): Diminui¢cdo de Lactobacillus spp. e presenca
de outras bactérias e Grade Il (microbiota alterada): Auséncia de Lactobacillus spp e presenca de

outras bactérias. Estas figuras representam as 92 amostras clinicas femininas testadas.
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Figura 14. Representacédo grafica dos tipos de populacado microbiana dos espécimes vaginais
das mulheres envolvidas neste estudo. A avaliagdo microbiana vaginal foi avaliada apés a

coloracao pelo método de Gram, e observado com auxilio de um microscopio em aumento de 100X.

O Grade | m Grade llI

1 2

Microbiota genital de mulheres infectadas por C. trachomatis
. J

Figura 15. Populagdo microbiana de espécimes vaginais de mulheres infectadas que
participaram do estudo. Grade | (microbiota normal): Predominio absoluto de Lactobacillus spp.;

Grade Il (microbiota alterada): Auséncia de Lactobacillus spp. e presenca de outras bactérias.

Figura 16. Foto ilustrativa de esfregaco de secrecdo uretral masculina infectada. O espécime
clinico foi utilizado para a confeccdo de esfregaco e coloracdo pelo método de Gram. Podem ser
observados diplococos Gram negativo (1) sugestivos de Neisseria gonorrhoeae e numerosos
leucocitos polimorfonucleares (2). A avaliacdo foi realizada em microscopio 6tico em aumento de

100X sob imersao. Esta figura é representativa das 77 amostras clinicas masculinas testadas.
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11 - Avaliacdo do numero de pidcitos nos espécimes clinicos da populagéo

estudada

O numero de pidcitos nos espécimes clinicos de homens e mulheres foi também
avaliado apds coloracdo pelo método de Gram. Observou-se que 69,9% dos
espécimes clinicos (n=118) mostraram raros pidcitos por campo, ou seja, menos de
um pidcito por campo; 13% individuos (n=22) possuiam entre um e quatro piocitos
por campo; 5,3% (n=9) entre seis e 10 piocitos e 11,8% pessoas (n=20)

apresentaram numerosos piocitos por campo (Figuras 17).

11.1 - Numeros de piécitos nos espécimes clinicos da populacao
infectada

Na populagdo feminina com resultado positivo para a infeccdo por C.
trachomatis foi observado que 75% das mulheres (n=3) apresentaram raros piocitos
em seus especimes clinicos e 25% delas (n=1) mostraram entre um e quatro piécitos
por campo (Figura 18). J4 entre os homens infectados, a andlise de seus espécimes
uretrais demonstrou que 54,2% deles (n=13) apresentaram raros piocitos; 20,8%
deles (n=5) apresentaram entre um e quatro pidcitos por campo; 8,3% deles (n=2)
de seis a 10 pidcitos por campo e 16,7% deles (n=4) mostraram numerosos piécitos
por campo (Figuras 16 e 18). Foi observado que um individuo, correspondendo a
3,6% dos homens infectados apresentou uma co-infecgéo por C. trachomatis e N.

gonorrohoeae.

12 - Manifestag@es clinicas relatadas pela populacdo avaliada

Apenas 18,9% (n=32) da populacdo em estudo e realizando a pesquisa da
infeccdo por C. trachomatis em seus espécimes clinicos por imunofluorescéncia
direta, ndo apresentavam nenhum sinal, sintoma ou manifestacao clinica. Estes
pacientes foram entdo considerados sem sintomas. Destes, 14,1% (n=13) eram do
sexo feminino e 24,7% (n=19) do sexo masculino (Figuras 19 e 20). Na populagéo
total 81,1% (n=137) dos individuos eram sintomaticos. Destes, 85,9% (n=79) foi
direcionada a populacao feminina e 75,3% (n=58) ao sexo masculino. Na populagéo

feminina apresentando sintomas 86% das mulheres (n=68) declararam uma maior
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freqUéncia de corrimento vaginal, seguido de dor pélvica (51,9%; 41 mulheres), dor
na relacdo sexual (49,4%; 39 mulheres), odor fétido (41,8%, 33 mulheres), dor ao
urinar (31,6%; 25 mulheres) e aborto (20,3%; 16 mulheres) (Figura 19). No sexo
masculino a queixa mais freqiente foi corrimento uretral (70,7%; 41 homens),
seguida de dor ao urinar (62,1%; 36 homens) e dor na relacdo sexual (15,5%; nove
homens) (Figura 20).
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Figura 17. Avaliacdo da presenca de piécitos em espécimes clinicos de homens e mulheres
envolvidos neste estudo. O numero de pidcitos foi avaliado em amostras uretrais e vaginais de
homens e mulheres, respectivamente. Os espécimes clinicos foram utilizados para a confeccdo de
esfregacos que foram depois corados pelo método de Gram. A contagem do numero de piécitos foi

feita em microscépio 6tico em aumento de 100X sob imerséo
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Figura 18. Nimero de piocitos nos espécimes clinicos da populacdo estudada e da infectada.
O numero de pidcitos foi avaliado em espécimes clinicos infectados de homens e mulheres. Foram
analisadas amostras uretrais de homens e endocervicais de mulheres, respectivamente. Foram
confeccionados esfregacos que foram depois corados pelo método de Gram. A contagem do ndmero

de pidcitos foi feita em microscopio 6tico em aumento de 100X sob imerséo.
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Figura 19. Manifestacdes clinicas declaradas pelas mulheres envolvidas em estudo. Os dados
foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado as participantes do estudo, no
momento da coleta das amostras endocervicais, contendo itens sobre manifestacdes clinicas (Anexo

2). As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versao 3.4.3).

r : 2
O Sintomas O %

Augéncia de 19 24.7

sintomas
Dor na relagao 9] 155

sexual

Dor ao urinar 36 ‘ 62 ‘ '

Corrimento uretral s 70.7_ '
0 20 40 60 80 100 120
. J

Figura 20. Manifesta¢cdes clinicas relatadas pelos homens envolvidos neste estudo. Os dados
foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos participantes do estudo, no
momento da coleta das amostras uretrais, contendo itens sobre manifestacfes clinicas (Anexo 3). As

respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (verséo 3.4.3).
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12.1 - Manifestacéo clinica de individuos infectados

Avaliando os sinais, sintomas e/ou manifestacbes clinicas presentes na
populacéo infectada por C. trachomatis, 50% (n=2) das mulheres declararam apenas
um sintoma, o aborto, sendo que, uma delas relatou aborto recorrente. Uma mulher
(25%) relatou dois sintomas, dor ao urinar e corrimento vaginal, e outra mulher
(25%) queixou-se de trés sintomas: dor ao urinar, corrimento vaginal e dor na

relacdo sexual (Tabela 7).

No grupo masculino infectado por C. trachomatis, 50% (n=12) dos homens
apresentaram apenas um sintoma sendo o corrimento uretral relatado por 37,5% dos
homens (n=9) e a dor ao urinar relatado por 12,5% da populagdo masculina
sintomética (n=3). Ainda nesta populacdo, 33,3% (n=8) relataram dois sintomas,
sendo corrimento uretral associado a dor ao urinar relatado por 29,2% dos homens
(n=7) e dor na relagdo sexual associado a dor ao urinar relatado por 4,2% dos
homens infectados (n=1). A mesma porcentagem (4,2%) o que corresponde a um
individuo apresentou trés sintomas: corrimento uretral, dor ao urinar e dor na relacao
sexual. Foi também observado que 12,5% (n=3) dos homens infectados por C.
trachomatis ndo relataram nenhum sintoma, sinal e/ou manifestacéo clinica (Tabela
8).

NuUmeros Sintomas, sinais e/ou Infectadas por
de manifestacdo clinica
sintomas
1sintoma Aborto 2 50
2 sintomas Dor ao urinar + 1 25
corrimento vaginal
3 sintomas Dor ao urinar + 1 25

corrimento vaginal +
Dor na relagdo sexual
Total 4 100

Tabela 7. Sinais, sintomas e manifestagcdes clinicas da populacédo feminina em conseqiiéncia
da infeccdo por C. trachomatis. Os dados foram coletados a partir das respostas ao questionario
aplicado as participantes do estudo, no momento da coleta das amostras endocervicais, contendo
itens sobre manifestacdes clinicas (Anexo 2). As respostas foram analisadas posteriormente pelo

programa Epi Info (versao 3.4.3)
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Ndmero de Sintomas, sinal e/ou Infectados %

sintomas manifestacdo clinica por CT
Corrimento 9 37,5
1 Sintoma Dor ao urinar 3 12,5
Corrimento uretral + dor 7 29,2
ao urinar
2 Sintomas Dor na relagdo sexual + 1 4,2
dor ao urinar
Corrimento uretral + dor 1 4,2
3 Sintomas ao urinar + dor na relagéo
sexual
Assintomaticos Nenhum 3 12,5
Total 24 100

Tabela 8. Sintomatologia, sinal e/ou manifestacao clinica da populagdo masculina infectada
por C. trachomatis. Os dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos
participantes, no momento da coleta das amostras uretrais, contendo itens sobre manifestacdes
clinicas (Anexo 3). As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versédo
3.4.3).

13 - Uso de método contraceptivel da populacéo avaliada

Analisando mais detalhadamente o uso de método contraceptivel da
populacdo em estudo, 53,2% dos homens (n=41) relataram o uso de preservativo
em suas relacdes sexuais (Figura 21). Ja entre as mulheres 54,3% delas (n=50)
relataram o uso de algum método preventivo e 45,7% (n=42) declararam ndo utilizar
método contraceptivel (Figura 22). Das que fazem uso, 60% (n=30) indicaram 0 uso
de anticoncepcional oral, 20% (n=10) de DIU, 14% (n=7) de preservativo, 4,0% (n=2)
de anticoncepcional injetavel e 2,0% (n=1) declararam ter feito laqueadura (Figura
23).
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Figura 21. Uso de preservativo masculino nas relagcdes sexuais. Os dados foram coletados a
partir das respostas ao questionario aplicado aos homens participantes do estudo no momento da
coleta das amostras uretrais, contendo itens sobre a utilizacdo de contraceptivos (Anexo 3). As

respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (verséo 3.4.3).
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Figura 22. Utilizacdo de método contraceptivel pelas mulheres participantes do estudo. Os
dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado as participantes do estudo, no
momento da coleta das amostras endocervicais, contendo itens sobre utilizacdo de contraceptivos

(Anexo 2). As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versao 3.4.3).
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Figura 23. Método contraceptivel utilizado pela populagédo feminina participante do estudo. Os
dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado as mulheres, no momento da
coleta das amostras endocervicais, contendo itens sobre utilizacdo de contraceptivos (Anexo 2). As

respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (verséo 3.4.3).

13.1 - Método contraceptivel utilizado por homens e mulheres infectados

Quando avaliamos a utilizagéo de preservativos dentro da populagdo masculina
observamos que (n=13; 54,2%) dos homens que relataram o uso do preservativo em
suas relacdes sexuais foi detectado a infec¢do, sendo superior o numero de infecgéo

qguando néo se utilizou o preservativo (n=11; 45,8%) (Figura 24).

Analisando o método contraceptivel da populacdo feminina infectada por C.
trachomatis, duas (50%) relataram o uso de anticoncepcional injetavel, uma (25%)

de anticoncepcional oral e uma (25%) de preservativo (Figura 25).
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Figura 24. Utilizacdo de preservativo nas relagbes sexuais por homens infectados por C.
trachomatis. Os dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos homens,
no momento da coleta das amostras uretrais, contendo itens sobre utilizagdo de contraceptivos

(Anexo 3). As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versao 3.4.3).

14 - Faixa etaria da populacao avaliada

Uma avaliagdo das idades de homens e mulheres envolvidos neste estudo
mostrou uma faixa ampla que variou de 18 anos a 74 anos. A faixa etaria mais
frequente foi aquela entre 18 a 30 anos em ambos 0s sexos, com uma
representacdo de 43,2% (n=73) dos espécimes avaliados. Outra faixa com um
ndmero expressivo, 24,9% (n=42), foi aquela entre 31 a 40 anos, seguida pelos
individuos com idade entre 41 e 50 anos, representando 20,7% (n=35). A populacdo
com menor frequéncia, > 50 anos de idade representou 11,2% (n =19) da populacéo
estudada (Figura 26).
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Figura 25. Métodos contraceptivos utilizados por mulheres apresentando a infeccdo por C.
trachomatis. Os dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado as mulheres,
no momento da coleta das amostras endocervicais, contendo itens sobre utilizacdo de contraceptivos

(Anexo 2). As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versao 3.4.3).

14.1 - Faixa etaria dos individuos infectados

Avaliando a porcentagem de individuos infectados por C. trachomatis,
observou-se que a faixa etéria mais afetada foi aquela entre 18 e 30 anos
representando 64,3% (n=18). As idades entre 31 e 40 anos, representaram 21,4%
(n=6), seguida de 10,7% (n=3) correspondente a faixa etaria de 41 e 50 e finalmente
3,6% (n=1) representada por individuos >50 anos de idade (Figura 27).
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Figura 26. Faixas etarias da populacdo de homens e mulheres participantes do estudo. Os
dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos participantes do estudo, no
momento da coleta das amostras clinicas, contendo itens sobre a faixa etaria (Anexo 2 e 3). As

respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (verséo 3.4.3).
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Figura 27. Faixas etarias de individuos positivos para a pesquisa da infeccdo por C.
trachomatis. Os dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos
participantes do estudo, no momento da coleta das amostras clinicas, contendo itens sobre a faixa
etaria (Anexo 2 e 3). As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versao
3.4.3).
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15. Escolaridade da populag&o em estudo

O nivel de escolaridade de homens e mulheres participantes do estudo também
foi avaliado. Observou-se que a maior porcentagem (51,5%) correspondia a
populacdo possuindo ensino superior, representada com 87 individuos. A seguir
vieram os individuos com ensino médio, 34,3% (n=58), seguidos daqueles com
escolaridade fundamental, 14,2% (n=24). Estes numeros demonstram uma
porcentagem consideravel desta populacdo com escolaridade acima do ensino
médio (Figura 28).
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Figura 28 Escolaridade de homens e mulheres participantes do estudo Os dados foram
coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos participantes do estudo, no momento da
coleta das amostras clinicas, contendo itens referentes a escolaridade (Anexo 2 e 3). As respostas

foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versédo 3.4.3).

15.1 - Escolaridade dos individuos infectados

A avaliacéo da escolaridade de homens e mulheres apresentando infecgéo por
C. trachomatis, mostrou que, no sexo masculino, a maior freqiiéncia da infeccéo
(58,3%; n = 14) ocorreu em individuos que possuem ensino superior, seguido
daqueles com ensino médio completo (37,5%; n=9). O ensino fundamental mostrou
a menor ocorréncia, apenas 4,2% (n=1) (Figura 29).

Entre as mulheres positivas para a infeccdo por C. trachomatis, observamos

uma homogeneidade em relagédo a escolaridade das mesmas. Foram encontrados
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ndmeros iguais (n=2) para o nivel médio e superior o que corresponde a
porcentagem de 50% (Figura 29). O nivel fundamental de educag¢@o ndo esteve

representado dentro da populagdo de mulheres infectadas.
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Figura 29. Escolaridade de homens e mulheres positivos para a infec¢cdo por C. trachomatis.
Os dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos participantes do
estudo, no momento da coleta das amostras clinicas, contendo itens referentes a escolaridade

(Anexo 2 e 3). As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (verséo 3.4.3).

16. Estado civil da populacédo estudada

Quanto ao estado civil do grupo em estudo, 43,2% (n=73) relataram ser
casados, 39,1% (n=66) solteiros, 11,2% (n=19) divorciados e 0,6% vilva (n=1). Uma
taxa de 5,9% (n=10) declarou seu estado civil como outros. Nota-se que, neste
estudo, os individuos que declararam o estado civil como casado foram os mais
freqUentes na populagao feminina. (Figura 30).

16.1 - Estado civil de homens e mulheres infectados por C. trachomatis

Na populagdo masculina infectada por C. trachomatis, a maior freqiéncia de
infeccdo foi vista entre os homens solteiros, 58,3% (n=14). A seguir vieram aqueles
gue se declararam casados, representando 33,3% (n=8) da populacdo avaliada,
seguidos dos divorciados, representando 4,2% (n=1) e, finalmente, por aqueles que

se declararam como outros 4,2% (n=1).
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Entre as mulheres, 75% das infectadas se declararam casadas (n=3) e 25%

solteiras (n=1) (Figura 31).
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Figura 30. Estado civil de homens e mulheres participantes do estudo. Os dados foram
coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos participantes do estudo, no momento da
coleta das amostras clinicas, contendo itens referentes ao estado civil (Anexo 2 e 3). As respostas

foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versédo 3.4.3).

17 - Assisténcia médica da populacao avaliada

Na intencdo em saber as condi¢gBes dos individuos participantes deste estudo
em relacdo ao acesso a consultas periédicas e/ou em caso de necessidade foi
perguntado no questionario disponibilizado no ato da coleta se possuiam plano de
saude privado. Na populacdo de homens e mulheres avaliada, uma porcentagem
bem elevada (91,1%; n=154) mostrou possuir plano de salude privado e apenas
8,9% (n=15) relataram nao possui-lo (Figura 32). Quando o grupo em estudo foi
qguestionado sobre acompanhamento ginecolégico ou uroldgico anual, 92,4% das
mulheres (n=85) relataram realizar consultas e exames preventivos pelo menos uma
vez ao ano, e uma porcentagem muito menor dos homens (37,7% correspondendo a
29 individuos), declarou procurar seu urologista anualmente como forma de

prevencéao (Figura 33).

52



f T 77 )
T 4.2
8 33,3
3 75
14 58,3
1 25
Masculino % Feminino %
Estado civil
& O Solteiro O Casado O Divorciado 0O Outros i)

Figura 31. Estado civil de homens e mulheres positivos para a infeccao por C. trachomatis. Os
dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos participantes do estudo, no
momento da coleta das amostras clinicas, contendo itens referentes ao estado civil (Anexo 2 e 3). As

respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (verséo 3.4.3).

17.1 - Assisténcia médica dos individuos infectados

Na populacdo avaliada, e apresentando a infeccédo por C. trachomatis, 21
homens (87,5%) e quatro mulheres (100%) relataram a pose de planos de
assisténcia médica (Figura 34). Quanto ao acompanhamento médico anual, a
frequéncia da infec¢do por C. trachomatis foi maior (70,8%, n=17) entre os homens
gue néo realizam consultas preventivas anualmente. Entretanto, ainda no grupo de
individuos infectados, todas quatro mulheres infectadas declararam realizar

consultas preventivas anualmente (Figura 35).
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Figura 32. Porcentagem de homens e mulheres que possuem assisténcia médica privada. Os
dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos participantes do estudo, no
momento da coleta das amostras clinicas, contendo itens referentes ao plano de satde (Anexo 2 e 3).
As respostas foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versédo 3.4.3). Sim: Individuos

possuem plano de saude; Nao: Individuos que ndo possuem plano de salde.

Figura 33. Porcentagem do grupo em estudo que realizam consultas e exames preventivos
anualmente. Os dados foram coletados a partir das respostas ao questionario aplicado aos
participantes do estudo, no momento da coleta das amostras clinicas, contendo itens referentes a
exame ginecoldgico ou uroldgico anual (Anexo 2 e 3). As respostas foram analisadas posteriormente
pelo programa Epi Info (versdo 3.4.3).
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Figura 34. Relacdo de pessoas infectadas e aquisicdo de plano de saude. No questionario
aplicado aos pacientes, antes da coleta das amostras endocervicais e uretrais, constavam um item
sobre plano de saide momento da coleta. As respostas foram analisadas posteriormente pelo

programa Epi Info (versdo 3.4.3). Sim: Possuem plano de salde; Nao: Nao possuem plano de satde.
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Figura 35. Relacdo de homens e mulheres infectados e a realizagcdo de exames preventivos
anualmente. No questionario aplicado aos pacientes, antes da coleta das amostras endocervicais e
uretrais, constavam um item sobre acompanhamento médico preventivo anualmente. As respostas

foram analisadas posteriormente pelo programa Epi Info (versao 3.4.3).
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VI- DISCUSSAO

No Brasil, as doengas sexualmente transmissiveis que fazem parte da lista
nacional de notificagdo compulsdria compreendem a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), de gestantes HIV positivas, de criangas expostas ao HIV, de
gestantes com sifilis e de criancas com sifilis congénita; praticamente inexistem
dados de incidéncia do restante das DST em nivel nacional (PN — DST/AIDS).

Compreender a dindmica dessas doencas é fundamental, pois séo silenciosas
ao afetar homens e mulheres, jovens e adultos e de distintos extratos sociais, e
loquazes ao cobrar seus tributos em forma de doenca inflamatéria pélvica e
infertilidade feminina e masculina, cancer do colo uterino, infec¢cdes congénitas ou
neonatais, aumento do risco de infeccdo pelo HIV, entre outros. E, assim,
fundamental que se possa dar & populacdo mais que medicamentos, mas plena
saude sexual e reprodutiva (PN — DST/AIDS). No Brasil, um pais de imensa
extensao territorial e marcantes diferengas regionais, a magnitude destas infecgdes
de transmissdo sexual ndo é, ainda, amplamente conhecida.

O trabalho de nosso grupo € motivado pela caréncia de dados na literatura
sobre a frequiéncia da infeccdo por C. trachomatis em nosso pais, especialmente no
sexo masculino, e pela importancia de se compreender melhor a dinamica desta
infeccdo silenciosa em nossa sociedade. Paralelamente, investigamos testes que
possam ser utilizados como alternativas aos métodos utilizados em outros paises,
normalmente onerosos para 0 nosso sistema publico de salde e assisténcia médica
particular, dificultando a pesquisa desta infeccdo em nossos homens e mulheres.
Estas bactérias sdo potencialmente transmissiveis pelo contato sexual e que podem
evoluir para complicagdes com sequelas importantes, entre elas a infertilidade.

Neste trabalho, comparamos trés métodos de diagndstico para a infecgédo por
C. trachomatis e levantamos caracteristicas de uma populacdo de 169 pessoas, 77
homens e 92 mulheres (Figura 5), que assinaram o termo de consentimento
(Anexo1l) durante o periodo de outubro de 2007 a setembro de 2008 (Figura 4).
Estas pessoas procuraram unidades do Instituto Hermes Pardini (IHP), a maior rede
de laboratérios de andlises clinicas de Belo Horizonte, com o objetivo de pesquisar
C. trachomatis atendendo a solicitagdo médica. Com este objetivo, no IHP foram

coletados os espécimes uretrais masculinos e endocervicais femininos, que foram,
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posteriormente, utilizados para a pesquisa da infeccdo pelo método de
imunofluorescéncia direta no proprio Instituto. Paralelamente, outra amostra do
espécime clinico foi coletada para a pesquisa da infecgéo por dois testes de PCR.

Durante vérios anos, o método considerado padréo ouro para o diagndéstico da
infeccdo para C. trachomatis foi seu cultivo em monocamada de fibroblastos
murinos. Entretanto, devido a complexidade para o cultivo deste microrganismo, uma
variedade de testes surgiu entre eles a imunofluorescéncia direta (IFD), hoje uma
das mais utilizadas, e as técnicas de amplificagédo de acidos nucléicos (NAATS). Esta
variedade de técnicas permitiu também uma diversidade de espécimes clinicos a
serem utilizados para a pesquisa da infecgdo, como swab endocervical e uretral,
urina e swab vaginal coletado pelo préprio paciente (Greer et al., 2008). A escolha
do material a ser utilizado para a pesquisa da infecgdo € importante quando se
considera o método de deteccéo a ser utilizado, seja por causa da sensibilidade ou
por motivos relacionados a viabilidade da bactéria. Para o diagnéstico de C.
trachomatis pelo método IFD, a amostra bioldgica coletada tem um prazo de sete
dias até a realizagdo do mesmo. Os testes de NAAT os espécimes clinicos podem
ser processados apoOs periodos maiores de tempo. Estes testes tém, ainda, a
vantagem de possuirem uma maior sensibilidade e especificidade.

Neste trabalho, comparamos a sensibilidade e especificidade de trés testes: a
imunofluorescéncia direta e dois testes de PCR. Comparamos uma PCR (iniciadores
HL1/HL2), desenhada por nosso grupo (Lima et al., 2007), e outra PCR disponivel
na literatura (iniciadores KL1/KL2, Mahony et al.,, 1992), utilizando o teste de
imunofluorescéncia direta (OMEGA DIAGNOSTICS) como padrdo ouro. Os dois
testes moleculares tém como alvo regides diferentes do plamideo criptico da
bactéria. Os iniciadores HL1/HL2 amplificam um fragmento de 512 pb e KL1/KL2 um
fragmento de 241 pb. Por outro lado, a imunofluorescéncia direta utiliza um anticorpo
especifico para uma regido antigénica da principal proteina de membrana externa
(MOMP) da bactéria.

Para a realizacdo dos testes de amplificacdo do material genético do
microrganismo a partir das amostras clinicas é fundamental investigar e, se
necessario, eliminar a agdo de inibidores da reacdo, que poderiam ocasionar falsos
negativos. Neste sentido, foi inicialmente realizada a amplificagdo do gene

constitutivo da B-globina. Inicialmente 89,9% das amostras mostraram amplificagéo
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de um fragmento de 209 pb (Figura 6), indicando uma boa condigdo do DNA para a
reacdo de amplificacdo. Esta porcentagem aumentou para 96,4% quando as
amostras, inicialmente negativas, foram diluidas em H,0 milliQ, procedimento que
diminui a acdo de possiveis inibidores. Embora seis amostras (3,6%) tenham
permanecido negativas, realizamos a pesquisa da bactéria com todas as amostras,
uma vez que sendo amostras clinicas, sdo preciosas. Acreditamos que, se presente,
0 material genético da bactéria pudesse ser detectado, mesmo na auséncia de
amplificagcéo do gene da -globina.

A PCR HL1/HL2 (Figura 7) detectou 24 individuos positivos para infecgéo de C.
trachomatis (14,2%) (Figura 10) sendo 21 (87,5%) homens e trés mulheres (12,5%)
(Tabela 6). A PCR KL1/KL2 (Figura 8) detectou 30 individuos infectados (17,7%)
(Figura 10) na populagdo avaliada. Neste grupo, 25 homens (83,3%) e cinco
mulheres (16,7%) (Tabela 6). Por outro lado, a imunofluorescéncia direta (Figura 9),
realizada no IHP encontrou uma freqiéncia total de 13,6% da infeccdo (23
individuos) (Figura 10) sendo 14 homens (60,9%) e nove mulheres (39,1%) (Tabela
6).

Analisando o desempenho dos métodos utilizados (Tabela 6), verificamos uma
concordancia de 82,2% entre os resultados, sendo 10 amostras (5,9%) positivas e
129 (76,3%) negativas diagnosticadas pelos trés métodos. Observamos ainda que
quatorze amostras sdo positivas apenas pelos dois testes de biologia molecular
utilizados (Tabela 6), tendo sido negativos pelo método de imunofluorescéncia
direta. Este resultado pode ser explicado pela maior sensibilidade de testes de
amplificacdo de &cido nucléico (NAAT), sendo capazes de detectar pequenas
quantidades de &cidos nucléicos em amostras clinicas (Seadi et al., 2002; Gaydos et
al., 2004; Boyadzyan et al.,, 2004). Nossos resultados confirmam, assim, o que
outros trabalhos vém mostrando, que a sensibilidade de métodos convencionais
para deteccdo de C. trachomatis baseado em cultura e detecgdo de antigenos, tém
sido superada por testes de NAAT, inclusive quando amostras ndo genitais sdo
avaliadas (Gaydos et al., 2004; Jeperson et al., 2005).

Dez amostras (5,9%) apresentaram resultado positivo apenas pelo método de
imunofluorescéncia direta (Figura 9) sendo negativas para os dois testes
moleculares. E importante lembrar que a imunofluorescéncia detecta alvo diferente

dos testes de PCR utilizados, ja tendo sido descritos casos de linhagens da bactéria
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defectivas para o plasmideo (Peterson et al., 1990; An et al., 1992; Farencena et al.,
Thomas et al., 1997; Matsumoto et al., 1998; Stothard et al., 1998;1999; Seadi et al.,
2002). Esta hipétese foi investigada pela tentativa de amplificagdo de um fragmento
de 1015 pb do gene ompl, codificador da MOMP. Uma amostra resultou positiva
(Figura 11), indicando ser a infeccdo causada por uma linhagem de bactéria que
ndo possui o plasmidio. Importante mencionar que a PCR dirigida ao gene ompl é
menos sensivel que aquela direcionada ao plasmideo, pois € um gene de cépia
Unica enquanto o plasmideo possui de sete a dez copias (Seadi et al., 1999).

Recentemente foi descrita na Suécia uma variante de C. trachomatis
apresentando uma dele¢&o de 377 pb no plasmidio criptico o que poderia gerar um
resultado falso negativo em testes de PCR voltados para o plasmidio (Unemo et al,
2007). Entretanto, este trabalho chama a atengéo para a existéncia de linhagens de
C. trachomatis apresentando dele¢des nas sequiéncias génicas de seus plasmideos,
alvo de testes para o diagnéstico da infec¢cdo. N&o se pode descartar a hipotese de
que dele¢cdes em outras regibes do plasmideo possam existir, e desta forma,
interferir nos testes de amplificagdo do material genético da bactéria.

A presenca de inibidores e uma baixa qualidade do DNA, por sua vez, foram
descartadas pela amplificacdo do gene da B-globina em 96,4% das amostras
analisadas (Figura 6). No entanto, é preciso lembrar que na coleta dos espécimes
clinicos, o material para a realizagdo da imunofluorescéncia precedeu o da PCR. E
possivel existirem diferencas na qualidade e quantidade de material para a
realizac@o dos dois testes. Wesh et al. (1997) avaliando a adequacéo de espécimes
clinicos para a deteccdo de C. trachomatis por imunofluorescéncia direta,
depositados em lamina antes de serem processados para a PCR, verificaram que
2,8% das amostras eram positivas na imunofluorescéncia e negativas na PCR.
Sugeriram, entdo, que os espécimes clinicos poderiam ter sido depositados, em sua
maior parte, na lamina utilizada para a IFD, restando um material mais pobre para o
teste de PCR. E interessante ressaltar que no presente estudo uma amostra
negativa na amplificacéo da -globina e nos dois testes de PCR para a deteccéo da
bactéria se mostrou positiva pelo teste de imunofluorescéncia direta.

Além das hipoteses apresentadas acima, € preciso considerar, ainda, a
possibilidade de resultados falsos positivo para as outras nove amostras positivas

para a IFD e negativas para a PCR. Santos et al. (2003), analisaram a infecg&o por
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C. trachomatis em uma populacdo feminina no municipio de Manaus e observaram
uma discrepancia nos resultados entre testes delFD e PCR. Encontraram 27,1% de
positividade por DFA e 20,7% por PCR. Sugeriram que este resultado possa estar
relacionado a baixa especificidade do método de imunofluorescéncia direta, uma vez
que existe a possibilidade de reacdo cruzada com outras bactérias Gram-negativas,
sugerindo, assim, resultados falsos positivo.

E interessante observar que quando avaliamos o sexo dos individuos que
obtiveram resultado positivo somente no teste de imunofluorescéncia direta,
observamos que seis (66,7%) dos nove (100%) sdo do sexo feminino (Tabela 6). E
possivel, assim, que a microbiota genital feminina possa corroborar para reacao
cruzada uma vez que é composta por uma variedade de microrganismos, diferente
dos homens gque ndo possuem microbiota uretral.

A comparacdo dos dois testes de PCR mostrou que os iniciadores HL1/HL2
amplificaram 14,2% e os iniciadores KL1/KL2, por sua vez, amplificaram 17,7% da
populacdo. Desta forma, ambas as PCR obtiveram 90,5% de resultados
semelhantes nos espécimes clinicos analisados, indicando bons testes para o
diagnéstico da infecgdo por C. trachomatis. Observando os resultados discrepantes
entre as PCR (9,5%), os iniciadores HL1/HL2 ndo detectaram 1,8% dos resultados
verdadeiramente positivo, uma vez que o diagnostico da infec¢do foi constatado
também pelo método de imunofluorescéncia direta. Entretanto, a PCR KL1/KL2 se
mostrou como Unico indicador da infec¢cdo em 1,8% de amostras positivas. Por outro
lado, este mesmo teste detectou 1,8% de amostras verdadeiramente positivas que a
PCR HL1/HL2 n&o detectou (Tabela 6).

A sensibilidade é a capacidade que um teste possui de identificar os individuos
verdadeiramente positivos e especificidade corresponde a capacidade do teste de
indicar os individuos verdadeiramente negativos. Assim, considerando como padréo
ouro o teste de imunofluorescéncia direta, a sensibilidade e especificidade dos
testes para os iniciadores HL1/HL2 e KL1/KL2 foram, 43% e 91% e 57%, 88%,
respectivamente. Os valores Preditivo Positivo (VPP) e Valores Preditivo Negativo
(VPN) de ambas PCR foram respectivamente, 42% e 91% para a PCR HL1/HL2 e
43,0% e 93% para a PCR realizada com iniciadores KL1/KL2. A sensibilidade e o
VPP das PCR em ambos os testes foram relativamente baixos, isto pode ser

explicado devido ao teste usado como padrdo ouro, que apresentou resultados
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discrepantes quando comparado com ambas PCR. Desta forma, avaliamos a
sensibilidade, especificidade, VPP e VPN entre as PCR. Considerando o KL1/KL2
como padrédo ouro, verificou-se que a PCR HL1/HL2 demonstrou uma sensibilidade
de 80%, especificidade 100%, VPP 100% e 96% de VPN. Entretanto, considerando
a PCR HL1/HL2 como padré&o ouro os parametros da PCR KL1/KL2 foram, 100%,
96%, 80% e 100%, respectivamente. Os testes com alta especificidade sé&o
importantes quando o objetivo é confirmar um diagnostico e testes com alta
sensibilidade s&o importantes quando se quer realizar a triagem de uma
determinada doenca. Desta forma, com base nos valores encontrados a PCR
HL1/HL2 demonstrou um bom teste quando o objetivo € a confirmagdo do
diagnéstico de infeccdo por C. trachomatis, uma vez que sua especificidade foi
superior a0 PCR KL1/KL2. Por outro lado, a PCR KL1/KL2 demonstrou uma
sensibilidade maior ao PCR HL1/HL2, indicando um bom teste para triagem da
infecgdo. Com relagéo aos valores preditivo positivo e negativo, sabe-se que VPP
expressa a probabilidade de um paciente com o teste positivo ter a doenga e VPN
expressa a probabilidade de um paciente com o teste negativo ndo ter a doenca.
Assim, os iniciadores HL1/HL2 utilizados demonstrou que 24 pacientes
diagnosticados infec¢do por C. trachomatis, possui uma probabilidade de 100% de
serem verdadeiramente positivos. Por outro lado, 139 pacientes com resultados
negativos pelo teste KL1/KL2 possui uma probabilidade 100% de serem
verdadeiramente negativo.  Entretanto, seria interessante o sequenciamento do
material amplificado para a confirmacéo dos resultados positivos somente pelo teste
KL1/KL2. E oportuno lembrar que, apenas PCR-KL1/KL2 estando positivo, ndo pode
ser utilizado como diagnéstico, pois segundo o CDC, é necessario um resultado
positivo em dois testes para um diagnostico positivo da infecgdo.

De qualquer modo, nove amostras que apresentaram positividade somente
pela imunofluorescéncia direta e trés apresentando resultados positivos somente
pela PCR KL1/KL2 (Tabela 6) foram considerados falsos positivos para infecgdo por
C. trachomatis. Estes resultados exemplificam a importancia da adequagéo
recomendada pelo CDC, que preconiza que o diagnéstico de infecgdo por C.
trachomatis seja feito pela cultura somente ou por dois métodos n&o culturais
paralelos. Este cuidado é necesséario especialmente em populagdo de baixa a

moderada prevaléncia (1% a 7%) da infecgéo por C. trachomatis ou quando o valor
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preditivo positivo (VPP) de testes esté abaixo de <90%. Devido a esta preocupacao
0 CDC sugere vérias estratégicas para confirmacao, (i) testar uma segunda amostra
com diferentes testes ou alvos, (ii) realizar um segundo teste de amplificagdo de
acidos nucléicos com alvos diferentes na seqiéncia de &cidos nucléicos no
espécime original, (iii) repetir o teste inicial na amostra original, ou (iv) pedir ao
paciente que volte para coletar uma nova amostra clinica (Schachter et al., 2006).

Os resultados do presente estudo mostram, também, o valor do diagndstico por
PCR, que mostrou um aumento na deteccdo de homens e mulheres
verdadeiramente infectados por C. trachomatis. A utilizagdo dos testes de PCR
permitiu o diagnoéstico de 14 casos da infec¢@o (50% dos casos) (Tabela 6) que se
mostraram negativos pelo teste de imunofluorescéncia direta. Desta forma, estas
infecgbes poderiam néo ter sido detectadas se apenas a imunofluorescéncia direta
houvesse sido realizado e ndo os testes de PCR. A eficacia de testes para o
diagnéstico da infecgdo por C. trachomatis pode variar entre diferentes técnicas
utilizadas. Entretanto, estudos avaliando diferentes tipos de PCR comercial assim
como ensaios de PCR in house tém mostrado que séo altamente sensiveis para a
deteccdo de C. trachomatis em espécimes clinicos (George et al., 2003).

Programas para um controle efetivo das infec¢gbes por C. trachomatis tém sido
introduzidos em varias areas metropolitanas nos Estados Unidos e Canada, assim
como em Vérios paises ocidentais da Europa, o que tem resultado em declinio
acentuado na prevaléncia de infecgbes por C. trachomatis e N. gonorrhoeae nas
populacdes alvo (Van De Pol et al., 2001).

Entretanto, nos servicos publicos no Brasil, como na maioria dos paises da
América Latina, a triagem para C. trachomatis ndo é oferecido rotineiramente para
jovens homens ou mulheres (Fioravante et al., 2005). De maneira geral, mesmo nos
servicos privados, a pesquisa da infeccdo apenas é realizada nos casos
sintométicos ou quando um dos parceiros sexuais relata a presenca de bactéria
(Passos et al., 2002). Varios estudos realizados no Brasil, em grupos populacionais
diversos, por metodologias variadas, mostram que a frequéncia da infeccéo por C.
trachomatis em mulheres oscila entre 2,1% a 31,5% (Marques et al., 2005; Lima et
al., 2007; Marques et al., 2007) sugerindo a importancia de um acompanhamento

mais sistematizado desta infecgao.
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Em nosso trabalho avaliamos uma populacdo diversificada, com faixa etéria
variando de 18 a 74 anos e pessoas atendidas em uma das maiores rede de
laboratérios particulares de uma importante capital brasileira. Podemos supor que
nesta populagcdo existam pessoas de diferentes camadas sociais realizando a
pesquisa da infeccdo em decorréncia de um pedido médico. A populacdo em estudo
totalizando 169 individuos foi composta por 45,6% de homens e 54,4% de mulheres
(Figura 5), proporgbes equivalentes, o que nos permitiu avaliar a frequéncia da
infecgé@o entre os sexos.

Neste estudo foram considerados positivos para a infecgdo de C. trachomatis
somente os individuos com pelo menos dois testes positivos simultaneamente.
Assim, na populagéo analisada verificamos um total de 28 pessoas infectadas por C.
trachomatis, correspondendo a 16,6% da populacéo. A freqiiéncia da infeccéo foi de
31,2% para o sexo masculino e 4,3% para sexo feminino (Figura 12). Estes
resultados chamam a atengéo para a alta frequéncia da infecgéo por C. trachomatis
na populagdo masculina quando comparado com a feminina. E interessante
observar que as duas populagdes procuraram o Instituto Hermes Pardini para
realizar exame de imunofluorescéncia direta a pedido de seus respectivos médicos.
Assim acreditamos que o fato de o quadro clinico em homens ser mais claro que em
mulheres, ocorrendo dor ao urinar, secrecao uretral, sensacdo de ardor no canal
uretral, caracteristicos de uretrite em homens, seja um fator que estimule a busca
por assisténcia médica.

Nossos resultados adquirem uma relevancia maior quando verificamos o baixo
ndamero de estudos investigando a infecgdo por C. trachomatis em homens, sendo,
de maneira geral, realizada em decorréncia de sinais e/ou sintomas. Entretanto,
sendo esta uma infeccdo muitas vezes assintomética, seqielas graves como
uretrite, epididimite e mesmo a esterilidade podem ocorrer. E importante ressaltar,
ainda, que a auséncia de detecc¢do da infecgcdo nos homens permite a manutengéo
da infecgdo na populacéo permitindo a transmisséo da infec¢do para as parceiras de
sexo.

Como em outros paises, no Brasil, existem poucos estudos direcionados para a
populacdo masculina investigando a frequéncia de infecgcdo por C. trachomatis, o
que dificultou uma analise comparativa dos achados. Um destes poucos estudos

relatou uma frequéncia de 23,3% da infeccdo por C. trachomatis em soldados

63



sintométicos no Estado do Rio de Janeiro (Castro et al.,, 2000), uma frequéncia
menor que aquela detectada na populacdo masculina em estudo, que também
apresentou sintomatologia em sua grande maioria (Figura 20). Outro estudo
verificou a frequéncia da infeccdo em homens militares, estes assintomaticos, no
Municipio de Goias. Nesta populacdo a frequéncia foi de 5,0% dos homens
(Fioravante et al., 2005). Resultados preliminares, de nosso grupo, utlizando a
mesma PCR, HL1/HL2, para a investigagéo da infecgdo em uma populagéo de 100
homens atendidos em uma Clinica de Doencas Sexualmente Transmissiveis da
Prefeitura Municipal de Belo Horizonte, mostrou uma freqiéncia muito mais baixa da
infecgédo (2%) (Chitacumuta et al., 2007). O PN-DST/AIDS (2008) realizou, em seis
cidades do Brasil um grande estudo no periodo de 2004 a 2007 com o objetivo de
investigar a frequéncia de microrganismos sexualmente transmissiveis em
populagBes de homens e mulheres. Foi utilizado, como método de diagnéstico, o
teste de PCR Cobas Amplicor CT/NG (Roche). Na populagéo masculina, um total de
3600 industriarios participou do estudo. Neste grupo a prevaléncia da infecg&o foi de
3,4%. As taxas para os integrantes de cada uma das cidades participantes, em
ordem decrescente, foram: Fortaleza, 4,0%; Porto Alegre, 4,0%; Goiania, 3,8%; Rio
de Janeiro, 3,4%; Manaus, 3,0% e S&o Paulo, 1,6%. A frequéncia da infec¢do por C.
trachomatis na populagdo masculina neste estudo (31,2%) (Figura 12) foi superior a
de alguns trabalhos realizados em outros paises que encontraram taxas variando de
3,2% a 7,8% (Bakken et al., 2006; Rietmeijer et al., 2008; Satterwhite et al., 2008).
Entretanto, uma pesquisa realizada por imunofluorescéncia direta em populagéo
masculina sintomética detectou 36,7% de positividade em espécimes uretrais
(Agrawal et al., 2003) e outro utilizando ensaio imunoenzimatico e PCR encontrou
32% (Mahony et al., 1992).

A frequéncia de infecgéo de C. trachomatis encontrada no sexo feminino neste
estudo apresentou uma porcentagem de 4,1%, (Figura 12) estando proximo de
outros estudos que mostraram uma frequéncia variando de 3,6% a 8,9% (Soares et
al; 2003; Miranda et al., 2004; Corneta et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Medeiros et
al., 2007; Zarakolu et al., 2008). No entanto, este resultado pode ser considerado
baixo quando se compara com outros estudos (Santos et al., 2003; Araujo et al.,
2006; Lima et al., 2007; Porras et al., 2008) onde o diagndstico de infecgdo por C.

trachomatis variou entre 14,2% a 20,7%. Importante lembrar que a variacdo da
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frequéncia da infecgcdo de C. trachomatis depende da populagcéo estudada assim
como do método de diagnostico utilizado.

Em consequéncia de muitas infecgdes no trato genital feminino a microbiota
vaginal sofre alteracdes e tem sido utilizada, algumas vezes, como um balizador da
saude do trato genital feminino. Neste estudo buscamos verificar alteracbes na
microbiota vaginal com o objetivo de detectar alteracfes associadas a infeccdo por
C. trachomatis. O critério de Amsel et al. (1983) e o score de Nugent et al. (1991)
sdo amplamente utilizados para o diagnéstico de vaginose bacteriana, pois séo
métodos que tem demonstrado excelente reprodutividade. A vaginose bacteriana
pode ser diagnosticada clinicamente pela presenca de trés ou quatro critérios de
Amsel que sdo: (l) secrecdo vaginal, (II) pH > 4,5, (lll) presenca de clue cells a
fresco e (IV) odor de peixe depois da adicdo de KOH 10% em &gua (Donders et al.,
2007). O sistema de score Nugent é classificado de 0 a 10, avaliando
quantitativamente trés morfotipos bacterianos pela coloragédo de Gram: Bastonetes
Gram positivos (indicativo de Lactobacillus spp.), Cocos-bacilos Gram variaveis
(indicativo de Gardnerella) e bastonetes curvos Gram variaveis (indicativo de
Mobiluncus spp) (Demba et al., 2005) o que pode néo refletir a diversidade e
complexidade da microbiota vaginal (Verstraelen et al, 2007). Desta forma, para
investigarmos alteragdes na microbiota vaginal em mulheres positivas para a
infeccdo por C. trachomatis pelo método de Gram, utilizamos o critério de Grade
simplificado de amostra vaginal validado por Ison et al. (2002) que considera toda a
populacdo microbiana presente na microbiota vaginal. Avaliando a microbiota das 92
mulheres
participantes deste estudo, 68,5% apresentaram uma populagcdo microbiana com
predominio absoluto de Lactobacillus spp., denominada Grade | (Figuras 13A e 14),
14,1% destas mulheres apresentaram Grade Il (Figuras 13B e 14), o que demonstra
uma diminuicdo do ndmero de Lactobacillus spp. e presenca de outras bactérias e
17,4% das mulheres apresentaram Grade Il (Figuras 13C e 14), caracteristica de
vaginose bacteriana. A vaginose bacteriana é caracterizada pela substituicdo da
microbiota predominante de Lactobacillus spp. por microrganismos anaerébios,
Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis, Mobiluncus spp e Bacteroides spp.
(Bhalla et al., 2007; Donders et al., 2007). A infecgéo por estes microrganismos tem

sido mencionada como facilitadora de infecgéo do trato genital por C. trachomatis e
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N. gonorrohoeae e causando endometriose, salpiginites e juntos ocasionando
doencga inflamatdria pélvica (Ness et al., 2005).

Microbiota vaginal que caracteriza a Grade | (Figura 13A) é relatada por varios
autores como fator de protegcédo contra infecgdes urogenitais (Newton et al., 2001;
Vasquez et al., 2002). Observamos que 68,5% das mulheres deste estudo foram
classificadas como Grade | (Figura 14), em concordéancia com a baixa taxa de
infeccdo por C. trachomatis nesta populagdo. Embora seja baixo o numero de
mulheres infectadas por esta bactéria na populagéo de nosso estudo, é interessante
ressaltar que uma das quatro mulheres positivas para a infeccdo apresentou
microbiota vaginal caracteristica de Grade Ill (Figuras 13C e 15). Entretanto, para as
outras trés mulheres positivas para a infecgdo a microbiota vaginal foi classificada
como Grade | (Figura 13A e 15). Desta forma, o baixo nimero de mulheres
infectadas encontrado neste estudo n&o permitiu uma avaliacdo da relacdo da
microbiota vaginal frente a infeccdo por C. trachomatis. No entanto, um estudo
realizado em 2003 com 225 mulheres mostrou uma associagdo de alteragcbes da
microbiota vaginal e infec¢cdes por C. trachomatis e/ou N. gonorrhoeae, sugerindo
uma forte interacdo de vaginose bacteriana e doencas sexualmente transmissiveis
(Wiesenfeld et al., 2003).

O diagnéstico de uretrite ndo gonocdcica, muitas vezes, é realizado, por
evidéncia microscopica, e definido pela deteccdo de um numero igual ou maior que
cinco leucdcitos polimorfonucleares (LPMN) por campo, encontrados em cinco ou
mais campos, em amostras genitais coradas pelo método de Gram (Figura 16)
(Bradshaw et al., 2006).

Avaliando a contagem de LPMN nas amostras genitais de homens e mulheres
(Figura 14) na populacdo em estudo verificamos que a grande maioria dos
individuos (69,9%) apresentou raros LPMN em seus espécimes. Até quatro LPMN
por campo foram encontrados em 13% dos individuos, de 6 a 10 por campo em
5,3% e 11,8% deles apresentaram numerosos LPMN por campo em suas amostras
genitais (Figura 17). Nas amostras uretrais masculinas positivas para a infec¢ao por
C. trachomatis foi observado uma contagem acima de cinco LPMN em apenas 25%
(n=6) (Figura 18). Na populacao feminina infectada o numero de pidcitos encontrado
foi baixo uma vez que menos de cinco pidcitos foram detectados nas quatro

mulheres com a infeccéo (Figura 18). Este resultado reforca dados da literatura
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mostrando que a infecgcéo por C. trachomatis pode permanecer no hospedeiro de
forma silenciosa e, assim, desta forma desenvolver seqtielas ao longo do tempo.

Um estudo avaliando a etiologia de uretrites ndo gonocdécicas na Australia em
uma populacdo de homens sintomaticos e assintomaticos mostrou que 68% dos
homens infectados por C. trachomatis apresentaram cinco ou mais LPMN em
amostras uretrais (Bradshaw et al., 2006). De forma semelhante, Haddow et al.
(2004) avaliando o numero de LPMN como um indicador de uretrite ndo gonocécica,
relataram que apenas 63,3% dos homens infectados por C. trachomatis
apresentaram cinco ou mais LPMN em amostras uretrais. Estes autores consideram
gue somente a pesquisa de numero de LPMN em amostras uretrais ndo pode ser
utilizada como um Unico indicador da infecgdo por C. trachomatis, uma vez que
36,7% dos homens positivos para a infeccdo apresentaram menos de cinco LPMN
em seus espécimes clinicos. Este estudo demonstrou, entdo, que a avaliagcdo do
namero de LPMN apresentou sensibilidade de 63,3% e especificidade de 76,6%
frente a infeccdo. Seu valor preditivo positivo foi de somente 19,8%, embora o valor
preditivo negativo tenha sido 95,9%.

No presente estudo foi detectado que 7,8% dos homens apresentam diplococos
Gram-negativos nas amostras uretrais, sugestivos de N. gonorrhoeae (Figura 16).
Assim como para as infec¢gdes por C. trachomatis, ndo existem dados sobre a
frequéncia das infec¢des por N. gonorrhoeae no Brasil. Entretanto, nos Estados
Unidos é estimado que ocorram 600.000 novos casos desta infeccdo por ano, sendo
a segunda infeccdo mais frequente entre as doengas sexualmente transmissiveis,
sobrepujada apenas pelas infecgbes por C. trachomatis (Ros et al., 2008). Da
mesma forma que a infeccdo por C. trachomatis, a infec¢cdo por N. gonorrhoeae é
uma importante causa de uretrite em homens. Nas mulheres é responsavel por
uretrites e cervicites e complicagbes como doenca inflamatoéria pélvica que podem
levar & infertilidade ou gravidez ectopica (Ros et al., 2008). A literatura mostra que a
co-infeccdo entre estes dois agentes € muito comum (Van der Pol 2001; Kahn et al.,
2005). Em nosso estudo encontramos uma (3,6%) co-infecgéo por C. trachomatis e
N. gonorrhoeae na populagdo masculina avaliada, demonstrando a importancia de
se realizar a triagem para ambos 0S microrganismos, uma vez que 0s sintomas
quando estdo presentes sdo semelhantes, como disdria, sangramento urogenital,

dor pélvica e secrecdo vaginal ou uretral (Martin et al., 2000).
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Uma caracteristica comum das infecgbes por C. trachomatis € o quadro
assintomatico observado em 80% das mulheres e 50% dos homens infectados
(Navarro et al., 2002; Boyadzhyan et al., 2004; Fernandez et al., 2005). Quando os
sintomas aparecem, sdo vagos e inespecificos, podendo manifestar-se sob a forma
de disuria e corrimento uretral nos homens. Nas mulheres, a presenca de corrimento
vaginal e, ao exame ginecoldgico, a visualizagdo de muco purulento ou turvo sendo
drenado pelo orificio cervical, bem como o colo uterino com ectopia friavel,
sangrando facilmente, s&@o sinais sugestivos de infeccdo pela C. trachomatis
(Marques et al., 2007), embora n&o tenham sensibilidade e especificidade para
firmar o diagndstico (Marques et al., 2005). A auséncia de sintomatologia
caracteristica representa uma enorme dificuldade para se estabelecer o diagnéstico
da infeccdo clamidiana e a nado intervengdo para o0 seu controle e prevengao,
contribuem para a manifestagdo das varias sequelas que afetam o trato genital de
homens e mulheres.

O questionério a que foram submetidos os homens e mulheres participantes do
estudo foi composto por varios itens relativos a alterac6es observadas no trato
genital. E importante deixar claro que vérias outras infecgdes, além da infeccéo por
C. trachomatis podem ser relacionados aos sinais e sintomas. Com isto em mente as
respostas foram analisadas, inicialmente de maneira geral e, posteriormente,
buscando uma relagdo com a infec¢éo por C. trachomatis.

A grande maioria da populacdo avaliada declarou pelo menos um sinal ou
sintoma sugestivo de alteragcbes no trato geniturinario (Figuras 19 e 20),
representada por 81% deste grupo de estudo, homens e mulheres. Para o0s
individuos masculinos sintométicos foi observado que a queixa mais freqlente foi
representada por corrimento uretral (70,7%), seguido de dor ao urinar (62,1%) e dor
na relagdo sexual (15,5%) (Figura 20). Entre as mulheres, o corrimento vaginal foi
mais frequente (86%), seguido de dor pélvica (51,9%), dor na relacdo sexual
(49,4%), odor fétido (47,8%), dor ao urinar (31,6%) e (20,3%) aborto (Figura 19). E
importante ressaltar que estas queixas sdo relatadas com frequéncia em varios
estudos onde se pesquisa a presenca de microrganismos sexualmente
transmissiveis (Frias et al., 2001; Soares et al., 2003; Miranda et al., 2004; Sternak
et al., 2006; Bakken et al., 2006; Geisler et al., 2006).
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Analisando os sinais e/ou sintomas dos homens infectados por C. trachomatis,
foi observado que o corrimento uretral e a dor ao urinar foram as manifestacoes
clinicas mais comuns, correspondendo a 37,5% e 12,5%, respectivamente. Uma
proporcdo significativa (29,2%) dos homens infectados relatou ambas as
manifesta¢des clinicas e um homem (4,2%) relatou a associagédo de dor ao urinar e
dor na relagdo sexual. Um homem relatou a existéncia de trés manifestacgdes,
corrimento uretral, dor ao urinar e dor na relagdo sexual (Tabela 8). Nossos
resultados sdo semelhantes aqueles ja observados em estudos realizados na
Croécia (Sternak et al., 2006) e na Noruega (Baken et al., 2006) nos quais secrecao
uretral e dor ao urinar foram o sinal e sintoma mas comuns associados a infeccéo.
No estudo realizado na Croécia foi determinada a freqiiéncia da infecgé@o genital por
C. trachomatis entre homens sintomaticos e assintomaticos, atendidos em um
laboratério de saude publica. Entre os homens sintomaticos, apresentando secrecéo
uretral e/ou dor ao urinar, ocorreu uma maior frequéncia da infecgéo, representada
por 18,5%, quando comparado com a populagdo assintomatica (3,3%).

Uma grande porcentagem da populacdo feminina foi denominada sintomética
(85,9%) (Figura 19). Nesta populagcdo apenas quatro mulheres apresentaram a
infeccdo por C. trachomatis. Uma hipétese para este baixo nimero de mulheres
infectadas por C. trachomatis seria o fato de as mulheres buscarem a consulta
médica com uma freqiiéncia muito maior que os homens (Figura 33). E importante
explorar de forma mais efetiva os resultados positivos em conseqiiéncia da rotina de
acompanhamento da saude genital das mulheres (Figura 32), como este baixo
resultado para a infeccdo por C. trachomatis. Na populagéo infectada, uma das
quatro pacientes relatou dor ao urinar e corrimento vaginal, e outra relatou a
associagéo de trés sinais e sintomas: corrimento vaginal, dor ao urinar e dor na
relacdo sexual (Tabela 7)

Chamam a atencdo duas das quatro mulheres infectadas que né&o
mencionaram nenhum sinal ou sintoma, tendo, entretanto, relatado um histérico de
aborto em suas vidas (Tabela 7). Uma destas pacientes mencionou ser o aborto
recorrente sem causa aparente o motivo da investigacdo. Marques et al. (2007)
relataram a presenca de infecgéo por C. trachomatis em 17 casais (9% em homens
10% mulheres) que procuraram tratamento para infertilidade no ambulatério de

esterilidade da Clinica Ginecoldgica do Hospital Agamenon Magalhdes em Recife-
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PE. A infecgdo por C. trachomatis em casais inférteis mostrou freqiiéncia elevada
reforcando a importancia de um rastreio rotineiro em clinicas de infertilidade, assim
como nossos dados.

Estudos realizados por diferentes grupos brasileiros buscam estabelecer as
manifesta¢cbes clinicas mais comuns em mulheres infectadas por C. trachomatis.
Desta forma, Miranda et al. (2004) estudaram a prevaléncia da infeccdo em uma
populagdo de adolescentes do sexo feminino no Municipio do Rio de Janeiro e
observaram que 33,3% das adolescentes infectadas apresentaram dor pélvica e
17,8% secregdo vaginal como sintomas geniturinarios. Um estudo conduzido no
Nordeste do Brasil, com o objetivo de estabelecer prevaléncia, morbidade e fatores
de risco para infec¢cbes sexualmente transmissiveis em uma populagcdo feminina
demonstrou que 6,8% das mulheres infectadas por C. trachomatis apresentaram
sintomas de secrecéo vaginal e 10% de dor pélvica (Soares et al., 2003).

No presente estudo o nimero de mulheres infectadas por C. trachomatis ndo
foi representativo para se avaliar a associagao entre manifestagéo e/ou sintoma e a
presenca da infecgcdo. Entretanto, devemos destacar que a grande maioria das
mulheres avaliadas relatou sinais e/ou sintomas mesmo na auséncia da infecgdo por
C. trachomatis, sendo que 17,4% desta populacdo feminina apresentaram vaginose
bacteriana pelo método de Gram (Figuras 13 e 14).

Em nosso estudo verificamos que 24,7% dos homens néo relataram nenhum
sinal ou sintoma relacionado a alteracdo genital (Figura 20). Observamos que trés
individuos, 16% desta populagdo assintomética e 12,5% da populagéo total, foram
diagnosticados positivos para a infecgdo por C. trachomatis. A caracteristica de
auséncia de sinais e sintomas na infecgéo por C. trachomatis em homens tem sido
relatada em vérios estudos realizados em outros paises (Mahony et al., 1992;
Shillinger et al., 2005; Sternak et al., 2006; Mimiaga et al., 2008; Baud et al., 2008),
com taxas variando de 1,2% a 6,1%. No Brasil, € do nosso conhecimento apenas um
trabalho que aborda esta infecg@o de forma assintomatica na populacdo masculina.
Em 2005, Fioravante et al. investigaram a frequéncia da infec¢@o assintomatica por
C. trachomatis em homens recrutas militares no Municipio de Goiana-Goias em 2005
tendo sido encontrada uma taxa de 5,0%.

Recentemente, o CDC tem recomendado triagem anual para C. trachomatis

somente para jovens mulheres sexualmente ativas com idade inferior de 25 anos. No
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caso de infeccbes é recomendado um novo teste, trés a quatro meses depois da
primeira triagem e tratamento, para diminuir a alta taxa de recorréncia (Schillinger et
al., 2005). Esta recomendacéo foi derivada da alta morbidade e graves sequelas das
infeccdes por C. trachomatis em mulheres e pelos beneficios advindos da triagem
para reduzir as complicacdes, tais como a doenca inflamatdria pélvica.

A triagem universal em homens jovens ndo tem sido recomendada uma vez
que os beneficios de triagens em homens jovens ndo terem, ainda, sido
demonstrados (Joesoef et al., 2006). Entretanto, nosso estudo e outros citados
anteriormente demonstram uma frequéncia importante da infecgéao silenciosa por C.
trachomatis (Tabela 8). Como proposto por outros autores, acreditamos que a
triagem e o tratamento das infec¢des por C. trachomatis em homens sejam um fator
determinante para reduzir o reservatorio desta infeccdo na comunidade e, assim,
diminuir a incidéncia e prevaléncia destas doengas, muitas vezes recorrentes em
mulheres (Cheng et al., 2001; Schillinger et al., 2005; Joesoef et al., 2006). E
impossivel, portanto, continuar desconsiderando em nossos dias, a importancia que
infecgéo por C. trachomatis no trato genital de homens e mulheres desempenham,
especialmente no periodo gestacional onde suas consequéncias possam
comprometer o bem estar materno-fetal (Frias et al., 2001).

No Brasil, estudos abordando doencas sexualmente transmissiveis tém sido
realizados em grupos selecionados como pacientes atendidos em clinicas de DST,
trabalhadores do sexo, planejamento familiar e triagem em adolescentes (Soares et
al., 2003; Santos et al., 2003; Lima et al. 2007). Tais grupos n&o representam a
populacdo de homens e mulheres do Brasil. Nosso estudo apresenta uma
contribuicdo no conhecimento da epidemiologia de infecgao por C. trachomatis, uma
vez que sdo poucos trabalhos direcionados a clinica privada e principalmente pela
caréncia de estudos sobre estas doengas na populagéo masculina no Brasil.

Os fatores de risco associados a infecgdo por C. trachomatis estéo,
normalmente, relacionados a fatores como: aspectos do comportamento sexual dos
individuos, como numero de parceiros sexuais, o0 ndo uso de preservativos e
histérico de DST, status sécio-econémico, idade e falta de acesso a servico de
prevencdo e tratamento de DST (Navarro et al., 2002; Fioravante et al., 2005;
Joesoef et al., 2006).
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A Organizagdo Mundial de Saude e Programas de NagBes Unidas em
HIV/AIDS enfatiza o uso correto e consistente do preservativo masculino como a
Unica medida disponivel para reduzir a transmissdo sexual de HIV e outras DST.
Acreditam que clinicas de salude devem orientar e chamar a atencdo de seus
pacientes sobre a importancia do uso correto do preservativo masculino. Propdem
que, em algumas demonstracdes préaticas, a enfermeira ou outro profissional da
saude possam oferecer uma breve sessdo para jovens homens e mulheres e discutir
a importancia da utilizagdo do preservativo demonstrando a técnica correta em um
modelo de orgéo genital masculino (Trigg et al., 2008).

Pesquisas realizadas em diversos centros tém demonstrado que a utilizagéo de
preservativo nas relacdes sexuais é um fator protetor contra a infecgdo por C.
trachomatis (LaMontagne et al., 2003; Fioravante et al., 2005; Bakken et al., 2006).
No presente estudo, o uso de preservativo masculino foi declarado por 53,2% da
populacdo masculina (Figura 21) e 14% da feminina (Figura 23). Entretanto o uso
de preservativo ndo apresentou uma correlacdo com a auséncia de infec¢do por C.
trachomatis, uma vez que 54,2% dos homens infectados (Figura 24) e uma (25%)
das quatro mulheres infectadas (Figura 25) declarou sua utilizagdo. Resultado
similar foi encontrado em uma populacéo feminina por Aradjo et al. (2006), que nédo
detectou dados mostrando ser o uso consistente do preservativo um fator protetor
contra a infec¢do. Estes autores levantam a possibilidade de a transmissao ocorrer
durante as acgdes preliminares ao ato sexual, ou seja, anterior ao uso de
preservativo. Entretanto é preciso considerar ainda que a pergunta do questionario
possa ndo estar bem formulada, uma vez que ndo é indagado se o preservativo é
utiizado em todas as relagbes sexuais, podendo haver relacbes desprotegidas,

como observado por Frias et al (2001).

Na populagdo feminina, observamos que 54,3% das mulheres fazem uso de
algum método anticoncepcional (Figura 22). Entre estes, o mais utilizado é a pilula
anticoncepcional, utilizada por 60,0% da populagdo avaliada. Em seguida foi
encontrado o DIU, utilizado por 20,0% das mulheres, seguido pelo preservativo,
declarado por 14,0%, a seguir o anticoncepcional injetavel (4,0%) e, finalmente, uma
mulher (2,0%) relatou a laqueadura como método anticoncepcional (Figura 23).
Desta forma, estes resultados demonstram que a populacdo feminina esta mais

preocupada em evitar uma gravidez indesejavel, ndo se preocupando com a as
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infeccdes sexualmente transmissiveis, uma vez que apenas 14% da populacdo
feminina utilizam o preservativo em suas relagdes sexuais. Confirmando esta
observacéo, verificamos que trés das quatro mulheres apresentando a infec¢céo por
C. trachomatis declararam somente o uso de método contraceptivel, sendo duas
método injetavel e uma hormonal (Figura 25). Entretanto, € necessario observar que
este também deve ser a idéia por tras da utilizacdo do preservativo pela populacdo
masculina.

No presente estudo, verificamos uma ampla variagdo das idades na popula¢éo
de homens e mulheres que buscaram a pesquisa da infec¢do por C. trachomatis nas
unidades do Instituto Hermes Pardini (Figura 26). Entretanto, a maior frequéncia da
infeccdo foi observada na faixa etaria entre 18 e 30 anos que apresentou um total de
18 pessoas (64,3%) (Figura 27). Nossos dados estdo de acordo com resultados de
outros estudos mostrando que adolescentes e jovens adultos sdo os individuos mais
afetados (Church et al., 2003; Joesoef et al., 2006; Baud et al., 2008; Satterwhite et
al., 2008). Uma maior prevaléncia em jovens é, frequentemente, atribuida ao
comportamento sexual, ao nUmero aumentado de parceiros sexuais. Além disso, sua
imaturidade faz com que sejam menos conscientes sobre o uso correto do
preservativo em todas as relagbes sexuais e menos abertos a conversas efetivas
sobre sexualidade (Navarro et al., 2002). Em mulheres mais jovens um maior risco a
instalagdo de C. trachomatis e outras infec¢Bes sexualmente transmissiveis pode
estar associado a certos aspectos do desenvolvimento fisico, como a persisténcia do
epitélio colunar no endocérvix, que suporta o desenvolvimento de C. trachomatis,
mudancas da microbiota vaginal e producdo de muco. E possivel ainda, que
mulheres mais velhas possam adquirir imunidade parcial depois do inicio da
atividade sexual. Entretanto, ndo se pode desconsiderar a presenca de C.
trachomatis nos demais grupos etarios, pois mesmo em menor freqiiéncia, em nosso
estudo a infecgéo foi diagnosticada na populagcéo de 31 a 60 anos (Figura 27), o
que pode se caracterizar como um reservatorio e contribuir para a permanéncia da
infecgé@o na populagéo.

A baixa escolaridade e o estado civil de solteiro s&o fatores de risco importante
relacionado & infecc¢éo por C. trachomatis, bem como para outros microrganismos de
transmissdo sexual (Fioravante et al., 2005; Araujo et al., 2006; Yu et al., 2007,

Machado et al. 2007). Uma observacéo interessante e contraria a estes parametros
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estd associada a escolaridade e ao estado civil da populagdo avaliada. A
escolaridade dos homens e mulheres participantes no estudo esteve representada
por todos os niveis, tendo a maior populacédo (51,5%), relatado ensino superior e a
mais baixa (14,2%), apenas ensino fundamental (Figura 28). A avaliagdo dos niveis
de escolaridade dos 28 individuos infectados por C. trachomatis, mostrou que 96,4%
deles possuem, no minimo, o ensino médio completo (Figura 29), sendo que 57,1%
possuem o ensino superior, completo ou incompleto. Isto demonstra que a infecgéo
por C. trachomatis ndo esti presente apenas na populacdo de baixa escolaridade.
Acreditamos que a maior parte da populagdo em estudo tem informacéo sobre as
medidas de prevencgédo contra as doencas sexualmente transmissiveis. Estes dados
indicam a necessidade de se enfatizar aos jovens a importancia da utilizagdo do
preservativo como um protetor contra as DST, ndo sé como um protetor contra uma
gravidez indesejada.

Na populacdo avaliada, as duas maiores populagbes se declararam solteiros
(39,1%) e casados (43,2%) (Figura 30). Entretanto, como esperado, na popula¢ao
masculina auto-declarada solteira foi encontrado a maior populagédo infectada
(58,3%) (Figura 31). Este € um resultado esperado, pois acredita-se que individuos
solteiros apresentem uma maior possibilidade de aquisicdo da infec¢do devido a
maior atividade sexual com parceiros variados, ficando mais expostos a riscos de
contaminagdo. Entretanto, a presencga significativa da infeccdo entre as pessoas
casadas (Figura 31) chama a ateng&do. Uma proporcdo de 33,3% dos homens, e
75% das mulheres, que se declararam casados estavam infectados (Figura 31).
Estes resultados mostram que € importante dar orientacdes sobre medidas
preventivas também direcionadas a casais com relagdes estaveis. O trabalho de
prevencdo com estes individuos, para que adotem o habito de uso preservativo nas
relagBes extraconjugais, ja poderia ser o primeiro passo para o inicio da mudanca de
comportamento e assegurar a promogao da saude e da atividade sexual com mais
tranquilidade, visto que diminuiram consideravelmente as chances de adquirir DST e
HIV (Aradjo et al., 2005).

As doengas sexualmente transmissiveis sdo agravos de grande importancia
para a saude publica. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, estas doencas
estdo entre as dez principais causas de procura por servicos de salude no mundo.

Com o objetivo de verificar este aspecto na popula¢do avaliada, incluimos, no
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questiondrio, um item sobre participagdo em planos de assisténcia médica privada.
Desta forma, observamos que 91,1% da populacdo de homens e mulheres em
estudo possuem planos de saude (Figura 32). No entanto, esta caracteristica ndo
esti associada a auséncia de infeccdo por C. trachomatis (Figura 34) em especial
populagdo masculina, uma vez que 32,1% dos individuos apresentaram a infeccéo.
Verificamos que 37,7% dos homens e 92,4% das mulheres relataram visitas anuais
a urologistas e ginecologistas, respectivamente (Figura 33). A taxa elevada na
populagdo feminina em estudo reforca a idéia de que mulheres vdo com uma
frequéncia maior ao ginecologista para realizar exames periédicos e/ou em
decorréncia de alteracdes. Como consequéncia, realizaram exames laboratoriais
com maior freqiéncia. Na popula¢cdo masculina, a consulta médica, na maioria das
vezes, é decorrente da presenca de manifestacdes clinicas, que no caso das
infeccdes por clamidia, sdo mais freqlentes que nas mulheres sendo também mais
sugestivas. Observamos que 60,7% dos homens infectados néo realizam consultas
anuais. Entretanto, as quatro mulheres infectadas por C. trachomatis relataram
acompanhamento ginecoldgico anual (Figura 35). E importante ressaltar que o
acompanhamento médico anual de homens e mulheres ndo € o suficiente para o
combate as infeccdes por C. trachomatis se a triagem ndo for realizada
especialmente em adolescentes e jovens adultos, uma vez que a grande maioria das
infeccbes € assintomatica. Assim o diagndstico e tratamento precoce serdo
fundamentais para evitar as graves sequelas de longo prazo no trato genital

masculino e feminino.
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VIl- CONCLUSOES

Os testes de PCR e de imunofluorescéncia direta utilizados neste trabalho para o
diagnéstico da infec¢@o por C. trachomatis mostraram uma coincidéncia de 82,2%,
entretanto, os testes de PCR utilizados mostraram uma melhor sensibilidade e

especificidade que o teste de imunofluorescéncia direta.

O teste de PCR desenhado por nosso grupo demonstrou uma sensibilidade menor
guando comparado com outro teste de PCR disponivel na literatura, entretanto, sua
especificidade foi superior. Desde modo, demonstrou um bom teste para ser

utilizado no diagndstico da infec¢&o por C. trachomatis.

A alta frequéncia de infeccbes por C. trachomatis em homens (32,1%) em
contraposicdo a baixa frequiéncia em mulheres (4,3%) sugere a importancia de um
acompanhamento médico, bem como da triagem para as Doengas Sexualmente
Transmissiveis, no combate destas infec¢cdes, menos comum em homens que em
mulheres. Entretanto, a posse de planos de salude ndo apresentou uma relacdo

positiva com a protecgédo contra a infecgéo.

A grande maioria da populagdo em estudo relatou algum sintoma genital, entretanto
foi identificada a infeccdo sem nenhum sinal clinico em 12,5% da populagéo
masculina e em duas das quatro mulheres positivas, que, no entanto, relatam aborto.
Estes dados confirmam uma caracteristica relevante da infec¢édo por C. trachomatis,
o fato de permanecer assintomatica, e assim, favorecer o seu agravamento no

aparelho genital e disseminagao para os parceiros do sexo.

Secrecao uretral e dor ao urinar, foram os sinais e sintomas mais relatados pela
populacdo masculina com a infeccdo, mostrando que seu relato sugere a
necessidade da pesquisa da infec¢gdo. Por outro lado, embora pequeno o nimero de
mulheres infectadas, o aborto foi um dos quadros relatados por elas, confirmando

dados da literatura que mostram ser esta uma importante sequela da infecgao.
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N&o foi possivel encontrar uma relagédo de infeccdo por C. trachomatis e alteragéo
da microbiota vaginal devido ao pequeno numero de mulheres participantes do

estudo e da populagéao feminina infectada.

Como ja descrito na literatura, a avaliagdo do numero de leucécitos
polimorfonucleares nos espécimes clinicos apos coloracdo pelo método de Gram
ndo pode ser utilizada como um fator de excluséo da infecgéo, uma vez que 78,6%
dos individuos infectados apresentaram uma contagem inferior de cinco leucécitos
polimorfonucleares por campo. Entretanto, pode ser util como um indicador positivo

da infec¢do, quando um nimero aumentado destas células é encontrado.

O perfil da populagéo estudada difere da maioria de estudos disponivel na literatura,
pois a quase totalidade dos individuos possui plano de salude e nivel alto de
escolaridade, 51,5% com nivel superior. Entretanto, esta populacdo, especialmente

a masculina mostrou uma alta taxa (58,3%) da infec¢ao por C. trachomatis.

Como esperado, a infecgdo, foi mais frequiente entre as pessoas mais jovens, no
entanto, a importancia da triagem para a infeccdo por C. trachomatis de maneira
mais efetiva pode ser vista pela deteccdo da infeccdo em grupos de individuos
pouco investigados, como homens acima de 25 anos, homens e mulheres casados e

em individuos com nivel mais alto de escolaridade.

O uso de preservativo na populagdo masculina ndo se mostrou um fator protetor
contra a infeccdo por C. trachomatis. Devido ao numero limitado do uso de
preservativo masculino na populagéo feminina, fica evidenciado que as mulheres se
preocupam mais em uma gravidez indesejavel do que com alguma Doenca

Sexualmente Transmissivel.
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Consentimento para Participagdo dos Pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA
Prezado(a) cliente,

Vocé foi selecionado (a) para participar de uma pesquisa por ser cliente do Instituto
Hermes Pardini.

O objetivo deste estudo é, em primeiro lugar, avaliar um teste para diagndstico da
infeccdo por C. trachomatis, infeccdo que pode trazer varios incobmodos e sequelas para as
pessoas infectadas. Este estudo nos permitird também determinar a freqiéncia deste
microrganismo na populagéo de Belo Horizonte.

Sua participagcdo nesse estudo é completamente voluntaria. Caso concorde em
participar da pesquisa, precisaremos usar amostras de secrecdo, além de consultar os dados de
seu prontudrio. Serd preservado o sigilo dos dados. Caso vocé ndo queira participar do
estudo, sinta-se livre para fazé-lo, em qualquer época, e sem nenhum prejuizo para vocé.

Se vocé necessitar de mais esclarecimentos a respeito desta pesquisa, por favor, entre
em contato com a Profa. Fatima Soares Motta Noronha (Profa. Associada da Universidade
Federal de Minas Gerais) pelo telefone (031) 3499-2756.

Eu, , concordo em
participar do estudo acima.

Paciente- Assinatura

Belo Horizonte, de de 200 _
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Questionario para o sexo feminino
Perguntas para serem respondidas pela paciente:

1-Nome:

2- ldade:

3- Estado Civil: __ Solteiro __Casado __ Divorciado __ Outros

4- Escolaridade/Profissao:

__1°Grau incompleto __ 1° Grau completo __ 2° Grau incompleto
2° Grau completo __ Superior incompleto __ Superior completo __ P6s- graduagéo

5- Bairro que reside: Cidade:

6- Possui plano de satde: __ Sim __ Néo

7- Qual é o motivo da coleta?

Outras questdes
8- Usa algum método anticoncepcional?(oral, injetavel, preservativo, DIU, etc).

__Sim__ Né&o Qual?

9- Tem filhos? __ Sim __ N&o Quantos?

10- Ja sofreu aborto? __ Sim __ N&o. Quantos? __
11- Faz acompanhamento ginecoldgico anual? ~ __ Sim __ Né&o
12- Apresenta dor regido pélvica?  __ Sim __ Néo

13- Sente dor ao urinar? __ Sim _ N&o

14- Tem corrimento vaginal? __ Sim __ Néo

15- Apresenta odor forte? __ Sim Né&o

16- Sente dor durante relagéo sexual __ Sim __ N&o

Observagdes a serem feitas pelo profissional de saude:
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Questionario para o sexo masculino
Perguntas para serem respondidas pelo paciente:

1- Nome:

2- ldade:

3- Estado Civil: __ Solteiro __Casado __ Divorciado __ Outros

4- Escolaridade/Profissao:

_1°Grau incompleto ___ 1° Grau completo ___ 2° Grau incompleto
2° Grau completo ___ Superior incompleto ___ Superior completo __ Pds- graduacéo

5-Bairro que reside: Cidade:

6- Possui plano de satide: __ Sim ___Né&o

7- Qual é o motivo da coleta?

Outras questdes:

8-Faz uso de preservativo nas relagdes sexuais? __ Sim __ Né&o
9-Sente dor ao urinar? __ Sim __ N&o

10-Tem corrimento uretral? __ Sim ___ Néo

11-Sente dor durante a relagdo sexual? __ Sim __ Néo

12-Faz acompanhamento uroldgico anual: __ Sim Nao

Observagdes a serem feitas pelo profissional de saude:
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