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RESUMO

Introducio: A infec¢ao urogenital por Chlamydia trachomatis ¢ a doenga sexualmente
transmissivel bacteriana mais prevalente no mundo e afeta principalmente mulheres jovens
sexualmente ativas. Infec¢des ndo tratadas podem provocar complicagdes reprodutivas
decorrentes do dano tubareo. Na gestacdo, aumenta o risco de parto prematuro, baixo peso
ao nascer, morte perinatal, conjuntivite e pneumonia neonatal. Existem poucos dados
brasileiros referentes a epidemiologia dessa infec¢do no nosso meio. O objetivo desse
estudo foi determinar a prevaléncia de C. trachomatis em mulheres inférteis e em gestantes.
Método: Foram analisadas transversalmente 77 mulheres inférteis e 60 gestantes
assintomaticas. Foram coletadas amostras urinarias para ensaio de PCR e amostras
sanguineas para pesquisa de anticorpos IgG através da técnica de imunofluorescéncia
indireta. Todas as participantes responderam um questionario referente ao seu historico
clinico e ginecologico.

Resultados: A prevaléncia, tanto no ensaio de PCR quanto na imunofluorescéncia indireta
(IgG) para C. trachomatis foi similar entre os grupos. Encontramos anticorpos IgG
presentes em 61% das mulheres inférteis e em 56,7% das gestantes. Houve somente 1 PCR
positivo no grupo das inférteis (1,3%) e nenhum do grupo das gestantes.

Conclusao: Encontramos alta prevaléncia de anticorpos IgG para C. trachomatis em
mulheres inférteis e em gestantes, mas verificamos baixa prevaléncia de PCR positivo nas
participantes. A presenca de IgG correlacionou-se com comportamento sexual e tabagismo.
Palavras-chave: Chlamydia trachomatis; Prevaléncia; Reacdo em Cadeia da Polimerase;

Infertilidade feminina; Imunofluorescéncia.



ABSTRACT

Background: Chlamydia trachomatis (CT) is the most prevalent sexually transmitted
bacterial infection and affects mainly young, sexually active, women. Untreated infection
may lead to reproductive complications due to tubal damage. Infections during pregnancy
may cause preterm labor, low birth weight, perinatal death and neonatal conjunctivitis and
pneumonia. There is little data on CT infection in Brazil. The aim of this study was to

determine CT prevalence on infertile and pregnant women.

Methods: A cross-sectional study included 77 infertile and 60 asymptomatic pregnant
women. First void urine was tested to CT using PCR and blood samples were collected for
CT IgG antibodies testing using Indirect Immunofluorescence. A questionnaire about
medical, gynecological and sexual history was applied to all participants.

Results: We found statistically similar prevalence of PCR and IgG antibodies between
groups. This study observed a 61% prevalence of CT IgG antibodies in infertile women
and 56,7% in pregnant women. PCR was positive in only one (1,3%) infertile woman and
in none of the pregnant.

Conclusion: A high prevalence of C. trachomatis 1gG antibody in Brazilian pregnant and
infertile women, but a low prevalence of positive PCR on urine samples were
demonstrated. CT antibodies were associated with sexual behavior and smoking.
Key-words: Chlamydia trachomatis; Prevalence, Nucleic Acid Amplification Techniques;

Infertility, female; Fluorescent Antibody Technique.



INTRODUCAO

Chlamydia trachomatis (CT) ¢ a doenga sexualmente transmissivel bacteriana mais
prevalente no mundo. Ela acomete principalmente mulheres jovens e adolescentes
sexualmente ativas. A maioria das infecgdes por CT sdo assintomaticas ou tém sintomas
inespecificos. Por isso, na auséncia de estratégias de rastreamento da populacdo, o
diagnostico geralmente € tardio e ocorre quando as sequelas ja se instalaram. Em mulheres,
infeccoes nao tratadas podem ocasionar doenga inflamatdria pélvica (DIP), dor pélvica
cronica, infertilidade tuboperitoneal e gravidez ectopica. Em gestantes, aumenta o risco de
parto prematuro, baixo peso ao nascer ¢ morte perinatal. Além disso, a transmissao vertical
geralmente provoca conjuntivite e/ou pneumonia de inclusdao neonatal.

Entre os métodos disponiveis para o diagndstico, os testes de amplificagao de acidos
nucléicos (NAATSs) sdo preferiveis, por terem alta sensibilidade e especificidade e por
permitirem a andlise em amostras nao invasivas, como urina € secre¢ao vaginal. Apds a
infeccao, os anticorpos IgG podem persistir por anos, mesmo apds terapéutica adequada.
Por isso, sao marcadores de infec¢do passada por CT.

No Brasil, como nao se recomenda rastreamento rotineiro e, por nao se tratar de
infeccdo de notificagdo compulsoéria, existem poucos dados referentes a epidemiologia
dessa infecgao.

O objetivo desse estudo ¢ determinar a prevaléncia de infeccao por CT em mulheres

inférteis e gestantes assintomaticas em um hospital no sul do Brasil.



REVISAO DA LITERATURA

1. Estratégias para localizar e selecionar as informacoes

A busca de referéncias bibliograficas envolveu as seguintes palavras-chave ou
MeSH terms: 1) Chlamydia trachomatis;, 2) Chlamydia infections; 3) Prevalence; 4)
Nucleic Acid Amplification Techniques; 5) Fluorescent Antibody Technique; 6) Diagnostic
Techniques and Procedures; 7) Infertility, female, 8) Pregnancy;, 9) Fallopian Tube
Diseases e 10) Urine nas bases de dados PubMed, Scielo e portal CAPES. Os resultados
encontrados estdo na tabela 1. O cruzamento das palavras-chave na base de dados Pubmed

esta 1lustrado na tabela 2.

Além disso, foram utilizados os seguintes DeCS (Descritores em Ciéncias da
Satde) para busca de literatura nacional nas mesmas bases de dados: 1) Chlamydia
trachomatis; 2) Prevaléncia; 3) Reagao em Cadeia da Polimerase; 4) Imunofluorescéncia;
5) Diagnostico; 6) Infertilidade feminina e 7) Gravidez. A tabela 2 demonstra os resultados
encontrados.

Os artigos foram selecionados através do titulo e, posteriormente, pela leitura dos
resumos. Foram utilizados artigos com texto completo disponivel, nos idiomas inglés,
espanhol e portugués, publicados nos ultimos 20 anos.

Adicionalmente, foram selecionadas referéncias relevantes citadas nos artigos

selecionados.
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Tabela 1 - Resultado de busca de referéncias bibliograficas nas bases de dados PubMed,

Scielo e CAPES através de MeSH

Palavras-chave (MeSH) Pubmed Scielo CAPES
Chlamydia trachomatis 13.918 172 28.776
Chlamydia infections 23.661 109 21.154
Prevalence 2.067.674 23.641 459.846
Nucleic Acid Amplification Techniques 7.606 8 6.863
Fluorescent Antibody Technique 111.802 22 9.339
Diagnostic Techniques and Procedures 2.664 100 11.680
Infertility, female 25.118 88 21.107
Pregnancy 829.098 7.458 314.381
Fallopian Tube Diseases 2.927 2 1.448
Urine 319.570 2199 176.691
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Tabela 2 - Resultado do cruzamento de busca de referéncias bibliograficas na base de dados

PubMed

Palavras-chave PubMed
("Chlamydia trachomatis" OR "Chlamydia Infections") AND 1926
"Prevalence"

("Chlamydia trachomatis" OR "Chlamydia Infections") AND 189
"Prevalence" AND ("Infertility" OR "Pregnancy™)

("Chlamydia trachomatis" OR "Chlamydia Infections") AND 592
"Prevalence" AND "Diagnostic Techniques and Procedures"

("Chlamydia trachomatis" OR "Chlamydia Infections") AND 77
"Prevalence" AND "Diagnostic Techniques and Procedures" AND

("Infertility" OR "Pregnancy")

"Urine" AND "Chlamydia trachomatis” 225
"Fluorescent Antibody Technique” AND "Chlamydia trachomatis" 430
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Tabela 3 - Resultado de busca de referéncias bibliograficas nas bases de dados PubMed,

Scielo e CAPES através de DeCS

Palavras-chave (DeCS) Pubmed Scielo CAPES
Chlamydia trachomatis 13.918 172 28.776
Prevaléncia 175 20.468 25.357
Reacdo em Cadeia da Polimerase 4 814 1.853
Imunofluorescéncia 0 880 1.178
Diagnostico 2.250 39.501 58.426
Infertilidade feminina 0 20 65
Gravidez 15 2.083 3.194
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2. Marco conceitual esquematico

Resolugdo ‘ Dor pélvica
cronica
Reinfecgdo
Gravidez
ectépica
Infecgdo por
Clamidia

Infertilidade

Endocérvice Trato genital superior

Figura 1 — Historia natural e sequelas da infec¢do por clamidia em mulheres

A infec¢do por clamidia inicia-se na endocérvice uterina e pode apresentar
resolucdo espontanea. Entretanto, em certas mulheres, por causas multifatoriais, a clamidia
pode ascender no trato genital e provocar quadro de infec¢do do trato genital superior,
denominada doenca inflamatoria pélvica (DIP). Apos a resolucao, a DIP pode evoluir com
dor pélvica cronica e/ou dano tubareo. Por sua vez, o dano tubdreo aumenta o risco de

infertilidade e gravidez ectopica.

3. A biologia da Chlamydia trachomatis

Chlamydiae sao bactérias patogé€nicas obrigatorias intracelulares de células

eucariontes. Possuem morfologia cocdide, tamanho aproximado de 0,4 um, parede celular
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semelhante a das bactérias gram-negativas, sao imoveis e parasitas. Por terem vida
intracelular obrigatéria, foram originalmente consideradas virus. Entretanto, diferentemente
dos virus, possuem RNA e DNA (Black, 1997).

O género Chlamydia possui quatro espécies: Chlamydia trachomatis e a Chlamydia
pneumoniae que sao patdgenos exclusivamente humanos; a Chlamydia psittaci que, além
de infectar vias aéreas de humanos, ¢ agente de contaminag¢do das aves e de alguns
mamiferos inferiores; e a Chlamydia pecorum, responsavel por infecgdo no gado, em
ovinos e em suinos (Black, 1997).

A espécie Chlamydia trachomatis (CT) esta dividida em aproximadamente 20
sorotipos agrupados em 3 biotipos com base em diferengas bioldgicas, os quais sdo
responsaveis por doengas especificas: L1, L2, L.2', L.2a, L2b, L3, o linfogranuloma venéreo;
A, B, Bae C o tracoma; D, Da, E, F, G, H, I, Ia, J, Ja, K, uretrites, cervicites e salpingites,
além de conjuntivite de inclusdo e pneumonia em recém-nascidos (Somboonna et al.,
2008).

Essa bactéria possui restrigdes metabodlicas: € incapaz de sintetizar ATP e necessita
de fonte externa de energia. A parede celular ¢ rica em lipopolissacarideos e pobre em
peptideoglicanos, o que lhe confere caracteristica de bactéria gram-negativa.

A CT ¢ uma bactéria imdvel, com ciclo de desenvolvimento bifasico e replicagao
dentro de vacuolos na célula hospedeira, formando inclusdes citoplasmaticas
caracteristicas. Durante este ciclo encontram-se duas formas bem distintas: os corpos
elementares (CE) e os corpos reticulares (CR). Os corpos elementares sdo a forma
infecciosa, adaptada a vida extracelular e iniciam o processo de infec¢ao da célula epitelial
através de receptores superficiais. Apos a adesdao, os CE entram na célula por endocitose e

permanecem em vacuolos intracelulares denominados corpos de inclusdo.
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Aproximadamente oito horas apds a entrada na célula, os CE mudam para uma forma
metabolicamente ativa originando os CR, os quais estdo adaptados a multiplicacao
intracelular e replicam-se por divisao binaria, completando-se o ciclo dentro do endossoma.
O CR ¢é maior em tamanho e mais rico em RNA; é a forma metabolicamente ativa e ndo-
infecciosa da clamidia. Em 24 a 72 horas o CR retorna a forma CE, formando vactolos
contendo de 100 a 1.000 CE. Quando estes vacuolos substituem quase todo o citoplasma da
célula hospedeira, ocorre lise e langamento de CE para o meio extracelular, podendo dar
inicio a um novo ciclo de infecg¢do (Arraiz et al., 2008; Poiares et al., 2008).

A viruléncia da CT esta relacionada a sua antigenicidade e as peculiaridades da sua
membrana celular, que permitem a sobrevivéncia no meio extracelular, a adesdo e entrada
em células eucariontes e a capacidade de replicacdo no meio intraceular. Além disso, a
presenca do plasmideo esta relacionado a codificacao de genes necessarios para processo de
replicagdo celular.

O genoma da CT ¢ formado por um cromossoma circular com 1.042.519bp (58,7%
de A-T) e um plasmideo com 7493bp (numero de acesso no Gen Bank AE001273). O
genoma clamidial codifica para 875 proteinas, das quais setenta sao exclusivas para a CT
(Thomas et al., 1997). Em 2006 foi descrita na Suécia uma nova variante da C. trachomatis
(nvCT), caracterizada por uma delecdo de 377 pb no plasmideo criptico, incluidos na
sequéncia alvo para os principais testes comerciais diagnosticos utilizados na época (Ripa

et al., 2006).
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4. A imunopatologia da Chlamydia trachomatis

A Chlamydia trachomatis possui antigenicidade complexa. Apesar disso, sdo
poucos os antigenos importantes para o diagndstico e patogénese da infec¢ao: os antigenos
lipopolissacarideos (LPS) e o antigenos da major outer membrane protein (MOMP). O
antigeno LPS, mais encontrado no CR, ¢ constituido principalmente por &cido
cetodeoxietanoico. Os antigenos da MOMP, codificados pelo gene ompl, sdo espécie e
subespécie-especificos; por isso sao utilizados para a sorotipagem (caracterizagdo realizada
através de painel de anticorpos monoclonais).

A CT ¢ capaz de aderir a membrana celular dos espermatozoéides até atingir o
epitélio endocervical, onde inicia-se a infeccdo no trato genital feminino. Ali, os CE
interagem com receptores tipo Toll (TLR), desencadeando a sintese de interleucina 8,
citocina pré-inflamatéria responsavel pela depuracdo do processo infeccioso (da Costa et
al., 2004). Foi descrita correlagdo entre polimorfismos dos TLR-1 e TLR-4 e maior
suscetibilidade a infec¢ao por CT (Taylor et al, 2012).

Com a entrada dos CE as células epiteliais, ¢ desencadeada producao de citocinas
(interleucina- 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que promovem expressao de
moléculas de adesdo. Com isso, sao atraidos macréfagos e polimorfonucleares, que
produzem metaloproteases e espécies reativas de oxigénio, responsaveis por lesdo e
remodelamento tissular (Lopez-Castro et al., 2012).

A seguir da resposta imune inata, inicia-se a resposta imune adaptativa,
protagonizada pelos linfocitos T, principalmente o LT auxiliador CD4+ subpopulagdao Thl
(LT-THTI), que secretam interferon gama (IFN-y) e, assim, estimulam a agdo de fagdcitos e

a produgdo de IL-1 e IL-2, atraindo linfécitos citotdoxicos e Natural Killers (NK). A
17



ativagdo seletiva das células Thl leva a imunidade mediada por células, ao passo que a
producdo seletiva de células Th2 proporciona a imunidade humoral. No trato genital
superior, predomina a resposta Thl, com perfil de citocinas pro-inflamatorio. J& no trato
genital inferior, parece predominar resposta Th2, menos eficaz que a resposta Thl na
depuracao da infeccdo (Agrawal et al., 2009). Anticorpos IgA secretores, produzidos
localmente, também desempenham um papel importante na neutralizacdo da infecgdo
primaria. Seu papel € neutralizar os corpos elementares presentes no meio extracelular,
impedindo sua adesdo a mucosa. A meia vida da IgA ¢ de 5 a 7 dias; portanto, sua presenca
correlaciona-se a infecgdo ativa aguda ou cronica persistente (Fresse et al., 2010).

Com relagdo a resposta humoral, foi constatado que mulheres com infertilidade e
dano tubareo possuem maiores titulos de imunoglobulina G (IgG) em relagdo as que nao
possuem dano tubareo. Entretanto, nao ¢ claro se a imunidade humoral ¢ protetora ou,
paradoxalmente, relacionada a maior suscetibilidade a infec¢ao persistente (Lopez-Castro et
al., 2012).

Na infeccdo aguda, a maioria dos anticorpos produzidos sdo direcionados as
MOMPs e sdo considerados protetores. Entretanto, durante a infec¢do persistente, a CT
gera maior expressao de proteinas de choque térmico 60 (HSP 60). As HSPs sao um grupo
de proteinas produzidas por células eucariontes e procariontes em resposta ao estresse,
como inflamagdo, aumento de temperatura ou estresse oxidativo. As HSPs bacterianas
possuem homologia de até 50% com as produzidas por células epiteliais e macrofagos
humanos e sdo altamente antigénicas (Hjelholt et al., 2011). Com isso, pode ocorrer reacao
de hipersensibilidade tardia e at¢é mesmo reagdo auto-imune local. Ocorre também maior
producao de IL-2 e IFN- o, associada ao dano tissular persistente, com posterior

cicatrizagdo e obstrucdo tubarea (Wunder et al., 2005).
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Foram descritas taxas de depuracdo da infeccdo de 44,7% em pacientes
assintomaticas e sem tratamento, em um periodo de um ano (Lopez-Castro et al., 2012) e de
30-50% em 2 a 3 anos (Land et al., 2010) Em certos casos, mesmo ndo diagnosticada, a
infeccdo primdria ndo acarreta sequelas graves. Estudos experimentais em primatas
demonstraram que a priminfec¢ao por CT no trato genital superior feminino ¢ geralmente
autolimitada e nao produz dano tubareo (Patton et al., 1987). Entretanto, a exposi¢ao
prolongada, a infec¢ao cronica persistente e reinfeccdes frequentes sdo importantes fatores
de risco para o dano tissular (Land et al., 2010).

A imunidade natural a infeccdo por CT ¢ lenta e insuficiente, devido aos seus
mecanismos de evasdo imune. Dentre eles, hd a variacdo antigénica das MOMPs ¢ a
capacidade de permanecer no trato genital em forma latente, com minima expressao
antigénica. Além disso, a protecdo antigénica se deve ao fato de a replicacdo ocorrer no

meio intracelular (Brunham et al, 2013) .

5. Manifestaciao Clinica da infec¢cao por Chlamydia trachomatis

5.1 Infecgdo urogenital

Aproximadamente 70 a 90% das infec¢des urogenitais por Chlamydia trachomatis
em mulheres e 30 a 50% em homens sao assintomaticas (Brunham et al., 2013).

Em homens, as principais manifestacdes sdo a uretrite, epididimite e prostatite e os
sintomas mais prevalentes sdo distiria e descarga uretral hialina. Em mulheres, pode

manifestar-se com cervicite, uretrite, endometrite, doenca inflamatoria pélvica (DIP) e
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abscessos de glandula de Bartholin. Os principais sintomas referidos sao leucorréia, disuria,
sinusorragia, metrorragia ¢ dor pélvica (Chen et al, 2005). Mesmo em mulheres
assintomaticas, pode-se constatar ao exame ginecologico presenca de muco endocervical
purulento, além de ectopia cervical hipertrofica e fridvel. Na presenga de uretrite por CT, ¢
comum a presenca de disuria com piudria (presenca de leucdeitos na urina) e auséncia de
bacteridria ou crescimento bacteriano a urocultura.

Deve-se suspeitar de DIP na presenca de dor abdominal ou pélvica, sinais de
cervicite, dor a mobilizacdo cervical e/ou a palpagdo uterina ou anexial. Em 10 a 15% dos
casos de DIP pode ocorrer perihepatite, quadro caracterizado por dor em quadrante superior
direito do abdome ou dor pleuritica, sem alteracdo de transaminases. Esses casos,
conhecidos por Sindrome de Fitzhugh-Curtis, podem resultar em aderéncias finas entre a
capsula hepatica e o peritoneo adjacente.

Infertilidade, dor pélvica cronica e gestacdo ectopica também sdao importantes
consequéncias da infeccdo por CT (Paavonen and Lehtinen, 1996). Além disso, alguns
estudos t€m apontado que a CT atua como cofator na patogénese do cancer de colo de
utero, juntamente com o papiloma virus (HPV) (Jensen et al., 2014). A infec¢do por CT,
mais raramente, pode desencadear quadro de artrite reativa que, quando acompanhada de
uveite e uretrite, denomina-se sindrome de Reiter. Esse quadro pode ocorrer em 1% dos
homens com uretrite por CT e ¢ ainda mais raro em mulheres.

O periodo de incubagdo até o aparecimento dos sintomas varia de 7 a 21 dias. Nao
se sabe ao certo por quanto tempo pacientes assintomaticos podem carrear e transmitir a
infeccdo. Em uma revisao sistematica que incluiu dez estudos sobre infecgdes por CT nao

complicadas e sem tratamento, verificou-se que a infec¢ao persistiu a curto prazo (semanas
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a meses apos o diagnostico) em 56 a 89% dos casos e por um ano ou mais em 46 a 57% dos
casos (Geisler, 2010).

Alguns habitos foram relacionados a maior risco de DIP e gravidez ectdpica, como
a realizacdo de duchas vaginais, manter relacdes sexuais durante periodo menstrual e
tabagismo. A presenga de vaginose bacteriana também facilitaria a ascengdo da CT no trato
genital através da a¢do de enzimas como a mucinase a sialidase. Além disso, poliformismos
do genes do complexo maior de histocompatibilidade e da interleucina 10 estariam
relacionados a maior suscetibilidade a infeccdo por CT (Currie et al., 2007).

Devido ao curso assintomatico ou oligossintomatico ¢ a falta de programas de
rastreamento populacional, o diagnostico da infeccao por CT geralmente ¢ tardio. Muitas
vezes, o diagnostico ¢ realizado durante investigagao de infertilidade (Al-Ramabhi et al,
2008). O dano tubareo corresponde a 25 a 35% das causas de infertilidade feminina
(Lopez-Castro et al., 2012). Price et al. (2012) basearam-se em dados publicados sobre
sorologia para CT para criar um modelo estatistico que estimou que 45% (IC 95%= 28-
62%) dos casos de infertilidade por causa tubérea sao causados por CT.

Pelo menos 50% dos casos de DIP em paises desenvolvidos sdo associados a CT
(Dietrich et al., 2010). Entretanto, somente 50% das mulheres com infertilidade ou gravidez
ectopica decorrente de infecgdo por CT referem episodio prévio de DIP (Brunham et al.,
2013).

Estima-se que apds 1 episodio de doenca inflamatoria pélvica, a taxa de infertilidade
decorrente seja de 11%, aumentando para 23% e 54% apdés 2 ou 3 episodios,
respectivamente (Westrom et al, 1992).

De acordo com a literatura, mulheres com infec¢ao por CT nao tratada tém um risco

de 20% de desenvolver DIP. Destas, 10% necessitardo de hospitalizacdo e 10%
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apresentarao uma gravidez ectopica subsequente (Nyari et al., 2003). Um ensaio clinico
randomizado realizado por Oakeshott et al. (2010) verificou que o risco relativo de
desenvolver DIP ap6s 1 ano de infecgdo assintomatica por CT, sem tratamento, foi de 6.6
(95% CI 2.8, 15.5) e a incidéncia de DIP no grupo ndo tratado foi de 9% (IC 95%= 4-19%)).
O risco de desenvolver dor pélvica cronica apds um episddio de DIP ¢ de 18% (Fernandes
et al., 2014). Em estudo multicéntrico realizado por Ness et al. (2002), aproximadamente
um ter¢o de 831 mulheres tratadas para DIP referiram dor pélvica cronica apos 2 anos de
seguimento. Entretanto, de acordo com van Valkengoed et al (2004), estes dados seriam
superestimados pelo fato de que, nos estudos classicos, o diagndstico da infeccao por CT
era realizado através de cultura ou outros métodos menos sensiveis que a amplificacdo de
acidos nucléicos, diagnosticando somente casos de infec¢des mais graves, com maior risco
de complicagdes clinicas. Os autores sugerem, no mesmo artigo, que o risco de progressao
para DIP, gravidez ectopica e infertilidade tubarea apds um episodio de infecgdo por CT
seria de 0,43%, 0,07% e 0,02%, respectivamente.

O abscesso tubo ovariano ¢ uma complicacdo de aproximadamente 0,8% dos casos

de DIP (Ness et al., 2002) e pode requerer tratamento cirargico.

5.2 Outros tipos de infec¢ao por CT

Outros tipos de infec¢do por CT, incluindo o linfogranuloma venéreo e o tracoma
podem acometer homens e mulheres € sdo mais comuns em paises em desevolvimento.

O linfogranuloma venéreo ¢ uma doenga causada pelos sorotipos L1 a L3 da CT,
que sao mais invasivos e infectam a camada epitelial e tecidos moles subjacentes. O quadro

inicial ¢ ulcera genital indolor ou sintomas de proctocolite. O estagio secundario ¢
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caracterizado por febre, calafrios, anorexia, mialgia e artralgias. A linfadenomegalia
inguinal ¢ frequente, principalmente em homens. Cerca de 30% das mulheres acometidas
apresentam dor pélvica ou adenopatia inguinal. A auséncia de tratamento pode acarretar
ulceras e hipertrofia genital, artrite e formacao de fistulas envolvendo reto, bexiga, vagina
ou vulva (Black, 1997).

O tracoma ¢ uma ceratoconjuntivite cronica causada pelo contato direto com os
sorotipos A a C da Chlamydia trachomatis e ¢ a principal causa de cegueira de origem
infecciosa no mundo. A primeira fase da infeccdo, denominada tracoma ativo, costuma
acometer criangas e ¢ oligossintomatica. J& a segunda fase, denominada doenca cicatricial,

¢ mais comum em adultos e pode cursar com triquiase, opacificacao cornea e cegueira.

5.3 Infecgdo por CT e gestacdo

Alguns estudos correlacionam a infec¢do por CT a maior risco de abortamento de
primeiro trimestre. Vigil et al. (2002) realizaram estudo in vitro utilizando microscopia
eletronica e detectaram a presenga de CT na membrana de espermatozoides e na superficie
e no interior do oocito. O estudo propde dois modelos na patogénese da CT e abortamentos
de primeiro trimestre: resposta imune a producao de proteinas de choque térmico expressas
pelo zigoto em resposta a infeccdo por CT ou ainda infeccdo direta do zigoto pela CT
transmitida pelo espermatozoide ou pelo epitélio do trato genital feminino.

Em gestantes, a taxa de infeccdo por CT varia de 2 a 35%. Alguns estudos
correlacionaram a infeccdo por CT em gestantes a maior risco de trabalho de parto
prematuro (TPP), ruptura prematura de membranas, baixo peso ao nascer € morte perinatal.

Andrews et al. (2000), em um estudo caso-controle, verificaram que a prevaléncia de
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infeccao por CT na 24* semana de gestagao era maior em mulheres que tiveram trabalho de
parto prematuro abaixo de 35 e 37 semanas e, mesmo apoOs analise multivariada para
possiveis fatores de risco para TPP, encontraram um risco relativo de 2 a 3 vezes. Uma
metanalise realizada por Silva et al. (2011) correlacionou a infec¢ao por CT em gestantes a
maior risco de parto prematuro, baixo peso ao nascer ¢ morte perinatal. Os autores nao
encontraram associagdo entre a infeccdo com ruptura prematura de membranas,
abortamento e endometrite puerperal.

Visto que a CT raramente ¢ isolada no liquido e nas membranas amnidticas,
especula-se que a acao direta da CT sobre o colo uterino resulte em seu apagamento e, com
isso, predisponha a infec¢do ascendente por outras bactérias, o que levaria ao trabalho de
parto prematuro (Andrews et al., 2000).

A Chlamydia trachomatis pode ser transmitida através do contato sexual ou
verticalmente, no momento do parto, através do contato do feto com a microbiota vaginal
materna. H4 evidéncias que a taxa de transmissao vertical varia entre 50 e 70% (Currie et
al., 2007). O risco de transmissao ¢ maior no parto vaginal em relacdo a via alta, mesmo
apo6s ruptura prematura das membranas (Bell et al., 1994).

As manifestagdes no recém-nascido podem demorar até 3 meses para surgir € nem
todos os casos de transmissdao vertical apresentardo sintoma clinico. Em neonatos, as
principais consequéncias da infec¢ao por CT sdo a conjuntivite de inclusdo e a pneumonia
neonatal. Infec¢des faringeais, vaginais e entéricas também ja foram relatadas em neonatos.

A CT ¢ responsavel por 25 a 45% dos casos de pneumonia em criangas com menos
de 6 meses de vida (Bekler et al., 2012) e ¢ a principal causa de conjuntivite neonatal
(Kakar et al., 2010). Estima-se que 10 a 20 % dos neonatos de gestantes infectadas por CT

desenvolverao pneumonia e 20 a 50% desenvolverdo conjuntivite (Bekler et al., 2012). Foi
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descrita uma taxa de 17,1% de interna¢do em unidade de terapia intensiva neonatal em
recém-nascidos de gestantes infectadas por CT (Nyari et al., 2003).

A conjuntivite neonatal por CT costuma surgir 5 a 14 dias apds o parto e cursa com
niveis variaveis de edema e secre¢ao ocular. Se prontamente diagnosticada e tratada,
usualmente ndao provoca complicacdes. Casos ndo tratados podem persistir por meses e
resultar em ulceracdo cornea.

A pneumonia neonatal por CT surge entre 4 a 8 semanas apOs 0 nascimento e

manifesta-se por tosse seca, taquipnéia, congestao nasal, febre baixa ou ausente.

6. Diagnostico da infec¢io por Chlamydia trachomatis

A detecgdo da infec¢ao por CT ainda ¢ um desafio devido a alta frequéncia de
infeccoes assintomaticas. Mesmo os casos sintomaticos podem nao ser diagnosticados por
critérios exclusivamente clinicos devido ao quadro semelhante com as demais doencas
sexualmente transmissiveis.

Varios métodos estdo disponiveis para a detec¢do de CT em amostras de material
biologico: exame direto (Giemsa), cultura de células, imunofluorescéncia direta (IFD),
métodos imunoenzimaticos (EIA), a sonda de DNA (captura hibrida) e os métodos de
amplificacao de acidos nucléicos (NAATs). Além disso, a pesquisa de anticorpos anti- CT

podem auxiliar no diagnoéstico da infecgao.
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6.1 Giemsa

A visualiza¢ao direta dos vacuolos de inclusdao em esfregacos através do exame
citologico direto por coloragdo de Giemsa pode ser utili no diagnostico
da conjuntivite de inclusdo em recém-nascidos, mas ¢ pouco sensivel no diagnéstico da

conjuntivite do adulto e de infecgdes do trato urogenital (Black, 1997).

6.2 Cultura

No passado, o cultivo celular foi considerado “padrdo ouro” no diagnéstico de
Chlamydia trachomatis. Entretanto, o advento das técnicas moleculares e as limitagdes do
método, como a labilidade de Chlamydia trachomatis nas amostras clinicas e variagdes de
desempenho interlaboratorial do cultivo levaram a repensar esta condicao.

A cultura ¢ o tnico método que confirma a presenca de microorganismo viavel,
visto que a detec¢do de antigenos, de anticorpos ou de acidos nucléicos pode ser positiva
mesmo na auséncia de formas infecciosas da CT.

A coleta da amostra para cultura pode ser realizada por swab uretral ou
endocervical. A cultura para CT ¢ feita através da inoculacao da amostra em uma cultura de
cé¢lulas monocamada do tipo McCoy, Hela (Henrietta Lacks) ou BGMK (buffalo green
monkey kidney). Se houver numero suficiente de corpos elementares viaveis, ocorrera
infeccdo das células da cultura e formacao de vactiolos de inclusdo intracitoplasmaticos.
Em 48 a 72 horas ¢ realizada a visualizacao através de imunoflorescéncia direta, ou seja,
adicionam-se anticorpos monoclonais fluorescentes contra a LPS ou a MOMP da CT a

cultura e visualiza-se a fluorescéncia nos vactiolos de inclusao (Black, 1997).
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A vantagem da cultura ¢ a preservacao do microorganismo para estudos adicionais,
como antibiograma e genotipagem. Entre as desvantagens da cultura esta a falta de
padronizagdo entre os laboratérios, método oneroso e trabalhoso, tempo médio de 3 a 7 dias
até resultado e a necessidade de microorganismos viaveis; por isso, embora a especificidade
seja 100,0%, a sensibilidade, mesmo em laboratorios de exceléncia, varia de 50 a 80,0%

(Seadi et al., 2002).

6.3 Detecgao de antigenos

Em relagdo a deteccdo de antigenos, existem dois grupos de testes: a
imunofluorescéncia direta (IFD) e os métodos imunoenzimaticos (EIA). Ambos costumam
ser realizados em amostras de swab endocervical ou uretral, assim como a cultura celular.
Entretanto, também podem ser utilizadas amostras conjuntivais, retais e de vias aéreas
superiores de criangas.

A IFD baseia-se em anticorpos monoclonais fluorescentes contra antigenos da CT,
como a LPS (género especifico) e a MOMP (espécie-especifico). A IFD ¢ capaz de avaliar
simultaneamente a adequagdo da amostra (pelo menos uma célula colunar epitelial) e a
presencga dos antigenos MOMP e LPS. Apresenta sensibilidade que varia entre 80,0% a
90,0%, e especificidade de 98,0% a 99,0% em relacdo a cultura quando ambas sao
realizadas em condi¢des 6timas (Black, 1997). Em relagdo aos NAATS, a sensibilidade ¢ de
cerca de 70%. A desvantagem do método ¢ a necessidade de um microscopista treinado e a
dificuldade em se processar um grande numero de amostras. A experiéncia na interpretagao
da imunofluorescéncia ¢ fundamental, porque a ligacao inespecifica do anticorpo a outros

microrganismos pode ocorrer, levando a um resultado falso-positivo (Seadi et al., 2002).
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Entre suas vantagens estd a execucdo rapida (cerca de 30 minutos) e, ao contrario da
cultura, dispensa refrigeracdo da amostra durante o transporte.

Nos ensaios imunoenzimaticos, os anticorpos direcionados a LPS ou a MOMP sao
ligados a uma enzima e o produto final pode ser avaliado por espectrofotometria,
fluorescéncia ou quimiluminescéncia. Dos diversos métodos imunoenzimaticos disponiveis
no mercado, a técnica mais utilizada ¢ a de ELISA (enzyme linked immunoassay) que, em
fungdo da natureza objetiva, permite a leitura de um grande niumero de amostras. O tempo
de processamento manual varia de 3 a 4 horas. Comparados aos NAATS, sua sensibilidade
varia de 65 a 75% e a especificidade ¢ 97 a 99,5%, quando realizados testes confirmatorios
(Chernesky, 2005).

Técnicas de EIA que empregam anticorpo anti-LPS apresentam a desvantagem de
poderem resultar em reagdo cruzada com o LPS de outras bactérias gram-negativas como
Acinetobacter sp., membros da familia das enterobactérias, Gardnerella, neisserias e

salmonelas, levando a resultados falsamente positivos (Seadi et al., 2002).

6.4 Detecgao de anticorpos

Os testes para detec¢do de anticorpos, em geral, detectam anticorpos género-
especificos, ou seja, contra o antigeno LPS presentes nos corpos elementares ou reticulares
(Seadi et al., 2002). Os testes sorologicos ndo sao recomendados para o diagnostico de
infeccao por CT, exceto em casos de infecgdes em neonatos, em mulheres com infertilidade
de causa tubarea e, ocasionalmente, em casos de linfogranuloma venéreo. Isso ocorre
porque os anticorpos anti-CT t€ém meia vida longa e, se detectados, ndo distinguem o

simples contato prévio de uma infec¢ao ativa. Além disso, o risco de reagdes cruzadas com
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outras espécies, principalmente com Chlamydia pneumoniae, torna duvidosa a aplicagao
clinica desses testes.

Pouco se sabe sobre o comportamentos dos anticorpos durante infecgdes agudas ou
cronicas por CT. Acredita-se que infecgdes leves produzem pouco estimulo antigénico e
autores ja correlacionaram a gravidade do dano tubéreo as titulagcdes de anticorpos séricos
(Land et al., 2010). Os anticorpos IgG persistem por anos, mesmo apos o tratamento com
antibioticos e sdo considerados marcadores de infeccao prévia por CT (Gijsen et al., 2002).
A produgdo de IgM ¢ transitoéria e raramente detectada. Anticorpos IgA também t€m pouco
valor diagndstico, exceto no caso de casos invasivos de linfogranuloma venéreo, pois sao
raramente detectados em casos de infeccdo aguda por CT e, quando encontrados, podem
persistir por anos, mesmo apos terapéutica adequada (Bax et al., 2003).

Os métodos disponiveis incluem a fixacdo do complemento, imunofluorescéncia
indireta (IFI), microimunofluorescéncia (MIF) e testes imunoenzimaticos. Outros testes
menos disponiveis utilizam hemaglutinagdo indireta, neutralizagao, precipitagao, difusao
em gel, imunoperoxidase e imunoeletroforese (Chernesky, 2005).

O teste de fixacdo de complemento, hoje pouco utilizado, reconhece anticorpos anti-
LPS e, portanto, ndo ¢ especifico para espécies de clamidia.

A técnica de imunofluorescéncia indireta ¢ realizada em dois passos de reagdes
basicas. No passo um, o soro humano a ser testado entra em contato com o substrato
antigénico (cultura de cé¢lulas infectadas por CT). O anticorpo, se presente no soro teste, ird
ligar ao antigeno, formando um complexo antigeno-anticorpo. O segundo passo envolve a
adicdo de um anticorpo anti-humano marcado com fluoresceina. Se o complexo antigeno-
anticorpo especifico ¢ formado no passo um, o anticorpo marcado com fluoresceina ird se

ligar aos determinantes antigénicos do anticorpo do complexo no passo dois. Uma reagao
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positiva, verde-maca fluorescente brilhante, pode ser vista com o auxilio de um
microscopio de fluorescéncia.

A microimunofluorescéncia, desenvolvida por Wang e Grayston (1974), ¢ o método
“padrao-ouro” para o sorodiagndstico da CT pois ¢ bastante sensivel e espécie e
subespécie-especifica. A técnica difere da IFI nos antigenos utilizados, que representam
todas as espécies e sorotipos da clamidia e sdo empregados em quantidades minimas. A
MIF ¢ a mais sensivel entre as técnicas soroldgicas, mas € laboriosa, de alto custo e sua
interpretagdo € subjetiva e exige experiéncia (Tiitinen et al., 2006). Sua principal aplicagdao
clinica ¢ na detecgdo de anticorpos IgM nos quadros de pneumonia neonatal por CT.

Existem diversos testes para deteccdo imunoenzimatica de anticorpos para CT
disponiveis comercialmente. Os testes que detectam anticorpos direcionados a LPS sao
menos especificos, pois podem apresentar reacao cruzada com anticorpos contra outras
bactérias, principalmente a C. pneumoniae (Black, 1997). Os testes de ELISA mais recentes
utilizam peptideos sintéticos derivados da MOMP como antigenos e, portanto, tém
desempenho comparavel a microimunofluorescéncia (de Barbeyrac et al., 2006), com a
vantagem de serem menos trabalhosos e apresentarem menor custo (Bax et al.,2003).

Os testes imunoenzimaticos também podem ser utilizados para a deteccao de
anticorpos anti-proteina de choque térmico da C. trachomatis (anti-CHSP60). Essas
proteinas apresentam semelhancas antigénicas com outras bactérias e células eucariontes e,
portanto, ha risco de falso positivo por reacao cruzada. Entretanto, a resposta imune a
CHSP60 estd relacionada a melhor predi¢ao de infec¢do cronica por CT e infertilidade

tubarea em comparagao aos anticorpos anti-MOMP ou anti-LPS (Hjelholt et al., 2011).
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6.5 Captura hibrida

As ténicas de detecgao de acidos nucléicos comecgaram a ser amplamente aplicadas a
partir da década de 80, por serem mais rapidas, sensiveis e nao dependerem da viabilidade
da amostra. Sondas de DNA com seqiliéncia complementar ao RNA ribossomal 16S do
genoma da clamidia e marcadas com éster de acridina, ao hibridizar com o DNA da
clamidia, sdo absorvidas por magnetismo, ¢ a reacao ¢ quantificada com o uso de um
lumindmetro. A sensibilidade varia entre 60% e 80%, e a especificidade, entre 95% e 99%
(Seadi et al., 2002). Teoricamente, o nivel de deteccdo ¢ de 103 corpos elementares. Por
ndo envolverem amplificacdo do material genético, requerem coleta de material
endocervical ou uretral e ndo permitem métodos menos invasivos de coleta. A principal
vantagem desse método ¢ seu baixo custo. Entretanto, por serem menos sensiveis que 0s
NAATs, perderam sua competitividade no mercado e atualmente sdo menos utilizados.
Existem somente dois testes comerciais aprovados para uso nos Estados Unidos: o Gen-

Probe PACE 2 e o Digene Hybrid Capture II (Papp et al., 2014).

6.6 Testes de amplificacdo de acidos nucléicos

Os testes de amplificagdo de acidos nucléicos (NAATS) sdao considerados “padrao-
ouro” e se tornaram o método de escolha do diagndstico de infeccdo do trato genital pois,
além de apresentarem excelentes sensibilidade e especificidade, permitem a auto-coleta de
amostras por métodos menos invasivos, como urina e secre¢cao vaginal. Podem também ser
realizados em amostras endocervicais, uretrais, retais, conjuntivais, faringeas, endometriais,

tubareas e seminais.

31



Cook et al. (2005), em revisao sistematica, compararam o desempenho das amostras
de 1° jato urinario e endocervicais para pesquisa de CT por NAATSs e concluiram que nao
ha perda significativa de sensibilidade ou especificidade com o uso de amostras urindrias.

Roberts et al. (2011) comparou o desempenho do PCR em amostras urinarias e
endocervicais de mais de 2 mil gestantes e encontrou prevaléncias similares (4,1% e 4,3% ,
respectivamente). Entretanto, outro estudo demonstrou que o uso de amostras de secrecao
vaginais (auto-coletadas ou nao) conferem maior sensibilidade que amostras urindrias e
endocervicais (Hobbs et al., 2008). Portanto, em mulheres, amostras de secre¢do vaginal
sdao o meio de escolha para a realizacdo de NAATs. Amostras endocervicais sdo aceitaveis,
caso seja realizado exame ginecoldgico. Amostras urindrias podem ser utilizadas, mas
apresentam sensibilidade 10% menor (Schachter et al., 2005; Masek et al., 2009). Em
homens, amostras de 1° jato urinario sdo a primeira op¢ao, mas a coleta uretral também ¢
aceitavel (Papp et al., 2014).

A sensibilidade desses testes ¢ maior que 95%, cerca de 20 a 50% maior em relagdo
a cultura, EIA e IFD (Seadi et al., 2002). Sua alta sensibilidade ¢ decorrente da capacidade
de detectar uma unica copia de DNA ou RNA alvo e obter milhares de copias da sequéncia
alvo, através de primers (iniciadores). Por detectarem sequéncias espécie-especificas, nao
ha riscos de falsos-positivo, exceto se houver contaminagdo da amostra. Portanto, a
especificidade ¢ de 100% (Papp et al., 2014).

Assim como outros testes ndo-culturais, os NAATs ndo requerem que a amostra
apresente microorganismos viaveis. Isso deve ser considerado caso sejam realizados testes
ap6s o tratamento, para confirmacdo de cura. Acredita-se que apds o tratamento com

doxiciclina, o PCR para CT pode permanecer positivo por até 3 semanas (Black,1997)
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Os métodos de deteccao de acidos nucléicos tém por alvo seqiiéncias gé€nicas da
MOMP, do plasmideo criptico ou do rRNA de Chlamydia trachomatis. Os testes
direcionados ao plasmideo criptico sao 10 vezes mais sensiveis que os direcionados ao gene
da MOMP, visto que ha 10 copias do plasmideo em cada corpo elementar e somente uma
copia do ompl (Jenab et al., 2010). A PCR-MOMP (nao-disponivel comercialmente) tem
sido utilizada como método de confirmagao de resultados positivos ou discordantes e para a
genotipagem.

Os NAATS consistem na amplificagdo do DNA ou RNA da CT através de técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), amplificagdo mediada por transcricao (TMA) ou
amplificacdo de deslocamento (SDA). O PCR e o SDA amplificam sequéncia de
nucleotideos do plasmideo criptico, presente em multiplas copias em cada corpo elementar
da CT. J& o TMA ¢ direcionado ao RNA ribossomal, que também esta presente em
multiplas copias. Teoricamente, o limite de deteccao seria de menos de um corpo elementar
de CT. Entretanto, na pratica, a sensibilidade ¢ menor que 100% porque possiveis
problemas na coleta da amostra e a reagdes de inibicdo podem influenciar o resultado
(Chernesky, 2005).

Existem diversos NAATs comerciais aprovados para uso nos Estados Unidos:
Abbott RealTime CT/NG (4bbott Molecular Inc. Des Plaines, Illinois), Amplicor e Cobas
CT/NG test (Roche Molecular Diagnostics, Branchburg, New Jersey); Aptima COMBO 2,
(Hologic/Gen-Probe, San Diego, California); BD ProbeTec ET e BD ProbeTec Qx (Becton
Dickinson, Sparks, Maryland), e Xpert CT/ NG Assay (Cepheid, Sunnyvale, California) Os
testes comerciais diferem quanto o método de amplificacao e quanto a sequéncia alvo de
acidos nucléicos. O Amplicor, o Cobas e o Abbott RealTime CT/NG usam PCR e os testes

da Becton Dickison usam o SDA para amplificar sequéncias de DNA presentes no
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plasmidio criptico, encontradas em mais de 99% das linhagens de CT. O teste Aptima usa a
técnica de TMA para detectar uma sequencia especifica presente no RNA ribossomal.
Exceto o Amplicor e o Xpert, todos sdo capazes de detectar a nova variante da CT (nvCT).
Estes testes também realizam a detec¢ao simultanea da Neisseria gonorrhoeae (Papp et al.,
2014).

Além dos testes comerciais disponiveis, diversos métodos de PCR “in house” foram
descritos (Hartley et al., 2001). De acordo com Rampersad et al. (2007), essas técnicas
podem ser alternativas economicamente mais vidveis para paises em desenvolvimento.
Primeiramente realiza-se a extracdo do DNA a ser analisado utilizando-se tratamento com
detergentes ou através de aquecimento. O DNA extraido ¢ juntado a um tubo contendo
solucdo tampao, desoxirribonucleotideos fosfatados (DNTPs), os primers direcionados a
sequéncia alvo e a enzima tag-polimerase. A mistura € colocada no termociclador, que faz
ciclos de temperatura pré-estabelecidos com tempos exatos especificos para cada reagao
(fragmento a ser amplificado). Inicialmente ocorre a desnaturacdo da dupla hélice e
hibridizacao dos primers as sequéncias complementares. A enzima tag-polimerase promove
a adicdo de bases, compondo uma nova molécula de DNA que servirda de molde para
multiplos ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo. Com isso, havera uma
amplificacao logaritmica de um segmento de DNA. A posterior detec¢ao dessa sequéncia
pode ser realizada por captura hibrida ou eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida
(Seadi et al., 2002). Técnicas de PCR em tempo real (qQPCR), através de técnicas de
fluorescéncia, permitem analise quantitativa simultanea a realizagdo da reacdo (Abdella et

al., 2015).
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6.7 Testes rapidos

Testes rapidos para CT podem ser realizados em consultérios pois dispensam
equipamentos sofisticados e fornecem resultado qualitativo em aproximadamente 30
minutos. A maioria dos testes rapidos envolvem métodos imunoenzimaticos para deteccao
de antigenos da LPS e, portanto, apresentam risco de reacdo cruzada com outras espécies
(Land et al., 2010). Mais recentemente, foi langado um teste rapido baseado na tecnologia
de amplificagdo de acidos nucléicos. O Xpert CT/NG (Cepheid) detecta DNA em amostras
endocervicais, vaginais e urindrias e fornece resultado em até 90 minutos, com desempenho
comparavel ao de NAATS realizados em laboratério (Turner et al., 2014). Acredita-se que a
implementagdo de testes rapidos poderia reduzir a quantidade de pessoas infectadas ndo

tratadas por perda de seguimento (Swain et al., 2004).

7. Tratamento da infeccao por Chlamydia trachomatis

O tratamento da infeccdo urogenital por CT pode ser realizado através do uso de
azitromicina 1g via oral em dose Unica ou doxiciclina 100 mg duas vezes ao dia por 7 dias
(Workowski et al., 2015). Uma metanalise de 12 ensaios clinicos randomizados mostrou
que esses dois antibioticos sdo igualmente eficazes, com taxas de cura de 97 e 98%,
respectivamente (Lau et al., 2002).

Como a infeccdo por CT ndo confere imunidade suficiente para prevenir a
reinfeccdo, mediante um caso positivo ¢ importante orientar que parceiros sexuais recentes

procurem servigo de saide para testagem e tratamento. Além disso, orienta-se abstinéncia
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sexual por 7 dias ap6s o tratamento do casal. Em uma revisao sistematica, foi descrita taxa

de reinfeccao de 13,9% (Hosenfeld et al., 2009).

8. Rastreamento da infeccio por Chlamydia trachomatis

Nos Estados Unidos, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
recomenda o uso de NAATSs para diagnostico de pessoas com suspeita clinica de infec¢ao
por CT. Nas pessoas assintomaticas, os NAATs também sao os testes recomendados para o
rastreamento rotineiro. Recomenda-se rastrear pessoas sexualmente ativas que apresentem
risco de infec¢dao ou de complicagdes por CT. Nesse quadro incluem-se mulheres abaixo de
25 anos, gestantes, mulheres com novo parceiro ou com multiplos parceiros, homens em
relagdes homossexuais e pessoas portadoras de HIV, independentemente da idade. Além
disso, qualquer pessoa com infecgdo documentada por N. gonorrhoeae deve ser testada
(Workowski et al., 2015).

Quanto ao rastreamento das gestantes, o CDC recomenda que todas sejam
rastreadas para infec¢ao por CT na primeira consulta de pré natal. As gestantes abaixo de
25 anos ou que possuam outros fatores de risco devem ser submetidas a novo rastreamento
no terceiro trimestre e todos os casos diagnosticados devem ser tratados. Além disso,
recomenda-se que todas as pacientes tratadas realizem novo teste em 3 a 4 semanas apds o
tratamento para comprovar a cura € sejam novamente testadas apos 3 meses (Workowski et

al., 2015).
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9. Epidemiologia da infec¢do por Chlamydia trachomatis

Considera-se que a infeccdo urogenital por CT ¢ a doenca sexualmente
transmissivel bacteriana mais prevalente no mundo (Weinstock et al, 2004). Esta infeccao ¢
mais comum em mulheres jovens sexualmente ativas, especialmente entre adolescentes
(Wilson et al, 2002).

De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Saide (Newman et al., 2015),
coletados entre 2005 e 2012, a prevaléncia global de CT em mulheres entre 15-49 anos ¢ de
4,2% (IC 95%=3,7-4,7%). Em homens, a prevaléncia estimada ¢ de 2.7% (IC 95%=2.0—
3.6%). A incidéncia estimada foi de 131 milhdes de novos casos de infeccdo por CT no
mundo, em 2012.

Nos Estados Unidos foram reportadas mais de 1,3 milhdo de infec¢des por CT no
ano de 2010 (CDC, 2011), cerca de 100.000 delas em gestantes. A incidéncia ¢ de 456,7
casos para cada 100 mil pessoas. Devido ao curso assintomdtico e a subnotificagao,
acredita-se que o nimero de pessoas infectadas ao ano seja proximo de 4 milhdes. Neste
pais, o gasto associado a infec¢do por CT e suas sequelas foi de 516,7 milhdes de dodlares
americanos no ano de 2008 (Owusu-Edusei et al., 2008).

De acordo com dados de 2007 a 2012, o Center of Disease Control and Prevention
(CDC) estima que, nos Estados Unidos, a prevaléncia de CT em individuos entre 14 e 39
anos seja de 1,7% (intervalo de confianga [IC] 95% = 1.4%-2.0%) e de 4,7% (IC = 3.2%—
6.1%) em mulheres sexualmente ativas entre 14 e 24 anos (Torrone et al., 2014). Foi
encontrada associagao entre o risco de infec¢do com a idade, estado civil, etnia, nimero de

parceiros sexuais, renda e nivel educacional.
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Blatt et al. (2012) utilizaram dados de 761 mil gestantes que realizaram testes
moleculares para CT no periodo de 2005 a 2008 nos Estados Unidos e verificaram uma
prevaléncia geral de 3,5%. A taxa de infec¢@o correlacionou-se com a faixa etéria: foi de
16% em gestantes com 16 anos, sofreu queda linear até os 26 anos (3%) e manteve-se
praticamente estavel dos 26 aos 40 anos.

Na Europa, conforme dados publicados pelo European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) em 2014, a prevaléncia de CT em mulheres varia de 1,1%
(Noruega) a 6,9% (Estonia). Considerando somente mulheres abaixo de 25 anos, a
prevaléncia variou de 1.9% (Holanda) a 10.7% (Dinamarca).

Estudos de outros paises mostram prevaléncia variavel de CT em gestantes jovens:
3,2% na Australia (Cheney et al., 2006), 18,1% na China (Chen et al., 2006) e 23,4% no
Japdo (Yamazaki et al., 2012).

Em um caso-controle realizado no Ira (Rashidi et al, 2013), a prevaléncia de CT
através de PCR na urina de mulheres inférteis foi de 12,4%, sem diferenca significante em
relacdo ao grupo controle de gestantes assintomaticas (9,4%). No mesmo estudo, ndo foi
encontrada diferenca significativa de anticorpos anti-CT entre os grupos.

Em estudo semelhante realizado em Gana (Siemer et al, 2008), ndo houve diferenca
na prevaléncia de CT através de PCR na urina entre mulheres com infertilidade secundaria
(2,4%) em relacdo ao grupo controle de gestantes assintomaticas (1,6%). Entretanto, houve
diferenca significativa entre os grupos em relagdo a prevaléncia de anticorpos especificos
para CT IgG (39% versus 19%).

No Brasil, a infeccao por CT nao ¢ uma doenca de notificagdo compulsoria e nao ha
estratégias de rastreamento populacional. Portanto, os dados disponiveis sdo baseados em

estudos pequenos em populagdes especificas, demonstrando a caréncia de estudos maiores,
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envolvendo diferentes regides do pais. Os ultimos dados oficiais brasileiros foram
divulgados hd mais de 15 anos. Estimativas da Coordenagdo Nacional de DST/AIDS
(1999) apontam a incidéncia de aproximadamente 1,9 milhdo de casos novos ao ano e uma
prevaléncia de 3,5% em mulheres sexualmente ativas e 2,3% em homens sexualmente
ativos.

Sao poucos os estudos brasileiros que utilizaram métodos de amplificacdo de 4acidos
nucléicos para verificar a prevaléncia de Chlamydia trachomatis.

Ramos et al (2003) realizaram um estudo de base populacional em mulheres entre
15 e 44 anos residentes em Porto Alegre-RS e encontraram uma prevaléncia de CT de
0,59% em amostras urinarias. Em Curitiba-PR, a prevaléncia de CT em urina em mulheres
jovens sexualmente ativas assintomaticas foi de 10,7% (Piazzetta et al, 2011). Um outro
estudo realizado em Vitoria-ES constatou a prevaléncia de CT de 12,2% em amostras
urinarias de 464 adolescentes sexualmente ativas (Miranda et al, 2004). Em Goiania,
Araujo et al. (2006), usando o teste PCR Amplicor (Roche) em amostras endocervicais,
testaram 296 adolescentes e adultas jovens entre 12 e 24 anos (86 gravidas e 210 nao
gravidas) para CT e encontraram uma prevaléncia geral de 19,6%. Nao houve diferenga
significativa de prevaléncia entre as gestantes e nao gestantes.

Um estudo realizado em Manaus (Borborema-Alfaia et al., 2013) utilizou uma
técnica de PCR “in house” para pesquisar a presenga de CT em amostras endocervicais de
100 gestantes e apontou uma prevaléncia de 11%. Outro estudo transversal realizado em
Fortaleza- CE incluiu 1019 gestantes e verificou a presenga de CT em 11% das amostras
(Martins et al., 2004). Em um estudo que envolveu seis capitais brasileiras (Manaus,

Fortaleza, Goiania, Rio de Janeiro, S3o Paulo e Porto Alegre) e incluiu 3.303 gestantes a
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prevaléncia média de infeccdo por CT detectada por captura hibrida foi de 9,4% (Jalil et al.,
2008).

Posteriormente, Pinto et al. (2011) realizaram outro estudo multicéntrico para
estimar a prevaléncia de CT em gestantes de 15 a 24 anos, através de PCR em amostra
urindria. A prevaléncia geral encontrada foi de 9,8% (IC 95%= 8,5-11,1), sendo que no
Nordeste a prevaléncia foi maior que na regido Sul (14,1% e 6,9%, respectivamente). Foi
vista associa¢ao com idade entre 15-19 anos, historia de sexarca abaixo de 15 anos, mais de
um parceiro sexual, histéria de drogadi¢cdo, multiplos parceiros sexuais e coinfec¢ao por N.
gonorrhoeae. As gestantes com infec¢ao por CT tiveram maior risco de trabalho de parto
prematuro em relacdo as nao infectadas (21,8% versus 16,1%; p<0,05).

Santos et al. (2003) pesquisaram a presenca de CT em amostras endocervicais
de mulheres atendidas em um ambulatorio de doengas sexualmente transmissiveis em
Manaus e encontraram taxa de infeccao de 20,7%. Outro estudo realizado em Manaus
(de Lima Freitas et al., 2011) encontrou uma prevaléncia de 52,8% de CT em uma
populacao de mulheres atendidas por infertilidade.

Machado et al. (2007) verificaram a prevaléncia de PCR e anticorpos para CT em
55 mulheres com dano tubdreo e compararam com 55 controles. A prevaléncia de IgG foi
maior no grupo de pacientes com dano tubareo (56,4 x 31% p<0.01) e, nestas, a
positividade do PCR endocervical foi de 3,6%. Os autores verificaram associa¢cdo entre a
presencga de anticorpos IgG e maior nimero de parceiros sexuais.

Pantoja et al. (2012) estudaram a prevaléncia de CT em amostras endocervicais de
176 mulheres candidatas a fertilizacao in vitro em um servico de Campinas-SP, utilizando
PCR e captura hibrida. Foi encontrado somente 1,1% de exames positivos. Os autores

consideraram que a baixa prevaléncia encontrada poderia estar relacionada a possibilidade
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de muitas mulheres ja terem realizado tratamento empirico para infec¢do por CT em algum
momento durante a propedéutica da infertilidade.

Diversos estudos mostram que mulheres com infertilidade por causa tubarea tém
maior prevaléncia de anticorpos IgG para CT que a populagdo (Currie et al., 2007). Um
estudo indiano (Sharma et al., 2002) encontrou prevaléncia de IgG anti-CT de 68% em
mulheres com infertilidade, 50% em mulheres com mau passado obstétrico e apenas 10%
em gestantes saudaveis.

Baseado na correlacao entre a presenga de anticorpos IgG para CT e dano tubéareo,
diversos autores sugerem que este exame seja solicitado rotineiramente durante
investigacdo de infertilidade (Thomas et al., 2000; den Hartog et al., 2004). A
microimunofluorescéncia ¢ a técnica de deteccdo de anticorpos com melhor acurdcia no
diagnostico de doenca tubdrea (Broeze et al., 2011). Uma metandlise concluiu que a
sorologia IgG tem sensibilidade que varia de 30 a 88% e especificidade de 45 a 100% na
predicao de infertilidade tubarea (Sonmez et al., 2008). Alguns estudos consideram que a
presenca de IgG detectada por imunofluorescéncia indireta tem valor preditivo comparavel
ou superior a histerossalpingografia (Dabekausen et al., 1994; Mol et al., 1997). Perquin et
al. (2007) demonstraram que a sorologia para CT e a histerossalpingografia t€ém capacidade
semelhante de predizer dano tubdreo e gestacdo espontdnea, embora ambos os testes
apresentem baixo desempenho.

Os principais fatores de risco para infeccao por CT identificados sdao: idade abaixo
de 25 anos, multiplos parceiros ou novo parceiro sexual nos ultimos 3 meses, uso irregular
de preservativo, historia prévia de infec¢do por CT ou de outra doenga sexualmente

transmissivel € menor nivel socioeconomico (Datta et al., 2007).
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Hwang et al. (2014), em uma coorte de 629 mulheres seguidas por quase 7 anos,
verificaram uma incidéncia de CT de 15% e encontraram correlacdo significativa entre

risco de infecgdo por CT e historia prévia de HPV, tabagismo e drogadigao.

JUSTIFICATIVA

Para aprimorar estratégias de prevencao, rastreamento e tratamento da infec¢do por
Chlamydia trachomatis é necessario conhecimento da prevaléncia dessa afec¢do em nosso
meio. Neste contexto, verificamos a prevaléncia da infec¢ao por Chlamydia trachomatis em
gestantes assintomaticas e em mulheres inférteis em uma amostra da populagdo de Porto

Alegre-RS.

HIPOTESES

HIPOTESE NULA
A prevaléncia de Chlamydia trachomatis, através de imunofluorescéncia indireta
para pesquisa de IgG sérico e PCR em amostra urindria, em mulheres inférteis nao ¢ maior

que a de gestantes assintomaticas.

HIPOTESE ALTERNATIVA
A prevaléncia de Chlamydia trachomatis, através de imunofluorescéncia indireta
para pesquisa de IgG sérico e PCR em amostra urindria, em mulheres inférteis ¢ maior que

a de gestantes assintomaticas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Comparar a prevaléncia de Chlamydia trachomatis em mulheres inférteis em

relagdo a gestantes assintomaticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a prevaléncia de anticorpos especificos para CT nos grupos estudados.

Identificar a prevaléncia de CT na urina através de PCR nos grupos estudados.

Identificar provaveis fatores associados a infec¢ao por CT.
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Summary

Background: Chlamydia trachomatis (CT) is the most prevalent sexually transmitted
bacterial infection and affects mainly young, sexually active, women. Untreated infection
may lead to reproductive complications due to tubal damage. Infections during pregnancy
may cause preterm labor, low birth weight, perinatal death and neonatal conjunctivitis and
pneumonia. There are few data on CT infection in Brazil. The aim of this study was to
determine CT prevalence on infertile and pregnant women.

Methods: A cross-sectional study included 77 infertile and 60 asymptomatic pregnant
women. First void urine was tested to CT using PCR and blood samples were collected for
CT IgG antibodies testing using Indirect Immunofluorescence. A questionnaire about
medical, gynecological and sexual history was applied to all participants.

Results: We found statistically similar prevalence of PCR and IgG antibodies between
groups. This study observed a 61% prevalence of CT IgG antibodies in infertile women
and 56,7% in pregnant women. PCR was positive in only one (1,3%) infertile woman and
in none of the pregnant.

Conclusion: A high prevalence of C. trachomatis 1gG antibody in Brazilian pregnant and
infertile women, but a low prevalence of positive PCR on urine samples were

demonstrated. CT antibodies were associated with sexual behavior and smoking.

Keywords: Chlamydia trachomatis, Chlamydia infections, prevalence, Nucleic Acid

Amplification Techniques; Infertility, female; Fluorescent Antibody Technique.
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Introduction

Chlamydia trachomatis (CT) is the most prevalent sexually transmitted bacterial
infection'. According to the World Health Organization (WHO), 131 million people were
infected worldwide in 20122 It affects mainly young, sexually active, women®. Most
infections due to C. trachomatis are asymptomatic*. In women, untreated infection may
lead to pelvic inflammatory disease (PID) with the risk of serious reproductive
complications, such as chronic pelvic pain, tubal factor infertility (TFI) and ectopic
pregnancy®. Studies suggest that chlamydial infection in pregnant women can enhance the
risk of preterm labor, low birth weight perinatal death®. Additionally, CT vertical
transmission usually causes neonatal inclusion conjunctivitis and/or pneumonia’.

Among various methods available for the CT infection diagnosis, nucleic acid
amplification tests (NAATS) are preferable due to its high sensibility and specificity and
because they can be performed using non-invasive samples, such as urine and vaginal
swabs®. Chlamydia immunoglobulin (Ig) G antibodies persist for years even after antibiotic
treatment and are used as markers of a past infiltrating C. trachomatis infection’.

In Brazil, since routine screening is not recommended in public health service, there
are few data on CT infection. The purpose of this study was to estimate the prevalence of
CT infection in infertile and in pregnant women attending in a southern Brazilian public

hospital.
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Methods

Subjects

A cross-sectional study in infertile and pregnant women attending at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) was made in the period of January to December 2015.
Participants were divided in two groups. Group infertile (n=77) included women attending
infertility clinic of HCPA that were unable to conceive after one year of regular
unprotected sexual intercourse. Group pregnant (n=60) included pregnant asymptomatic
women of any gestational age. Exclusion criteria were similar for both groups: acute
symptoms of pelvic inflammatory disease, use of antibiotics on the last 30 days, age under
18 years old and refuse to participate of the study. First-void urine (FVU) for C.
trachomatis “in house” Polymerase Chain Reaction (PCR) test and a single venous blood
sample for indirect immunofluorescence (IFI) for C. trachomatis serological testing were
collected from all participating women. Additionally, all women answered a questionnaire

about their sexual and gynecological medical history.

Laboratory methods

Antibody testing was performed by indirect immunofluorescence in blood samples
in the Hospital de Clinicas de Porto Alegre laboratory. The commercial kit Viro-Immun
(VIRO-IMMUN Labor-Diagnostika GmbH Oberursel / Germany) was used. First void
urine samples were immediately shipped to Amplicon laboratory and PCR was performed

using “in house” method developed according to previous studies'! 12,
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Ethical aspects
The study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre and all patients were informed about this research through the

Free and Clarified Consent Term.

Statistical analysis

Sample size was calculated using the WinPEPI program (Programs for
Epidemiologists for Windows) 11.43 version and was based on previous findings of IgG
prevalence (39% in infertile and 19% in pregnant women)'?. Considering a 95% confidence
interval and a statistical power of 71,6%, we obtained n=77 infertile and n=60 pregnant
participants. Data processing and analyses were performed using the software SPSS 21.0
(SPSS, Chicago, Ill, USA). Initially, a descriptive analysis of the main characteristics of the
participants, and its related risk factors was performed. Quantitative variables were
described by mean and standard deviation (mean+SD) or median value and interquartile
amplitude (median+IQ). Categorical variables were described by absolute and relative
frequencies. We used t-student test to compare quantitative variables. Mann-Whitney U
test was performed when data distribution were asymmetrical. Pearson's chi-squared test or
Fisher's exact test were applied to sets of categorical data. We also calculated IgG’s
sensitivity, specificity, positive and negative predictive value, the accuracy and the Odds

Ratio to predict tubal factor infertility. P < 0.05 were considered statistically significant.
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Results

FVU and serum samples of 60 healthy pregnant women and 77 infertile women
were investigated. Pregnant women were younger and presented lower rates of steady
sexual partner, previous PID and previous pelvic surgery than the infertile group. They also
presented higher rates of regular condom use. Sample characteristics are summarized on
Table 1. The mean gestational age was 30,6 weeks (= 7,4) among pregnant women. In the
infertile group, median time of infertility was 6 years (3-10). Primary infertility was found
in 84,4% of women and tubal damage was present in 54% of them. Sixteen women (20,8%)
suffered from more than one cause of infertility (Table 2). We found statistically similar
prevalences of PCR and IgG antibodies between groups. However, infertile women had
higher IgG titulation median (Table 3). Comparing the TFI subgroup with controls, there
were statistically more individuals with high titulation (IgG>128) levels among infertile
women (Table 4). Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV), accuracy and odds ratio were calculated concerning IgG’s ability
to predict tubal damage (Table 5). We found association between positive IgG antibody test
and higher number of sexual partners in life (Table 6). IgG high titulation level (IgG>128)
was associated with younger age of first sexual intercourse, higher number of sexual
partners and smoking (Table 7). Individuals with tubal factor infertility had previous

history of PID more likely than women with other causes of infertility (Table 8).

59



Discussion

Using different diagnostic methods, we found no significant differences between
fertile and infertile women for C. trachomatis infection. This study observed a 61%
prevalence of CT IgG antibodies in infertile women and 56,7% in pregnant women. A
study performed in India'* found a 68% prevalence of CT IgG antibodies in infertile
women and 10% in healthy pregnant women. Siemer et al.'” also showed statistically
different prevalences of CT IgG between infertile and pregnant women (39% versus 19%,
respectively). Rashidi et al.'*, using ELISA to test IgG antibodies, observed lower rates of
seroprevalence and found no difference between infertile and pregnant women (9% versus
5%, respectively). In our study, the high prevalence of CT antibodies in pregnant women
may result to cross-reaction with C. pneumoniae, since most serological test are not species
specific.

PCR in first void urine was positive in only one (1,3%) infertile and in none
pregnant participants. Previous studies in Brazil found variable prevalence of CT using
NAATs. Ramos et al. > tested 161 women between 15 and 44 years old in Porto Alegre-
RS and found a 0,59% CT prevalence in urine samples. Two multicentric studies were
performed in Brazil to estimate CT prevalence in pregnancy and found a 9,8% prevalence
when FVU was used to perform PCR analysis and 9,4% when hybrid capture was
performed in endocervical swabs'®!7,

Some authors believe that CT IgG antibodies are as accurate as
hysterosalpingography (HSG) in predicting tubal factor infertility!'®. In our study, IgG

titulation of 128 presented better diagnostic properties on predicting tubal damage.
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Nevertheless, our findings regarding IgG were worse than previous studies. Malik et al '
found a 72.7% sensitivity, 80% positive predictive value, 77.7% specificity and 70%
negative predictive value of IgG antibodies measured by ELISA. A meta-analysis
performed in 2008 indicated that the predictive value of CT antibody test for tubal
pathology is limited: its sensitivity varies between 30% and 88%, and the specificity varies
between 45% and 100%°.

We found correlation between IgG presence and younger age of first sexual
intercourse, higher number of sexual partners and smoking. This finding agrees with
previous studies. Datta et al?' concluded that age under 25 years old, multiple sexual
partners, irregular use of condom and previous history of any sexual transmitted disease are
risk factors to CT infection.

One limitation of our study is that pregnant women were tested mostly in the third
trimester of pregnancy. So, we could not differentiate infections that occurred previously or
during pregnancy. Besides that, the low prevalence of positive PCR in infertile women
could be explained by the fact that almost 43% of them had documented previous empirical
treatment with azithromycin during infertility investigation. Furthermore, C.trachomatis
may persist in a viable and metabolically active state in the upper genital tract, despite
negative PCR results on urine or endocervical samples®?. In addition, we have to consider
that the mean age in our study population was relatively high, and more than 91% of
women in our population had a steady sexual partner. Because most CT infections occurs in
younger than 25 years old and sexually promiscuous people, the high seroprevalence of CT

and the low rates of positive PCR found in our study is understandable.
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Conclusion

In conclusion, we demonstrated a statistically similar high prevalence of C.
trachomatis 1gG antibody in Brazilian pregnant and infertile women, but a low prevalence
of positive PCR on urine samples. CT antibodies were associated with sexual behavior and

smoking.
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Table 1 — Sample characteristics

Variables Infertile Pregnant p
(n=77) (n=60)

Age (years) — mean = SD 32.8+44 27.1+6.4 <0.001

Number of pregnancies — 0(0-1) 2(1-3) <0.001

median (P25 — P75)

Previous abortion — n(%) 20 (26.0) 13 (21.7) 0.701

Age of first sexual intercourse 164 £2.3 16.3 £1.9 0.710

(years) —mean £+ SD

Number of sexual partners — 3(1-4.5) 3(2-5) 0.488

median (P25 — P75)

Steady sex partner — n(%) 77 (100) 55 (91.7) 0.015

Condom regular use — n(%) 4(5.2) 15 (25.0) 0.002

Previous PID — n(%) 25 (32.5) 2(3.3) <0.001

Previous ectopic pregnancy — 7(9.1) 1(1.7) 0.079

n(%)

Previous pelvic surgery — n(%) 33 (42.9) 3(5.0) <0.001

Previous HPV infection — n(%) 12 (15.6) 4(6.7) 0.179

Smoking — n(%) 10 (13.0) 4 (6.7) 0.354
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Table 2 — Infertile group characteristics

Variables Infertile
(n=77)
Previous empirical treatment — n(%) 33 (42.9)
Primary infertility — n(%) 65 (84.4)
Time of infertility (years) — median (P25 — P75) 6 (3-10)
Causes of infertility — n(%)
Tubal damage 42 (54.5)
Other causes 47 (61.0)
Anovulation 11 (14.3)
Endometriosis 15 (19.5)
Male 20 (26.0)
Uterine 1(1.3)
Multiple causes — n(%) 16 (20.8)
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Table 3 — Prevalence of CT IgG and PCR on groups

CT test Infertile Pregnant P
(n=77) (n=60)
IgG- n(%) 0.733
Positive 47 (61.0) 34 (56.7)
Negative 30 (39.0) 26 (43.3)
IgG titulation— md (P25 -P75) 256 (128 —512) 128 (64 —256) 0.016
IgG >128 — n(%) 39 (50.6) 19 (31.7) 0.040
PCR 1.000
Positive 1(1.3) 0(0.0)

Negative 76 (98.7) 60 (100)




Table 4 — Prevalence of CT IgG and PCR on tubal factor infertility subgroup and in

pregnant
CT test TFI infertility Pregnant P
(n=42) (n=60)
IegG 0.571
Positive 27 (64.3) 34 (56.7)
Negative 15 (35.7) 26 (43.3)
IgG titulation — md (P25 — 256 (128 —512) 128 (64 —256) 0.002
P75)
IgG >128 —n(%) 26 (61.9) 19 (31.7) 0.005
PCR -
Positive 0(0.0) 0(0.0)
Negative 42 (100) 60 (100)
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Table 5 —IgG diagnostic properties in predicting tubal damage

Diagnostic properties Positive (>0) IgG > 128 IgG > 256
Sensitivity 64.3% 61.9% 47.6%
Especificidade 42.9% 62.9% 71.4%
PPV 57.4% 66.7% 66.7%
NPV 50.0% 57.9% 53.2%
Accuracy 54.5% 62.3% 58.4%
Odds Ratio 1.35 2.75 2.27
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Table 6 - Association between participants characteristics and IgG positivity

Variables* IgG Positive (IgG ~ IgG Negative (IgG=0) p
>0) (n=56)
(n=81)

Age 30.6+5.7 29.8+ 6.5 0.423
Age of first sexual intercourse 16.1 £2.1 16.8 £2.0 0.060
Number of sexual partners 3(2-95) 2(1-4) 0.036
Steady sexual partner 77 (95.1) 55 (98.2) 0.648
Condom use 13 (16.0) 6 (10.7) 0.524
Previous IPD 17 (21.0) 10 (17.9) 0.815
Previous ectopic pregnancy 6 (7.4) 2 (3,6) 0.471
Previous pelvic surgery 26 (32.1) 10 (17.9) 0.096
Previous HPV infection 11 (13.6) 5(8.9) 0.574
Smoking 11 (13.6) 3(54) 0.202
Number of pregnancies 1(0-2) 1(0-2) 0.186

* described by mean + SD, median (percentile 25 — 75) or n(%)
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Table 7 - Association between participants characteristics and IgG titulation

Variables* High titulation Low titulation P
(IeG > 128) (IgG<128)
(n=58) (n=79)

Age 30.5+£5.3 30.1 £6.6 0.743
Age of first sexual intercourse 157+£1.9 16.8 £2.2 0.002
Number of sexual partners 352-7) 2(1-4) 0.007
Steady sexual partner 54 (93.1) 78 (98.7) 0.162
Condom use 10 (17.2) 9(11.4) 0.466
Previous IPD 15 (25.9) 12 (15.2) 0.182
Previous ectopic pregnancy 6 (10.3) 2(2.5) 0.071
Previous pelvic surgery 20 (34.5) 16 (20.3) 0.094
Previous HPV infection 8 (13.8) 8 (10.1) 0.696
Smoking 10 (17.2) 4 (5.1 0.041
Number of pregnancies 1(0-2) 1(0-2) 0.912

* described by mean = SD, median (percentile 25 — 75) or n (%)
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Table 8 - Association between participants characteristics and tubal factor infertility

Variables Tubal factor Other causes of P
infertility infertility
(n=42) (n=35)

Age 32.7+4.1 329+4.7 0.825
Number of pregnancies 0(0-2) 0(0-1) 0.094
Age of first sexual intercourse 16.2+1.7 16.7+2.8 0.347
Number of sexual partners 3(1-5) 3(1-4) 0.354
Condom use 2 (4.8) 2(5.7) 1.000
Previous IPD 22 (52.4) 3 (8.6) <0.001
Previous ectopic pregnancy 6 (14.3) 1.9 0.119
Previous pelvic surgery 20 (47.6) 13 (37.1) 0.488
Previous HPV infection 8 (19.0) 4(11.4) 0.547
Smoking 5(11.9) 5(14.3) 1.000

* described by mean = SD, median (percentile 25 — 75) or n (%)
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a alta prevaléncia de infec¢ao por C. trachomatis, suas consequéncias
ao futuro reprodutivo feminino e aumento de risco de condigdes potencialmente fatais,
como gravidez ectopica e doenca inflamatoria pélvica, deveria haver mais atencao por parte
de gestores de satde para implementagdo de politicas de prevengdo, rastreamento

populacional, diagnostico e tratamento precoce e, assim, prevencao de sequelas.
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PERSPECTIVAS

Visto a relevancia do assunto, consideramos a realizagdo de estudo prospectivo
com maior nuamero de participantes e incluindo populacdo de mulheres jovens e
adolescentes, que sdao os individuos com maior risco de infec¢do. Nas gestantes, ¢
necessaria a correlacdo com desfechos gestacionais e neonatais. Assim, contribuiremos para
atentar que a infeccdo por C. trachomatis ¢ um problema de satide publica. Por isso, o
Brasil deveria seguir a tendéncia mundial e adotar estratégias de prevengdo primadria,
rastreamento e diagnoéstico precoce dessa infec¢do e, com isso, diminuir a ocorréncia de
suas sequelas, que oneram o sistema de satde e acarretam consequéncias graves a saude

feminina.
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ANEXOS

Anexo 1. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)- investigagao de infertilidade

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Investigaciao de Infertilidade)

Vocé estd sendo convidada a participar do projeto de pesquisa intitulado
“Prevaléncia de Chlamydia trachomatis em mulheres inférteis e gestantes assintomaticas”.
A Chlamydia trachomatis ¢ uma bactéria sexualmente transmissivel que pode se relacionar
a infecgdes pélvicas, dor pélvica cronica, infertilidade, entre outros problemas. Este estudo
visa verificar a presenca dessa bactéria em gestantes e mulheres inférteis. Vocé esta sendo
convidada a participar desta pesquisa porque faz parte do Ambulatorio de Infertilidade do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e estd realizando investigagdo ou tratamento para
infertilidade. Tal pesquisa tornara possivel conhecer melhor a epidemiologia dessa infecg¢ao

para aprimorar as estratégias de rastreamento e tratamento em nosso meio.

Sua participagdo no projeto consistird na coleta de uma amostra de sangue para
pesquisa de anticorpos contra a Chlamydia trachomatis. Esse exame faz parte da avaliagdo
rotineira das mulheres atendidas para investigacdo de infertilidade. Adicionalmente, serd
coletada uma amostra de urina também para pesquisa de Chlamydia trachomatis. Este
exame ndo faz parte da avaliacdo rotineira nesta Instituicdo, e se trata de um exame mais
sensivel que investiga a mesma infec¢do, que em caso de resultado positivo, pode
diferenciar uma infec¢do que esta ativa de um simples contato prévio com a bactéria
Chlamydia trachomatis. Além disso, sera aplicado um questionario a respeito de seu

historico ginecologico e de satide em geral, que deve durar em torno de 10 minutos.

Esta pesquisa pode lhe trazer beneficios, visto que terd a oportunidade de realizar
um exame mais sensivel para complementar a investigagdo de infertilidade que nao ¢

oferecido rotineiramente nesta instituicdo. Com isso, aumentamos a chance de detectar uma
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possivel infec¢do pela Chlamydia trachomatis. Caso seu exame seja positivo para infec¢do
ativa por Chlamydia trachomatis, serdo fornecidos esclarecimentos e tratamento para vocé
€ seu parceiro na sua proxima avaliacdo médica. Nao sdo conhecidos riscos associados aos

procedimentos previstos neste estudo.

Vocé ¢ livre para escolher participar ou ndo deste estudo, e a sua recusa ndo
implicara em nenhum prejuizo do seu atendimento neste Hospital. Todas as informacdes
obtidas estardo a sua disposi¢do ou a de seu médico, se assim voc¢ desejar. Todos os
resultados obtidos serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua

identidade.

Informamos que ndo estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagao

no estudo e que vocé nao terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Esclarecimentos a respeito da pesquisa poderdo ser realizados através de contato
com o pesquisador responsavel, Dr Eduardo Pandolfi Passos, no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, ou através do telefone (51) 3359-8000. Alternativamente, € possivel procurar
a pesquisadora Dra Deborah Beltrami Gomez, no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
telefone (51) 3359-8117. Em caso de duvidas, é possivel contatar o Comité de Etica em
Pesquisa, no 2° andar do HCPA, sala 2227, ou através do telefone 33597640, das 8h as 17h,

de segunda a sexta.

Este documento serd elaborado em duas vias, sendo uma delas entregue a vocé e

outra mantida pelo grupo de pesquisadores.

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 201
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Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)- gestantes

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(gestantes)

Vocé estd sendo convidada a participar do grupo controle do projeto de pesquisa
intitulado “Prevaléncia de Chlamydia trachomatis em mulheres inférteis e gestantes
assintomaticas”, pois ¢ uma gestante em atendimento no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. A Chlamydia trachomatis € uma bactéria sexualmente transmissivel que pode se
relacionar a infecgdes pélvicas, dor pélvica cronica, infertilidade, entre outros problemas.
Este estudo visa verificar a presenca dessa bactéria em gestantes e mulheres inférteis. Esta
pesquisa tornara possivel conhecer melhor a epidemiologia dessa infeccdo para aprimorar

as estratégias de rastreamento e tratamento em nosso meio.

Sua participagdo no projeto consistira na coleta de uma amostra de sangue e uma
amostra de urina para pesquisa de Chlamydia trachomatis. Nenhum destes exames faz parte
da avaliacdo rotineira de gestantes, pois ndo ha nenhuma suspeita ou sintoma que indique
que vocé possua esta bactéria. Além disso, sera aplicado um questionario a respeito de seu

histérico ginecologico e de satde em geral, que deve durar em torno de 10 minutos.

Esta pesquisa pode lhe trazer beneficios, visto que terd a oportunidade de realizar
exames sensiveis para deteccdo de uma infec¢do pela Chlamydia trachomatis, mesmo sem
apresentar sintomas de infeccdo. Caso seu teste seja positivo para infeccdo ativa pela
Chlamydia trachomatis, a equipe de pesquisadores entrara em contato telefonico, a ser
fornecido por vocé, para agendar uma consulta médica para lhe fornecer orientagdes e
prescrever o tratamento para vocé e seu parceiro. Nao sdo conhecidos riscos associados aos
procedimentos previstos neste estudo, vocé apenas podera sentir um desconforto em relacao

a coleta de sangue ou apresentar um pequeno hematoma no local.

Vocé ¢ livre para escolher participar ou ndo deste estudo, e a sua recusa ndo
implicard em nenhum prejuizo do seu atendimento neste Hospital. Todas as informagdes

obtidas estardo a sua disposi¢dao ou a de seu médico, se assim voc¢ desejar. Todos os
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resultados obtidos serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua

identidade.

Informamos que ndo estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagao

no estudo e que vocé ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Esclarecimentos a respeito da pesquisa poderdo ser realizados através de contato
com o pesquisador responsavel, Dr Eduardo Pandolfi Passos, no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, ou através do telefone (51) 3359-8000. Alternativamente, € possivel procurar
a pesquisadora Dra Deborah Beltrami Gomez, no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
telefone (51) 3359-8117. Em caso de davidas, é possivel contatar o Comité de Etica em
Pesquisa, no 2° andar do HCPA, sala 2227, ou através do telefone 33597640, das 8h as

17h, de segunda a sexta.

Este documento sera elaborado em duas vias, sendo uma delas entregue a vocé e

outra mantida pelo grupo de pesquisadores.

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 201
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Anexo 3. Instrumento de Pesquisa

Instrumento de Pesquisa

Nome:

Data inclusao: /o

Prontuério:

Grupo de estudo:

( ) controle () inférteis
Idade:
Paridade: G P C A

Se gestante:

- Idade gestacional:

Se infértil:

Tempo de infertilidade: = anos

Fator tubareo Nao () Sim ()
Outro fator de infertilidade associado Nao ()
Idade da sexarca anos

Numero de parceiros sexuais

Tem parceiro fixo Sim ( ) Nao ()

Usa preservativo regularmente Sim ( ) Nao ( )
Historia de DIP Sim ( ) Nao ()

Historia de gestagdo ectopica Sim ( ) Nao ( )
Histoéria de cirurgia pélvica Sim () Nao ( )
Historia de infeccao por HPV Sim ( ) Nao ()
Tabagismo Sim ( ) Nao ()

Resultados:

Sim ( ) Qual?

Clamidia IgG negativo ( ) positivo ( ) Se positivo, titulagao

PCR urina negativo ( ) positivo ( )



