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RESUMO

As infecgbes sexualmente transmissiveis s&o relativamente frequentes e constituem
sério problema de saude publica, em quase todo mundo. A Chlamydia trachomatis é
0 microrganismo responsavel por mais da metade dos casos de uretrite nao-
gonocadcica, bem como de inumeros casos de cervicites. Seu comportamento que se
caracteriza na maioria das vezes pela auséncia de sintomas, € motivo de grande
preocupacao, principalmente pelas sequelas que pode causar, como a infertilidade
nas mulheres. Na maioria dos paises em desenvolvimento ndo existem dados de
incidéncia ou prevaléncia por Chlamydia trachomatis de carater nacional. Por isto,
habitualmente, os programas nacionais trabalham com estimativas obtidas de outros
paises e regides do mundo, providas fundamentalmente, pela organizagdo mundial
de saude. Por falta de informagdes mais precisas do Brasil e principalmente do
Estado de Alagoas, este trabalho teve como objetivo detectar a Chlamydia
trachomatis por PCR em tempo real na populacédo feminina de Macei6. Foi utilizada
como metodologia a detec¢do de clamidia por PCR em tempo real em 514 amostras
cervico-vaginais. Os resultados mostraram uma incidéncia de 4,08% de amostras
positivas para Chlamydia trachomatis que mulheres entre 26 e 35 anos apresentam
uma prevaléncia maior de infeccdo por clamidia, apresentando uma prevaléncia no
periodo de estudo de 4,08%. Foi observado também que nao ha relagdo entre os
achados clinicos como ardor vaginal e corrimento com a presenga obrigatoria de
clamidia sendo significativos apenas, os resultados da colposcopia, que, na grande
maioria das vezes em que estavam alteradas a PCR era positiva. O numero de
resultados positivos em amostras coletadas no servigo publico € bem superior a do
servigo particular. Os resultados da prevaléncia nos levam a concluir que ha uma
relagao entre a situacao socio-econémica e a infecgao por Clamidia, uma vez que as
mulheres da cidade de Macei6 atendidas no posto de atendimento médico
Salgadinho n&o possuem condigdes financeiras para serem atendidas em clinicas
particulares.

Palavras-chave: Chlamydia trachomatis. Rreal time PCR. Prevaléncia



ABSTRACT

Sexually transmitted infections are relatively frequent and constitute a serious public
health problem in almost everyone. Chlamydia trachomatis is the organism
responsible for more than half the cases of nongonococcal urethritis, as well as
numerous cases of cervicitis. Their behavior is characterized mostly by the absence
of symptoms, is of great concern, especially for sequels that can cause, such as
infertility in women. In most developing countries there are no data on incidence or
prevalence of Chlamydia trachomatis national character. Therefore, usually, work
with national estimates from other countries and regions worldwide, provided mainly
by the World Health Organization. For lack of more precise information mainly from
Brazil and the State of Alagoas, this study aimed to verify the actual incidence of
Chlamydia trachomatis infection in Maceid, and relate to the clinical, cytological and
colposcopic so that you demonstrated the importance of their screening, encouraging
this approach in favor of women's health. Methodology was used as the detection of
chlamydia by real-time PCR in 514 samples and sensitivity and specificity were
increased, providing meaningful data. The results showed that women between 20
and 35 years have a higher prevalence of chlamydial infection, with a prevalence in
the study period of 4.08%. We also observed that there is no relationship between
clinical and vaginal discharge and burning with the obligatory presence of chlamydia
was only significant, the results of colposcopy, wich in most cases they were
changed was PCR positive. The number of positive results on samples collected in
the public service is far superior to the particular service. The prevalence results
leads us to conclude that there is a relationship between socioeconomic status and
chlamydia infection, since the women of the city of Maceio trated at medical services
salgadinho not have financial conditions to be met in private clinics.

Keywords: Chlamydia trachomatis. Real time PCR. Prevalence
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1 INTRODUCAO

As Clamidias sao bactérias gram-negativas, imoveis e parasitas intracelulares
obrigatérias. Em fungdo do parasitismo obrigatério foram consideradas por muito
tempo como virus (SCHACHTER et al., 1995).

Atualmente, a Chlamydia trachomatis € responsavel pelo maior numero de
casos de infeccbes bacterianas sexualmente transmissiveis. Seu comportamento
que se caracteriza na maioria das vezes pela auséncia de sintomas, € motivo de
grande preocupacgdo, principalmente pelas sequelas que pode causar. Infecta
homens e mulheres, porém € nas mulheres que ocorrem as consequéncias mais
graves entre elas a infertilidade (FIORAVANTE, 2003).

A infeccdo genital por C. trachomatis € a mais comum infecgdo bacteriana
transmitida sexualmente com trés milhdes de novas infecgdes diagnosticadas por
ano so nos Estados unidos e Europa (PIPPA et al., 2010). A organizagdo mundial de
saude estima que esse numero seja de 50 milhdes de novos casos por ano
(OLIVEIRA et al.,, 2008). Em muitos paises em desenvolvimento programas de
rastreamento de Clamidia conseguiram reduzir a transmissao e a morbi-mortalidade

por complicagdes no sistema reprodutivo (ECDC, 2009).

No Brasil, o Programa Nacional de DST e AIDS (PNDST/AIDS) do Ministério
da Saude estima a ocorréncia de 2 milhdes de casos novos a cada ano, verificando-
se uma incidéncia de 3,5% no sexo feminino e de 2,3% no sexo masculino
(MARQUES, 2007).

Esse microrganismo é responsavel por mais da metade dos casos de uretrite
nao-gonococica, bem como de inumeros casos de cervicites. A infecgcao por clamidia
difunde-se exponencialmente, particularmente entre adolescentes e jovens
sexualmente ativos (RAMOS et al., 2003; MARQUES et al., 2007).

O Linfogranuloma venéreo causado pela C. trachomatis caracteriza-se pelo
aparecimento de uma lesao genital de curta duragao (de trés a cinco dias), que se
apresenta como uma ferida ou como uma elevacdo da pele. Essa lesdo é
passageira e ndo é facilmente identificada pelos pacientes. (MARQUES et al., 2007;
BRASIL, 2011).
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Dentre os principais testes existentes para o diagnéstico da infecgéo, destaca-
se a pesquisa de antigenos, por meio de cultura, imunofluorescéncia direta (IFD) e a
enzimaimunoensaio; a pesquisa de acidos nucléicos por métodos de amplificagao
(PCR, LCR); e a pesquisa de anticorpos, pela imunofluorescéncia indireta (IFl),
microimunofluorescéncia indireta e enzimaimunoensaio indireto (CARVALHO et al.,
2010).

A C. trachomatis possui 20 sorotipos conhecidos, os sorotipos L1, L2 e L3 séo
responsaveis pela sindrome do linfogranuloma venéreo; os A, B, Ba e C sdo mais
frequentemente associados ao tracoma, e os de D a K estdo ligados a outras
manifestacbes sexualmente transmitidas, sendo que os sorotipos D, E e F sdo os
mais frequentes (RAMOS et al., 2003; SCHAEFFER; HENRICH, 2008).

Na maioria dos paises em desenvolvimento ndo existem dados de incidéncia
ou prevaléncia por Chlamydia trachomatis de carater nacional. Por isto,
habitualmente, os programas nacionais trabalham com estimativas obtidas de outros
paises e regides do mundo, providas fundamentalmente, pela organizacdo mundial
de saude (BENZAKEN et al., 2008).

No Brasil, a prevaléncia de infecgdes por C. trachomatis é estudada, mas nao
ha uma padronizagao para sua realizagao (BOTELHO, 2008). Nao ha informacdes
sobre os indices de Clamidia por estados ou mesmo por regides, o que dificulta

trabalhos mais direcionados.

O presente trabalho tem como objetivo verificar a prevaléncia atual de
infeccbes de C. trachomatis em Maceié e, relacionar com os achados clinicos,
citolégicos e colposcopicos, para que seja evidenciada a importancia de seu rastreio,

estimulando esta conduta em prol da saude da mulher.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Processos infecciosos causados por C. trachomatis sdo relatados desde a
Antiguidade, principalmente na China Antiga e no Egito (SCHACHTER, 1990).

A C. trachomatis foi inicialmente visualizada em 1907 por Halberstaedter e
Prowasek, onde foram observadas as inclusdes citoplasmaticas e nos anos 1906-
1911 descreveram 0 mesmo padrao citolégicos em infecgbes provenientes da
conjuntiva e em secrecoes do trato genital de maes que geraram criangas infectadas
(DUARTE, 2004 ; VAZ; CECCON; DINIZ, 1999).

A doenca foi introduzida no Brasil, a partir do Século XVII, no Nordeste, onde
se estabeleceram os primeiros focos de trachoma no pais, sendo o mais famoso o
foco do Cariri, no sul do Ceara. Os focos de S&do Paulo e Rio Grande do Sul, que
surgiram com o aumento da imigragdo européia para esses estados, a partir da
segunda metade do Século XIX, também contribuiram para dissiminacdo da doenca
no pais (BOTELHO, 2008).

2.1 Biologia Celular

A clamidia é uma bactéria gram-negativa, com auséncia da camada de
peptidioglicano na sua parede celular. Sdo iméveis em virtude do pequeno tamanho
e parasitismo intracelular obrigatério, as clamidias foram consideradas virus, desde
sua descricao original até os anos 60. Entretanto, diferem dos virus, pois possuem
um DNA e um RNA, presenca de ribossomo que evidencia uma atividade propria da
sintese de proteinas e sensibilidade a certos antibidticos (MIRANDA; GADELHA,;
PASSOS, 2003). Sao patdgenos bacterianos capazes de infectar animais de sangue
quente e frio, e varios tipos de células, desde os protistas do solo até as células da
microglia cerebral (MAHONY; COOMBES; CHERNE, 2003). Pelo fato de
apresentarem vias metabdlicas para sintese de ATP, sdo considerados parasitas
energéticos, pois utilizam ATP produzidos pelas células do hospedeiro (BLACK,
1997).

Todas as clamidias foram classificadas com base em suas propriedades

fenotipicas, na ordem Chlamydiales,familia Chlamydiaceae,dentro de um unico
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género Chlamydia e com quatro espécies: C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae
e C. pecorum (FRANCISCO, 2001; PUDJIAKMOKO et al., 1997).

Portanto, uma nova classificagdo taxonbémica baseada na analise da
sequéncia dos genes que codificam os rRNA 16S e 23S, propés uma divisdo a
ordem em quatro familias: 1- Chlamydiaceae, contendo dois géneros, Chlamydia (C.
trachomatis, C. muridarum e C. suis) e Chlamydophila (incluindo C. Pneumoriae, C.
Perocum, C. Abortus, C. Caviae e C. felis); 2- Simkaniaceae, para incluir Simkania
negevensis; 3 - Parachlamydiceae, para incluir Parachlamydia acanthamoeba e 4 -
Waddliaceae para incluir Waddlia chondrophila (EVERETT; HORNUNG;
ANDERSEN, 1999). Ambas as classificacées estdo atualmente em uso na literatura
(CORSARQO; VALASSINA; VENDITTI, 2003; STAMM et al., 2005).

De acordo com a nova classificacdo as espécies C. trachomatis, C. psittaci, C.
pneumoniae, C. abortus e C. felis sdo patogénicas para humanos, enquanto que as
espécies P. acanthamoeba e S. negevensis sdo consideradas patdégenos humanos
emergentes, associadas as infeccbes respiratéorias (CORSARO; VALASSINA;
VENDITTI, 2003).

A C. pneumoniae é um patégeno comum em todo mundo, sendo considerada
a principal causa de pneumonia comunitaria. O DNA desta bactéria foi detectado em
liquor de pacientes com esclerose multipla e em tecidos cerebral de paciente com a
doenga de Alzheimer (MAHONY; COOMBES; CHERNESKY, 2003; STAMM et al.,
2005).

A espécie C. psittaci infecta muitas espécies entre passaros e primatas,
causando psitacose ou ornitose. Em humanos a infeccdo € secundaria
desenvolvendo pneumonia ou infecgdo sistémica (MAHONY; COOMBES;
CHERNESKY, 2003; VERONESI; FOCCACIA, 2002).

A C. trachomatis causa infec¢gdes oculares, respiratorias, linfogranuloma
venéreo (LGV) e doengas do trato genital (BLACK,1997; WARFORD et al., 1999).

As clamidias apresentam tanto antigenos comuns entre as espécies como
antigenos espécies- especificos. O antigeno majoritario comum a todas as clamidias

€ quimicamente um lipopolissacarideo (LPS) que apresenta um residuo de acido
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cetodeoxioctandico reativo. C. trachomatis e C. psittaci possuem antigenos tipo-
especifico, o que permite definir biotipos e sorotipos para estas espécies. A proteina
de membrana (MOMP, major outer membrane protein), codificada pelo gene OmpA
de Chlamydia trachomatis, apresenta heterogeneidade antigénica, permitindo
sorotipagem do microrganismo pela técnica de microimunofluorescéncia (MAHONY;
COOMBES; CHERNESKY, 2003).

A proteina de membrana rica em cisteina de 60-KDa, é também um antigeno
dominante espécie-especifico. Proteinas da membrana como a proteina OmcB, a
proteina de choque térmico de 60-KDa(HSP60), e a MOMP ja foram caracterizadas
por apresentarem também epitopos género reativos (SEADI; et al., 2002; STAMM, et
al., 2005; MAHONY; COOMBES; CHERNESKY, 2003).

2.2 Ciclo de Desenvolvimento da C. Trachomatis

A clamidia possui um ciclo vital bifasico e replicacdo no interior do vacuolo na
célula hospedeira, formando inclusdes citoplasmaticas caracteristicas (PASSOS;
VARELLA; MIRANDA, 2005; MURRAY et al., 2004; BRUNHAM; REY-LADINO,
2005). Portanto, garantindo com isso um meio ambiente livre da competicdo com
outros microrganismos, preservado do sistema imune e com o rico aporte de
nutrientes pré-elaborados (SILVA FILHO; LONGATTO, 2002).

Na replicagao apresenta um ciclo multimorfico com duas formas diferentes: os
corpos elementares (CE) particula infectante, extracelular, metabolicamente inativa e
os corpos reticulares (CR) nao infectante, intracelular, metabolicamente ativa e
replicativa. Ndo ocorrendo sincronismo de desenvolvimento (SCHACHTER; STAMM,
1999; PASSOS; VARELLA; MIRANDA, 2005).

Na primeira etapa de ciclo reprodutivo, o corpo elementar (CE), adere a célula
do hospedeiro suscetivel, que parece envolver uma interacido especifica entre

receptores de membrana através das microvilosidades (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de desenvolvimento da C. trachomatis.
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Fonte: BRUNHAN; REY-LANDINO, 2005.

O complexo receptor de CE é internalizado num vacuolo por uma membrana,
inibindo a fusdo fagolisossémica. Entdo, o corpo elementar se diferencia em CR,
forma metabolicamente ativa, iniciando a sintese protéica. Essas particulas utilizam
os substratos do hospedeiro para dividir-se por fissdo binaria. Aproximadamente, 18
a 24 horas apos a infecgao, os corpos reticulares (RBs) gerados reorganizam-se em
EBs, num processo de condensagao pouco compreendido. Finalmente, a célula
hospedeira morre e a inclusdao se rompe, liberando numerosos CEs infectando
células vizinhas (BRUNHAM; REY-LADINO, 2005; PASSOS; VARELLA; MIRANDA,
2005; SCHACHTER; STAMM, 1999).

Sob condicbes ambientais adversas, como exaustdo de nutrientes,
concentragdo sub-étima de antibidticos e presencga de interferon gama (IFN-y), as
clamidias podem assumir a forma de corpo persistente (CP), n&o replicativa e que
contribui para sobrevivéncia desta no meio intracelular, servindo de reservatorio para
novas infecgbes (MAHONY; COOMBES; CHERNESKY, 2003; HOGAN, 2004).
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Segundo Silva e Longatto (2002), as infec¢des por C. trachomatis ocorrem
nas células escamosas superficiais € mucosas, sendo as colunares endocervicais ou
metaplasicas escamosas e parabasais do trato genital inferior as mais suscetiveis.
Murray et al. (2004), descreveram que os receptores para o corpo elementar sao
restritos principalmente as células encontradas nas membranas mucosa da uretra,

endocérvix, endométrio, trompas uterinas, ovarios, reto e conjuntivas.
2.3 Genbmica, Composi¢cdo Quimica e Antigénica da C. Trachomatis

O genoma da C. trachomatis é formado por um cromossomo circular, com
1.042.519 pb (58,7% de A-T) e um plasmidio com 7493pb (GenBank AE001273).
Contém RNA ribossomal (rRNA) de 23S, 16S e 5S.

O genoma clamidial codifica aproximadamente 875 proteinas, das quais
setenta sdo exclusivas da espécie C. trachomatis (STEPHENS et al., 1998;

http://www.chlamydia.berkeley.edu:4231/index.html).

Até o momento foram sequenciados alguns genomas dos sorotipos de C.
trachomatis. Inicialmente, o genoma clamidial do sorotipo D, em seguida o sorotipo
L2 e B (STAMM, et al., 2005).

O plasmidio criptico de C. trachomatis sorotipo D apresenta 8 ORFs (padrao
de leitura aberta) intercaladas por quatro sequéncias curtas ndo codificantes de
22pb em tandem. Os genomas das espécies de clamidias apresentam baixa
homologia entre si e seus plasmidios podem ser distinguidos por Southern Blotting e
por mapeamento com enzimas de restricdo. Todos os plasmidios de isolados de C.
trachomatis sdo extremamente conservados, com menos de 1% de variagdo na
sequéncia de nucleotidica (THOMAS et al., 1997).

Foram caracterizados em isolados clinicos, C. trachomatis que néo
apresentaram plasmidio que diferenciam das demais pela morfologia néo usual das

inclusdes e pela auséncia de glicogénio (MIYASHITA et al., 2001).

A grande importadncia do plasmidio no diagnostico da infeccdo por C.
trachomatis baseado no DNA, é fornecer multiplos alvos, pois se apresentam de 7 a

10 copias e também podem ser usados para o desenvolvimento de novos métodos
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baseados na tecnologia de  microarranjos de  DNA  (http://www.

Chlamidiae.com/docs/biology/genome_-plasmid.asp).

2.4 Processo Infeccioso Comumente Associado com Sorotipos de C.
Trachomatis

No Brasil um dos agentes etiolégicos mais comuns em DSTs é a C.
trachomatis e sabidamente é a causadora de inumeros problemas sendo os mais
comuns genitais, como pode ser visto na Tabela 1. A espécie de C. trachomatis
possui 18 diferentes sorotipos baseado na reatividade imunolégica da proteina de
membrana (MOMP). Os sorotipos L1, L2 e L3 estdo associados ao linfogranuloma
venéreo, os sorotipos A, B, Ba e C sdo mais frequentes associados ao tracoma. Os
sorotipos D a K sdo os responsaveis pela uretrite ndo gonocécica e epididimite em
homens e podem induzir a Sindrome de Reiter, proctite e conjutivite tanto em
mulheres quanto em homens. Em mulheres sao responsaveis por infecgcbes como:
cervicite, endometrite, salpingite e peri-hepatite. A C. trachomatis esta associadas a
infecgdes neonatais (PASSOS; VARELLA; MIRANDA, 2005; STOTHARD; TOTH,;
BATTEIGER, 2003; MAHONY; COOMBES; CHERNESKY, 2003; FRANCISCO,
2001).
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Tabela 1 - Doengas humanas causadas por Chlamydia trachomatis.

Sorotipo Sexo Doencas

A, B,Ba, C Ambos Tracoma, conjuntivite, queratite

Feminino Uretrite, cervicite, endometrite, salpingite e Peri-hepatite

Masculino Uretrite, Prostatite, epididimite

D, Da, E, F, G,
H, I, la, J, K
Ambos
Conjuntivite, proctite. Sindrome de Reiter
Neonatos
Oftalmia neonatorum, pneumonia

L1, L2, L2a, L3 Ambos Linfogranuloma venéreo

Fonte: FRANCISCO, 2001; STOTHARD; TOTH; BATTEIGER, 2003

No local da infeccéo, ocorre um processo inflamatério que se caracteriza pela
vermelhiddo e edema, resultando no aparecimento de cervicite com descarga
purulenta em mulheres e uretrites em homens. Entretanto, podem ser encontradas
formas subclinicas em pessoas infectadas, em 70%- 90% das mulheres e 30%-50%
dos homens (BRUNHAM; REY-LADINO, 2005; PEIPERT, 2003). Com relagdo a
infeccao por C. trachomatis, o maior impacto se da no aparelho reprodutor feminino
(BLACK, 1997).

Corrimento, disuria, sangramento e dor apos as relagbes sexuais s&o
sintomas observados em mulheres com infecgao por C. trachomatis (FRANCISCO,
2001; WARFORD et al., 1999; BLACK,1997).
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2.5 Manifestacdes Clinicas das Principais Doencas Causadas pela C.

Trachomatis

Segundo Diagnoéstico da America (2010), a clamidiase pode causar
manifestagdes clinicas bem diferente, onde podemos destacar: Uretrite/sindrome
uretral aguda; cervicite; Infecgbes do trato genital superior; Endometrite; Salpingite;

Linfogranuloma venéreo; cancer cervical.

A uretrite de modo geral é leve com secregdes pouco abundante e menos
purulenta do que as produzidas pela gonorréia e somente uma disuria discreta.
Portanto, as uretrites podem evoluir para prostatite, epididimite, balanites,
conjuntivites (auto-inoculagdo) e a sindrome uretro-conjuntivo-sinovial (MIRANDA,
2003).

Cervicite mucopurulenta estdo relacionadas com a infeccdo por C.
trachomatis, em varias situacdes, evoluem para sequelas importantes tais como

doenca inflamatdria pélvica ou infecgdes na gestagao (ECDC, 2009)
2.6 Diagnostico Laboratorial de C. Trachomatis

Existem inumeros métodos laboratoriais para detecgcao de C. trachomatis. A
Tabela 2 abaixo foi adaptada de Freitas, 2007 e apresenta os exames mais
solicitados na pratica médica para deteccdo de C. trachomatis. Algumas técnicas
possuem grande sensibilidade, porém apresentam grande dificuldade em sua
execucdo, como €& o caso da cultura. Outras técnicas sdo de facil execucao e
possuem baixa sensibilidade, sendo utilizadas apenas como método de triagem
inicial (GONCALVES et al., 2009
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Tabela 2 — Exames solicitados no Brasil para diagnostico laboratorial de Chlamydia

trachomatis.

Exames

Modo de deteccéo

Sensibilidade da técnica e

Laboratoriais observacbes
Coloragédo pela | Detecta as densas inclusdes . o .
. g P . - Baixa sensibilidade depende do nivel de
Técnica de citoplasmaticas granulosas A . .
. - experiéncia do microscopista
Giemsa causadas pela Clamidia -
. . Esta técnica mostra as mesmas . o .
Citologia de . ~ Baixa sensibilidade depende do nivel de
. inclusdes encontradas na A . .
Papanicolau experiéncia do microscopista

coloracao pelo Giemsa

Histopatoldgico

Visualizagao tecidual de alteracdes
celulares caracteristicas

Baixa sensibilidade e especificidade.

Pesquisa de
anticorpos

Deteccdo de anticorpos género-
especifico, contra o antigeno LPS
presente nos corpos elementares
ou reticulares.

As principais técnicas sao a
Imunofluorescéncia indireta e a
Microimunofluorescéncia, porém
apresentam alto custo e sdo muito
laboriosas, apesar de sua boa
sensibilidade.

Cultura

Crescimento da bactéria viva em
cultura com células MacCoy

Sensibilidade de 70-85% e especificidade
de 100%, porém apresenta algumas
restricdes como o tempo de resultado (48-
72 horas) e o fato de detectar apenas
bactérias vivas.

Pesquisa de
Antigenos

Deteccdo da reagdo do antigeno
contido no Lipopolissacarideo
(LPS) e na proteina principal
externa (MOMP) através de
anticorpos monopoliclonais
marcados com enzimas.

Sensibilidade de 85% e especificidade de
98% em relagao a cultura quando realizada
em condi¢des 6timas. Requer um
microscopista bem treinado e ha a
possibilidade de falsos-positivos.

Fonte: Autor, 2012 - Adaptada de FREITAS, 2007.

2.7

Diagndstico Molecular de C.Trachomatis

Atualmente os testes de imunodeteccdo sdo os mais utilizados, porém a

técnica de amplificacdo de DNA é o método eleito por sua maior sensibilidade e

especificidade, além de n&o apresentar dificuldades para execucao laboratorial

quando comparadas a outras

técnicas sensiveis como as

técnicas de

imunofluorescéncia (SEADI et al., 2002; MARQUES et. al., 2007).

As sondas de DNA vém sendo utilizadas por muito tempo em substituicdo aos

imunoensaios em laboratério de grandes rotinas. As técnicas de hibridizagdo sao
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mais faceis de serem executadas quando comparadas a outras técnicas
laboratoriais porém menor sensibilidade em relacao a técnica de PCR especialmente
quando se usa a PCR em tempo real (OLIVEIRA et al., 2008).

Os avancos e otimizagdes nas técnicas de PCR e PCR em tempo real fazem
delas as melhores técnicas para deteccdo de C. trachomatis em amostras clinicas,
podendo chegar a 20% a mais de sensibilidade em relagdo a cultura de células
(XIAO et al., 2005).

O desenvolvimento dos métodos de amplificacdo de acidos nucléicos para
detecgao de C. trachomatis trouxe uma série de facilidades na obtencdo e
encaminhamento de amostras clinicas para diagnéstico. Amostras obtidas de forma
nao invasiva como urina e o suabe vaginal sdo excelentes materiais para deteccao
do DNA de C. trachomatis (AQUINO, 2005).

A deteccado do material genético da Clamidia é feita seguindo a estratégia de
localizar o alvo em maior quantidade, neste caso, o plasmideo. A C. trachomatis
possui de 7 a 10 cépias de DNA plasmidial enquanto seu DNA cromossémico possui

apenas uma unica copia (SEADI et al., 2002).
2.8 Epidemiologia e Distribuicdo da C. Trachomatis

De acordo com estudos feitos pela organizagdo mundial de saude, estima-se
que ocorram anualmente 90 milhdes de casos novos de infecgdes por Clamidia em
todo mundo, no Brasil ndo ha um calculo oficial da prevaléncia da infecgao
(ELEUTERIO et al., 2007).

Os dados publicados na literatura cientifica sobre a prevaléncia dessa
infeccdo sao isolados, sendo populagdes especificas, em servicos determinados,
mas que mostram a importancia dessa infeccido silenciosa em nosso meio. A baixa
idade € um dos fatores de riscos mais importantes entre os relatados estudos
realizados (MIRANDA, 2003).

De acordo com o Ministério da Saude, em 2006 (ultimo dado disponibilizado)
ocorreram aproximadamente dois milhdes de casos. Grande parte desse montante é

representada por adolescentes. (BRASIL, 2006).
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Portanto, no Brasil a prevaléncia € estudada, mas nao ha uma padronizagao
de técnicas laboratoriais, o que dificulta a obtengdo de dados concretos (BOTELHO,
2008). (CORTES et al., 2005) encontraram uma prevaléncia de 14,5% em
adolescentes de Goiania (GO), usando a técnica de PCR; Benzaken et al. (2002),
pesquisaram a presencga C. trachomatis em profissionais do sexo, em método de
imunoflorescéncia, a prevaléncia foi de 7,1% na cidade de Manacapuru (AM);
Simbes-Barbosa (2002) encontraram em Brasilia (DF) uma prevaléncia de 0,06% de
C. trachomatis através da colpocitologia, deste modo esta baixa prevaléncia &

explicada por uma baixa sensibilidade do método.

Segundo Francisco (2001), estudos relatam taxas de prevaléncia na faixa de
5% a 20 % entre mulheres que frequentam clinicas de planejamento familiar, de
20% a 40% entre mulheres e garotas adolescentes, sexualmente ativas, que
frequentam clinicas de DSTs e, em 25% de todas as mulheres de clinicas
ginecologicas. Aproximadamente 8% das mulheres jovens atendidas em
maternidades, sem sintomas de infeccdo urogenital, sdo portadoras de C.

trachomatis.

Em homens assintomaticos, a prevaléncia de C. trachomatis varia de 4% a
10% e, de 15% a 20% em homens atendidos em clinicas de DST (AQUINO, 2005).

O grande desafio do controle da infecgao por Clamidia € que 70% a 80% das
mulheres e mais de 50% dos homens infectados ndo apresentam nenhum sintoma.
Isso resulta em um grande reservatoério de individuos desconhecidos e infectados,
Que Sao Capazes De Transmitir A Infeccdo A Seus Parceiros Sexuais (AQUINO,
2005).

2.9 Tratamento

O tratamento da infecgéo por C. trachomatis depende do local da e da idade
do paciente. O tratamento também é diferente durante a gravidez. Na infec¢do sem
complicagcdo, o Ministério da Saude recomenda a administragdo de 1g azitromicina
por via oral em dose unica, ou 100 mg doxiciclina por via oral, duas vezes por dia
durante sete dias (MILLER, 2006).
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Pacientes com DIP (Doencga inflamatéria pélvica), recomenda-se Ofloxacina
400 mg duas vezes ao dia por via oral por 14 dias, ou levofloxacina 500 mg via oral
uma vez ao dia por 14 dias ou com metronidazol 500 mg por via oral, duas vezes ao
dia por 14 dias (BRASIL, 2006).

Durante o tratamento contra a Clamidia os pacientes devem ser orientados
para o uso de preservativos até terem encerrado o seu tratamento. Deve-se lembrar
que o tratamento do parceiro sexual € essencial para diminuir o risco de reinfecgao
do paciente (BOTELHO, 2008).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar por PCR em tempo real Chlamydia trachomatis em uma amostra da

populacado feminina de Macei6 atendida em servigos de saude privados e publicos.
3.2 Objetivos Especificos

* Determinar a prevaléncia de C. trachomatis

e Determinar o numero de casos positivos de C. trachomatis em pacientes
assintomaticas e sintomaticos

» Correlacionar os resultados de PCR com as seguintes variaveis: idade, uso
de anticonceptivos, histéria de DST, numero de parceiros, alteragdes
colposcopicas e citoldgicas.

» Comparar a positividade entre amostras dos servigos ginecolégicos publico e

privado.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Alagoas, com processo de numero 024292/2009-63, com base no item
VIII. 13, b, da Resolugéo n°. 196/96 (Apéndice A).

4.1 Amostra
4 1.1 Caracteristicas Gerais da Amostra

Foi analisada amostra cervico-vaginal de 514 mulheres voluntarias que
concordaram em se submeter a pesquisa, assinando o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Apéndice B). A amostra é constituida de 2 grupos distintos:

o Grupo de pacientes atendidas em servigo de ginecologia privado com
176 mulheres.
o Grupo de pacientes atendidas em servico de ginecologia publico com

338 mulheres.

4.1.2 Critérios de Inclusdo na Amostra

o Para os grupos foram aceitas as voluntarias de qualquer faixa etaria

com vida sexualmente ativa que procuraram o servigo de ginecologia.

4.1.3 Formagao da Amostra

As pacientes foram convidadas a participar da pesquisa logo apds realizarem
consulta com as médicas responsaveis pelo servico de ginecologia no Centro de
Atendimento a Mulher do PAM Salgadinho (servigo publico) e no Centro de Citologia
e Colposcopia Dra. Analia Lobo (servigo privado) . A metodologia, objetivos e forma
de participacédo foram explicados de forma detalhada e, apés o consentimento das
convidadas, foi preenchido um questionario (Apéndice B) e, em seguida, realizada a
coleta da amostra com escova especifica do Kit para HPV, Neisseria gonorrhoeae e
C. trachomatis (Digene Corporation, Gaithersburg, Md.), obtendo-se material da
endocévix e ectocévix. Os resultados dos exames de citologia oncética e

colposcopico foram fornecidos pelas médicas responsaveis. O material coletado foi
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enviado ao Laboratério DNA forense da UFAL para analise. As amostras eram

mantidas a -20°C em tampéao, conforme especificagdes pelo fabricante.
4.2 Deteccdo do Material de Chlamydia Trachomatis
4.2.1 Extracao de DNA total da amostra

As amostras foram submetidas a extragdo do DNA gendmico utilizando o
seguinte protocolo. Foram transferidos 3000/ da amostra para tubo de 2ml e
centrifugado a 3000g. O sobrenadante foi descartado e adicionados 300ul de
solugéo de extragao (10mM Tris-HCI pH 8,0, 15mM de EDTA pH 8,0, 100mM NaCl e
0,5% SDS) seguido de 3ul de proteinase k a 20 mg/ml (Invitrogen) para realizar
digestao enzimatica. As amostras foram colocadas em banho-maria a 56° C por uma
hora, agitando-se o material a cada vinte minutos. Foram acrescentados 300ul de
solugdo contendo Fenol/Cloroféormio 1:1 mistura sendo homogeneizada por trés
minutos. Centrifugou-se por trés minutos a 14.500 g e 600 uyl da fase aquosa
contendo o DNA foi transferido para outro tubo de 1,5ml. Para a precipitacdo do
DNA usou-se isopropanol em igual propor¢do, homogeneizado e incubado por 20
minutos a -20° C. Nova centrifugacao por 10 minutos a 14.500 rpm, descartando-se
0 sobrenadante por inversdo. Foi adicionado 600ul de etanol 70%, centrifugado por
5 minutos a 14.500 g e descartado o sobrenadante por inversdo. O precipitado foi
solubilizado em 60yl em tampdo TE (10mM de TRIS-HCI pH 8.0 e 0,1 mM de

EDTA). O produto final foi armazenado a -20°C até a etapa posterior.
4.2.2 Reacio de Amplificagao

O DNA extraido amplificado por PCR em reagbes contento 1X tampao de
PCR (10mmol/l Tris-HCL, pH 8,0, 50mmol/l KCL, 2mmol/l MgCI2), 0,2mM de dNTP,
20]M de primers, e 1U Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), em volume total
de 20ul. A termociclagem foi realizada de acordo com Arraiz Rodriguez et al. 2006,
em 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos.
Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 2%. Foram utilizados
para a amplificacéo os seguintes primers: CTP1 -5 -TAGTAACTGCCACTTCATCA -
3 e CTP2 5" -TTCCCCTTGTAATTCGTTGC — 3" que flanqueiam uma regido de
201pb da ORF 4 do plasmidio criptico de C. trachomatis descritos por Griffais e
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Thibon, 1989. Este segmento localiza-se a 2940pb do sitio unico de restrigao
BamHI.

A analise final das amostras foi realizada em PCR em tempo real devido a
sua maior sensibilidade. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada em
termociclador modelo 7500 standard (Applied Biosystems) em modo de emulagéo
com temperatura inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos, com extensao final por 10
minutos a 72°C, seguida da curva de dissociagao pré-programada pelo software do
aparelho (SDS 7500 Applied Biosystems). O DNA foi amplificado em reagao de 25(11
onde se utilizou 12,5011 de PCR Master MIX SYBR Green® (Applied Biosystems),
7,501 de H20 Milli-Q, 301 de DNA, 0,5U da enzima Taq Platinum DNA polimerase
(Invitrogen) e 211l da solugdo de primers a 6 pmol.

4.2.3 Analise do produto de amplificagdo da PCR em tempo real

Utilizando o software SDS 7500 (Applied Biosystems) foram observadas as
curvas de amplificagdo e de dissociacdo, sendo considerado como positivo os

resultados que apresentassem temperatura de Melting de 75°C para os amplicons.
4.2.4 Analise Estatistica

A existéncia de relacdo entre a positividade de PCR para C. trachomatis e as
demais variaveis foi verificada por meio de regressao logistica binaria. A medida de
associagao calculada a partir do modelo logistico € o odds ratio. Para avaliar a
significancia dos coeficientes de regressao foi utilizado o teste de verossimilhanca
que segue a distribuicdo do qui-quadrado com 1 grau de liberdade. A hipétese nula
(Ho), de nao existéncia de relagdo entre as variaveis, foi rejeitada para valores de P
menores que 0,05. Os calculos estatisticos foram realizados através do software
PASW statistics v.18.
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5 RESULTADOS

5.1 Deteccado de C. Trachomatis em Amostras Cérvico Vaginais em Gel de

Agarose 2%.

A metodologia utilizando os primers descritos por Griffais e Thibon (1989), e
os parametros de termociclagem com anelamento a 55°C descrito por Arraiz
Rodriguez et al. 2006 apresentaram resultados satisfatorios uma vez que foi
possivel amplificar o fragmento de 201pb. Utilizou-se uma amostra previamente
conhecida como positiva (cedida pelo laboratério ALVARO analises e pesquisas
clinicas). O DNA total da amostra foi submetido a reagcdo de PCR e visualizado em
gel de agarose a 2%. Abaixo a imagem do gel confirmando que o uso e a ciclagem

sdo ideais para deteccdo de C. trachomatis.

Figura 2 - Fotografia do gel de agarose corado com brometo de etidio. em 1)
Marcador de peso molecular 100pb; 3) controle positivo; 4,5,6,7 e 8)
Amostras positivas; 9) Controle negativo; 2 e 10 pog¢os vazios.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fonte: Autor, 2011.
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5.2 Deteccao de C. Trachomatis em Amostras Cérvico-Vaginais por PCR em Tempo

Real

Os ensaios em PCR em tempo real apresentaram resultados satisfatorios
uma vez que as amostras sabidamente positivas apresentaram uma curva de
amplificagcdo dentro da normalidade (Figura 3) e uma temperatura de Melting

compativel com os amplicons de C. trachomatis, 75°C (Figura 4).

As figuras abaixo mostram telas representativas da curva de amplificacéo
(Fig. 3) e curva de dissociacdo indicando positividade e a ndo contaminagdo da

reacao por outros produtos.

Figura 3 - Gréfico representativo da curva de amplificacdo
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Fonte: Autor, 2011.



Figura 4 - Grafico representativo das curvas de dissociacdo indicando

Darwatwe

positividade. A temperatura de 75°C indica que o amplicon gerado
nareacdo de PCR em Tempo Real de acordo com sua sequéncia é
de C. trachomatis

(1] ] 78 a0 as a0 ar

Temperature (C)

Fonte: Autor, 2011.
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Amostras que nao possuem DNA de C. trachomatis ou que porventura

apresentassem alguma amplificagdo espuria que néo correspondesse ao amplicon

de 201pb apresentaria outra temperatura ou nao emitiria sinal. A figura 5 mostra um

grafico representativo com uma amostra positiva e varias negativas.

Figura 5 - Gréafico representativo das curvas de dissociacao indicando

D ative

012

004

-0.04

positividade em uma das amostras e auséncia de amplicons nas
demais (amostras negativas).

Dissociafion Cune

L)

_Temperature (C)

Fonte: Autor, 2011.
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5.3 Prevaléncia de C. Trachomatis na amostra estudada

Foram obtidas 514 amostras coletadas no periodo de margo a dezembro de
2010, sendo 338 da rede publica (posto de atendimento médico — PAM Salgadinho)
de Macei6 e 176 do centro de Citologia e Colposcopia Dr? Analia Lobo (rede
privada). Observou-se que a faixa etaria variou entre 15 e 61 anos, com uma media
de 32,14 anos, apresentando desvio padrao de = 8,5. Dessas amostras coletadas
foram confirmados 21 casos positivos para C. trachomatis, o que corresponde a
4,08%.

Figura 6 - Proporcdes de C. trachomatis no periodo de Mar¢o a Dezembro
de 2010.

M Positiva

W Negativa

Fonte: Autor, 2011.

5.4 NUumero de Casos Positivos de C. Trachomatis em Pacientes Assintomaticas e

Sintomaticas da Rede Publica e Privada

Foram observados 5 casos positivos assintomaticos (todos em pacientes
atendidas na rede publica) e 16 sintomaticos (3 na rede privada e 13 na publica),

correspondendo respectivamente a 23,81% e 76,19% dos casos positivos.
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Grafico 1 - Niomero de casos positivos de C. trachomatis em pacientes
assintomaticos e sintométicos, na rede publica e privada
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Fonte: Autor, 2011.

5.5 Correlagédo entre os Resultados Positivos de PCR com Idade, Uso de
Anticonceptivos, Historia de DST, Numero de Parceiros, Alteragcdes

Colposcopicas e Alteragdes Citoldgicas

Os resultados da analise de regresséao logistica sdo mostrados na tabela 3.
Observou-se associagéo significativa entre a positividade para PCR e as variaveis
idade e colposcopia anormal. O valor negativo do coeficiente de regressao ([1=-
0,083) para a variavel idade indica que a positividade para a PCR foi maior entre

mulheres de menor faixa etaria.

Dentre os casos positivos 8 (38,1%) apresentaram idade entre 15 — 25 anos,
11 (52,38%) entre 26 — 35, 2 (9,52%) entre 36 — 45.
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Tabela 3 - Correlagcao dos resultados positivos da PCR com as seguintes variaveis:
idade, uso de anticonceptivos, historia de DST, n° de parceiros, alteracfes
colpocopicas e citoldgicas.

95% I.C. (OR)

B X g.l. P OR Li Ls
Idade -0,083 8,233 1 0,004 0,920 0,866 0,978
Anticonceptivo 0,272 0,320 1 0,572 1,312 0,519 3,322
Histéria DST 0,419 0,879 1 0,348 1,520 0,634 3,645
N° Parceiro 0,029 0,057 1 0,812 1,029 0,818 1,296
Alteragdes Colposcopicas 1,351 6,061 1 0,014 3,860 1,122 13,280
Alteracdes Citoldgicas 0,620 1,351 1 0,245 1,859 0,615 5,617

Fonte: Autor, 2011.

Durante a coleta das amostras e entrevista para preenchimento do
questionario foram coletadas mais informacdes a respeito da clinica das pacientes,
porém, nenhum destes dados apresentou correlacdo com a positividade para C.

trachomatis.

56 Comparacdo da Positividade entre Amostras do Servigo Ginecolégico

Publico e Privado

O numero de casos positivos distribuidos entre as redes publicas e privadas
estdo demonstrados no grafico 3. Dentre os 21 casos positivos encontrados, 18 sao
de mulheres atendidas no servigo publico e 3 de mulheres atendidas pela rede
privada. A analise de regressao logistica binaria indicou haver diferenga significativa
(1= 0,05), para a positividade de PCR, entre pacientes atendidas na rede publica e
privada (OR = 3,244, (12 = 4,454, g.l.=1, P = 0,035).
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Grafico 2 - Namero de casos positivos encontrados nos servicos ginecolégicos das
redes publica e privada.
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Fonte: Autor, 2011.
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6 DISCUSSAO

6.1 Deteccdo de C. Trachomatis em Amostras Cérvico-Vaginais em Gel de

Agarose 2%.

Alguns trabalhos utilizam o suabe para coletar amostras cérvico-vaginal,
porém optamos pelo uso de kit de coleta (QIAGEN), uma vez que esse kit utiliza
escova para esfoliacdo de células cervicais. Através deste método a quantidade de
células obtidas durante a coleta € maior que a coleta que usa o suabe,
consequentemente, as chances de deteccdo de C. trachomatis aumentam,

afastando a possibilidade de falso negativo.

Na cidade de Maceié nenhum laboratorio de analises clinicas utiliza a técnica
de PCR para detecgao de C. trachomatis. Todos eles utilizam a imunocromatografia
baseada na reagdo antigeno-anticorpo, que possui uma sensibilidade inferior a

técnica que detecta o DNA do patdgeno.

Na literatura encontramos diversos conjuntos de primers para deteccéo de
C. trachomatis direcionados ao seu DNA cromossdmico, porém € notorio que a
maioria dos trabalhos utilize o DNA plasmidial como alvo principal, uma vez que
podem existir dentro de uma unica bactéria de 7 a 10 copias, aumentando assim a
sensibilidade do método comparado com o uso de alvos cromossdmicos de copia
unica (BECKER, 2005 ; POIARES et al., 2008).

Devido a diferenca de protocolos de amplificagdo de DNA de C. trachomatis
optamos pelo primer de DNA plasmidial mais utilizado (GRIFFAIS; THIBON, 1989) e,
confirmamos através da amplificacdo de uma amostra positiva para C. trachomatis
cedida pelo Laboratério ALVARO. O passo seguinte foi confirmar que esse protocolo

seria reproduzido em nossas amostras, o que pode ser confirmado na Figura 2.

Nos testes iniciais foram observadas bandas de baixa resolucido que
poderiam causar duvidas quanto ao resultado qualitativo, problema este também
observado por Freitas (2007). Para solucionar este problema, os resultados finais
dos testes executados neste trabalho foram realizados em PCR em tempo real por

ser mais sensivel que a PCR convencional. Segundo Freitas, 2007 provavelmente
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as amostras com bandas fracas apresentam baixo numero de coépias de DNA

bacteriano.

Varios estudos relatam que a C. trachomatis pode ascender apds certo
periodo de infeccdo para o trato genital superior, persistindo e permanecendo num
estado metabolicamente ativo por um periodo de tempo, resultando em uma PCR
negativa para amostras que contenham apenas células da cérvice (DIETERLE et al.,
1998; GERARD et al., 1998).

6.2 Deteccdo de C. Trachomatis em Amostras Cérvico-Vaginal por PCR em

Tempo Real

O diagnéstico molecular de C. trachomatis e de outros patégenos vem sendo
realizado com os recursos da PCR em tempo real ha anos por apresentar maior
sensibilidade em relacdo a PCR convencional. Para deteccédo de C. trachomatis

pode-se usar diferentes tipos de amostras.

Segundo Cook et al., 2005 em sua revisdo de literatura, o diagnéstico por
PCR em tempo real apresenta uma significativa vantagem em relacédo a
sensibilidade de identificacdo em amostras endocervicais comparado com amostras

de urina.

Existem alguns cuidados que devem ser tomados quanto ao uso da PCR em
tempo real para realizacdo de exames de detecgdo de C. trachomatis. Segundo
Tiemann et al., 2001 existe o risco de contaminacdo cruzada entre amostras de
diferentes ensaios realizados em menos de 1 hora de intervalo. O equipamento
utilizado possui 96 pocos para reacdo, modelo 7500 standard Real Time PCR
(Applied Biosystems) e o intervalo entre um ensaio com 96 reagdes e outro foi
superior a 24 horas o que diminuiu a possibilidade de falsos positivos em nossos

resultados.

Para confirmacdo de amostras positivas em PCR em tempo real, além da
curva de amplificagédo (Figuras 3, 4 e 5) € necessario a confirmacédo da temperatura
de Melting, pois ela permite a analise precisa dos produtos amplificados. Tiemann et

al.,, 2001 usaram a mesma regido do plasmidio de C. trachomatis, porém um
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conjunto diferente de primers, o que resultou em um fragmento de tamanho e

temperatura diferente do nosso (Timemann — 214pb/ 81.5°C Melting).

6.3 Prevaléncia de Chlamydia Trachomatis na Amostra Estudada

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude a infecgdo por C. trachomatis é

considerada a DST de maior prevaléncia reconhecida mundialmente (WHO, 2005).

Nao se conhece os reais comportamentos epidemiolégicos da infecgao por C.
trachomatis no Brasil. Segundo Benzaken et al., 2008 as cervicites e uretrites por C.
trachomatis ndo s&o doencas de notificacdo compulséria. Por isso se faz
necessarios estudos a nivel estadual em todo o pais para que se conheca a real

situacao da infecgao por C. trachomatis no Brasil.

Ha na literatura estudos de estudos de prevaléncia de C. trachomatis no
Brasil desde a década de 80. Um problema a ser destacado é o fato destes estudos
serem isolados, em populagdes especificas e em determinados servigos de saude
(MIRANDA; GARDELHA; PASSOS, 2003).

Outro problema frequente nos trabalhos de prevaléncia no Brasil é a falta de
padronizagdo no tipo de método escolhido para realizagdo do estudo. Segundo o
Ministério da Saude, de acordo com o departamento de DST, AIDS e Hepatites
virais (BRASIL, [201-?] encontramos na literatura 11 abordagens diferentes para
estudar prevaléncia de C. trachomatis. Dos 32 estudos apresentados pelo MS
apenas 7 utilizaram a técnica de PCR (2,24% dos estudos apresentados ao MS),

sendo 4 com amostras endocervicais e os outros 3 com amostras de urina.

Nossos dados mostram uma prevaléncia de 4,08% para cidade de Maceio, o
que esta de acordo com a variagdo encontrada por Semeniuk, et al. (2002) e
Barbeyrac et al. (2004).

Em Alagoas ha um trabalho de 2003 realizado por Soares et al.(2003)
mostrando que no municipio de Uni&do dos Palmares, cidade situada a 80 km de
Maceid, a prevaléncia de infeccédo por C. trachomatis foi de 6,4% em uma amostra

estudada de 325 mulheres investigadas.
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Esta diferenga entre os estudos pode ser fruto da diferenga sécio-econémica

e demografica da populagédo do estudo, como pode ser observado na Figura 6.

Figura 7 - Posicdo geografica do estado de Alagoas no Brasil e a distancia entre
Macei6 e Unido dos Palmares.
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Até o momento, os 2 trabalhos realizados em mulheres sexualmente ativas no
estado de Alagoas utilizaram como técnica o principio de detecgdo de acidos
nucléicos, um utilizando o método de LCR (SOARES, 2003) e o nosso utilizando o
método de PCR em tempo real. Varios métodos sao utilizados para diagnosticar C.
trachomatis, mas estudos apontam que o método de PCR € mais sensivel e
especifico, principalmente o método de PCR em tempo real (FREITAS, 2007).

De acordo com Benzaken et al.(2008) existe um problema na populagao
estudada nos trabalhos, pois nem sempre foram representativas da populacao de
referéncia. Araujo (2002) em Goiania trabalhou com 296 amostras endocervicais
coletadas em adolescentes apresentando uma prevaléncia de 19,6% de positividade
para C. trachomatis. Ja Santos et al.(2003) em clinicas de DST em Manaus obteve

uma prevaléncia de 20,7% em 121 amostras estudadas.
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No entanto Martin et al.(2004) em um estudo com 630 gestantes encontrou
11% de prevaléncia para C. trachomatis em Fortaleza. Por outro lado a média das
prevaléncias de 24 trabalhos publicados de diferentes subgrupos de mulheres nao
gravidas foi somente de 5,4% (BENZAKEN et al. (2008).

6.4 Numero de Casos Positivos de C. Trachomatis em Pacientes
Assintomaticas e Sintomaticas e a Correlacdo com o Histérico Analisado

de cada Paciente.

Em nosso estudo foi demonstrado que 76,19% dos casos sintomaticos
estavam relacionados com o resultado positivo da PCR. Codes et al. (2002)
encontrou 60, 9% de casos assintomaticos em seu estudo relacionados com
infeccao cervical por Clamidia, o que difere do observado no presente estudo.
Porém, ha uma correlagdo entre alteragdes encontradas na colposcopia € em

mulheres com idade entre 25 e 35 anos, como ja relatado anteriormente.

Outros autores relataram a questdo da idade como um fator de relevancia,
pois a vida sexual esta diretamente ligada a transmiss&o da bactéria e mulheres que
possuiram mais de um parceiro sexual aumentam as chances de contrairem
Clamidia (MIRANDA; GARDELHA; PASSOS, 2003; BENZAKEN et al., 2008). No
entanto, em nosso estudo nao foi encontrada relacao significativa entre o numero de

parceiros sexuais das pacientes e o resultado positivo do PCR.

Dentre as outras variaveis estudadas, histérico de DSTs, uso de
anticonceptivo e exame citolégico anormal, ndo houve relagao significativa com o

resultado positivo do PCR.

Considerando nossos resultados e os de Johnson et al. (2002), Araujo (2002),
Finan, Tamim e Almawi (2002), Codes et al .(2002, 2006), observa-se a necessidade
e a importancia do rastreio, uma vez que sintomas ou sinais em nada ajudam para o

diagndstico da infecgao cervical por clamidia.

Ela esta presente na populagdo e a negligéncia aumenta o problema causado
pela bactéria. A clamidiase € uma DSTs existentes no Brasil e ndo ha campanha
alguma de conscientizagao sobre sua prevaléncia da mesma forma que fazem para
outras DSTs.
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Pesquisas como esta devem ser continuadas e divulgadas para chamar a
atencdo, lembrando que o tratamento pode ser realizado de maneira simples,

evitando transtornos das consequéncias desta infeccdo, muitas vezes insidiosa.
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7 CONCLUSAO

- O trabalho focou principalmente na detecgdo da Chlamydia trachomatis por
PCR em tempo real em uma amostra da cidade de Macei6 com o objetivo de
verificar a prevaléncia desta DST no ano de 2010. Com base na metodologia
utilizada podemos concluir que, apds a devida padronizagcdo, a PCR em tempo real,
demonstrou ser uma excelente forma de rastreio, uma vez que é uma técnica
laboratorial de alta sensibilidade o que oferece resultados confiaveis para

informagdes sobre prevaléncia de Chlamydia trachomatis.

- A Chlamydia trachomatis € uma bactéria sexualmente transmissivel que
pode trazer uma infeccdo sem apresentar sintomas e por isso merece uma atencao
maior do poder publico. Os resultados da prevaléncia nos levam a concluir que ha
uma relacido entre a situagao socio-econdmica e a infecgdo por Clamidia, uma vez
que, as mulheres atendidas na rede publica ndo possuem condi¢des financeiras

para serem atendidas na rede privada.

- Mulheres entre 26 e 35 anos apresentam uma prevaléncia maior de

infecgao por Clamidia.

- Os resultados positivos para Clamidia por PCR em tempo real estao

relacionados com a presenga de colposcopias anormais.
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APENDICE - Questionario aplicado as pacientes voluntarias

Questionario

Data coleta: / /| __Dr.(a)

Registro ou prontuario: Cadigo :

End.

Nome: Idade:

Gestante : Sim () N&o () Paridade:

Método anticonceptivo: Sim () Nao () Fumante : Sim () Nao ()

Histéria de DST: Sim ( ) N&o ( ) Qual?

N° de parceiros: Idade da 1° relagao:

Historia Clinica:

Assintomatica ()

Sintomatica ()

Corrimento persistente ( ) Ardor vaginal ( ) Colo friavel ()

Dor pélvica () Sinusiorragia () Infertilidade ()

Outros:

Exame de Colposcopia: Normal (') Anormal ()

Achados:

Exame de Citologia:
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ANEXO A — Parecer favoravel do Comité de Etica e Pesquisa

21

. 8

e B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS ——
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceiod — AL, 26/05/2010

Senhor (a) Pesquisador (a), Luiz Antdnio Ferreira da Silva
Benisio Ferreira da Silva Filho
Gustavo Reis Branco de Souza
Carlos Daniel Passos Lobo
lede Hercilia Emerenciano Ferreira da Silva
Moezio de Vasconcelos Costa Santos Filho

O Comité de Ftica em Pesquisa (CEP), em 20/05/2010 e com base no parecer
emitido pelo (a) relator (a) do processo n°® 024292/2009-63 sob o titulo, Deteccio de
Chlamydia Trachoamatis por PCR em uma amostra da populacio feminina de Maceid
atendida em servigos de saide privados e pablicos vem por meio deste instrumento
comunicar a aprovagio do processo supra citado, com base no item WVIILL13, b, da
Resolugiio n® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4).

E£ papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao
CEP e a Agéncia Nacional de WVigilimcia Sanitaria AMNVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagoes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua
Justificativa. Em caso de projeto do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA,
o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envid-los a4 mesma junio com o parecer
aprovatorio do.CEP, para serem incluidas no protocolo inicial (Res. 251/97, item 1V. 2.e).

Relatorios parciais ¢ finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposigiao dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em scus dilemas éticos e
exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.

Esta aprovagio nio ¢ valida para subprojetos oriundos do protoco
acima referido.(*) Arcas temiticas especiais

pesquisa
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (T.C.L.E.)

(Em 2 vias, firmado por cada participante-voluntdri(o,a) da pesquisa e pelo responsavel)

“O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe apos
consentimento livre e esclarecido dos sujeitos, individuos ou grupos que por si e/ou por seus
representantes legais manifestem a sua anuéncia a participag¢éo na pesquisa.” (Resolugdo. n2
196/96-1V, do Conselho Nacional de Saude)

TR , tendo sido
convidad(o,a) a participar como voluntéri(o,a) do estudo Deteccdo de Chlamydia trachomatis por PCR
em uma amostra da populacdo feminina de Maceid atendidas em servicos de salde privados e
publicos., recebi d(o,a) Sr(a). Dr. Carlos Daniel Passos Lobo, d(0,a) Instituto de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude (ICBS) - mestrando em ciéncias da salde ou do
colaborador , responsavel por
sua execucdo, as seguintes informacdes que me fizeram entender sem dificuldades e sem duvidas os
seguintes aspectos:

= Que 0 estudo se destina ao: Diagnostico de Chlamydia trachomatis

= Que a importancia deste estudo é a confirmacdo de infeccdo por Chlamydia trachomatis em
amostras duvidosas e de dificil diagndstico

= Que os resultados que se desejam alcancar sdo os seguintes: Deteccdo precisa da C. trachomatis e
caracaterizacdo dos sorotipos encontrados em Maceio.

= Que esse estudo comecard em 01/11/2009 e terminara em 28/02/2011

= Que o estudo sera feito da seguinte maneira: Serdo coletadas 500 amostras para detec¢do por PCR
da C. trachomatis .

= Que eu participarei das seguintes etapas: Coleta com uma escova ginecoldgica.

= Que 0s outros meios conhecidos para se obter os mesmos resultados sdo as seguintes: ndo existe.

= Que o0s incébmodos que poderei sentir com a minha participacéo sdo os seguintes: Os mesmos de um
procedimento para coleta de secrecédo vaginal.

= Que os possiveis riscos a minha saude fisica e mental sdo: Nenhum

= Que, se eu vier a sofrer algum dos danos previstos em virtude de minha participagdo na pesquisa,
eu deverei ser indenizado das seguintes formas: Por ndo existir danos, ndo ha formas de idenizacéo.

= Que deverei contar com a seguinte assisténcia: Procedimento ndo invasivo, onde ndo ocorrerar
nenhum incidente.

= Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que ndo diretamente sdo:
Estar contribuindo para melhor conhecimento da epidemiologia da C. trachomatis além de implantar o
diagnostico molecular para bactérias no estado.

= Que a minha participagdo sera acompanhada do seguinte modo: Sera realizada a colocagdo do
especulo vaginal para visualizacdo do colo do utero, logo depois & coleta da amostra com escova
ginecoldgica no canal endocervical e na ectocervice.

= Que, sempre que desejar, serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo.

= Que, a qualquer momento, eu poderei recusar a continuar participando do estudo e, também, que eu
poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou prejuizo.

= Que as informagbes conseguidas através da minha participacdo ndo permitirdo a identificacdo da
minha pessoa, exceto aos responsaveis pelo estudo, e que a divulgacdo das mencionadas informacdes
s0 serd feita entre os profissionais estudiosos do assunto.
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Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participagdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participagdo implicam, concordo em dele
participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA
SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco d(o,a) participante-voluntari(o,a)
Domicilio: (rua, praca, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Contato de urgéncia: Sr(a)Carlos Daniel Passos Lobo

Domicilio: (rua, praca, conjunto) Aristides de Andrade

Bloco: /N°: /Complemento: 452

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone : 3336-6558

Ponto de referéncia: Colégio Batista Algoano / Museu de histéria natural -UFAL

Endereco d(os,as) responsave(l,is) pela pesquisa:
Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
Endereco: aristides de andrade

Bloco: 452 LABORATORIO DE DNA FORENSE
Bairro: Telefones p/contato: 3336-6558

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacdo no estudo, dirija-se ao:

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS:
Prédio da Reitoria, sala do C.O.C. , Campus A. C. Simdes, Cidade Universitaria

Telefone: 214-1053 (Informagdes obrigatodrias)
Maceio,
(Assinatura ou impressao datiloscépica Nome e Assinatura do(s) responsavel(eis) pelo estudo
d(o,a) voluntari(o,a) ou resposavel legal (Rubricar as demais paginas)
- Rubricar as demais folhas)




