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Resumo

Chlamydia trachomatis (CT) é o agente etiol6gico mais prevalente em infeccGes
sexualmente transmissiveis (IST) no mundo, podendo causar infertilidade no sexo masculino
e feminino. Além disso, tem uma alta prevaléncia de casos assintomaticos, 0 que o torna um
sério problema para a satde da populagdo. O presente estudo tem como objetivo detectar a
presenca da C. trachomatis em amostras cervicais de mulheres com resultados sorol6gicos
positivos e negativos para o virus HIV. Para isto, a amplificacdo de DNA da C. trachomatis

foi feita através da utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase.
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INTRODUCAO

Chlamydia trachomatis (CT) é o agente etiol6gico mais prevalente em infeccGes
sexualmente transmissiveis (IST) no mundo (MACLEOD et al., 1999), podendo causar
infertilidade no sexo masculino e feminino, doenca inflamatoria pélvica e gravidez ectopica
(COSTA-LIRA et al., 2017; KECK et al., 1998). Um dos problemas da infec¢do por CT € a
alta prevaléncia de casos assintomaticos, fazendo com que a pessoa infectada dissemine o
patdgeno sem ter ciéncia de tal fato (DEAN et al., 2009). Tais agravantes fazem da deteccao
do patégeno uma importante estratégia para controle e deteccdo da doenca.

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que a cada ano ocorram em torno
de 92 milhGes de novos casos de CT, dos quais a maioria é observada em paises em

desenvolvimento, afetando principalmente adolescentes e jovens (PIAZZETTA et al., 2011).
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No Brasil, calcula-se que ocorram cerca de 1.967.200 novos casos de C. trachomatis, embora
ndo esteja inclusa entre as ISTs de notificacdo compulsoria. Estudos estimam que a infeccdo
por CT na populacéo brasileira varie de 9,1-14,3% (COSTA-LIRA et al., 2017).

Neste trabalho foi utilizada a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para detectar a
presenca da CT em amostras cervicais de mulheres com o virus HIV positivo (125) e negativo
(82), atendidas em um Centro de Testagem e Aconselhamento/Servico de Assisténcia
Especializada (CTA/SAE) de Caxias no estado do Maranhao.

Este estudo tem como objetivo detectar a presenca da C. trachomatis em amostras

cervicais de mulheres com resultados soroldgicos positivos e negativos para o virus HIV.

METODOLOGIA

Foi utilizado um total de 207 amostras cervicais de mulheres atendidas no CTA/SAE
de Caxias no estado do Maranh&o com resultados sabidamente positivos e negativos para o
HIV, através dos testes soroldgicos. Destas, 125 sdo amostras HIV positivas e 82 negativas.

A extracdo de DNA das amostras foi realizada conforme protocolo adaptado de
MOREIRA et al (2010).

Resumidamente, foram separados 200 pL de soro em microtubo de 1,5 mL e foram
adicionados 500 pL de tampdo PBS (tampdo fosfato pH = 6,8) com posterior agitacdo no
vortex e centrifugacdo de 10 minutos a 3.000 rpm. Em seguida, foi retirado e desprezado o
sobrenadante. No eppendorf com sedimento, foram adicionados 100 pL de agua ultrapura e
passado 0s tubos no vortex até desmanchar o botdo. Por conseguinte, foi levado ao banho
seco por 20 min a 95°C. Apos, foi colocado no banho de ultrassom durante 10 minutos a 30°C
e centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm. Em seguida, retirou-se o sobrenadante (onde esta
0 DNA) para novos tubos. Posteriormente, este DNA extraido foi utilizado na realizacdo da
técnica de PCR.

A amplificacdo foi realizada utilizando os primers CTP1 e CTP2 que amplificam um
segmento de 201pb da ORF de numero 4 do plasmideo criptico da C. trachomatis como
descrito por LAN et al. (1993).

CTP1: 5TAGTAACTGCCACTTCATCAJZ
CTP2:5TTCCCCTTG TAATTCGTTGC 3



As amostras foram preparadas e submetidas as condigdes estabelecidas pelo autor,
para amplificacdo do DNA. Foi preparada uma mistura com tampao 10X, 3mM MgCI2,
200uM de cada dNTPs, 125ng de cada primer e 1U da enzima Tag DNA polimerase. Foi feita
uma desnaturacdo inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de uma desnaturacdo a 95°C por 1
minuto, 57°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, durante 40 ciclos, e uma extenséo final a
72°C por 4 minutos. O produto gerado foi um amplicon de 201 pb.

O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2% contendo
0,05% de brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

O controle positivo usado na reacdo foi o proprio DNA da C. trachomatis e o
negativo uma mistura dos componentes da reacéo, livre de DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo ainda se encontra em andamento, porém até o presente momento, do total
de 207 amostras, 125 HIV positiva e 66 de um total de 82 HIV negativas j4 foram
amplificadas. Os resultados mostraram que das 125 HIV positivas, 21 (16,8%) apresentaram a
presenca de CT e, no caso das 66 HIV negativas, 12 (18%) apresentaram a presenga de CT e
54 (82%) nao foi detectado a CT. Ressalta-se que ainda estd em andamento a amplificacdo
das amostras HIV negativas.

Os estudos sobre as prevaléncias das ISTs tém aumentado nos Gltimos anos, tanto no
Brasil, quanto no mundo. Historicamente, apresentam-se como um grande desafio para o
diagnostico por testes laboratoriais, tanto pela dificuldade na obtencdo de amostras clinicas,
gue muitas vezes € invasiva e dolorosa, quanto pelo inconveniente de obter o cultivo como é o
caso da C. trachomatis. Entretanto, com o desenvolvimento dos testes de amplificacdo de
acidos nucleicos, que sdo mais sensiveis que os tradicionais, eliminou-se a necessidade do
cultivo bacteriano possibilitando um diagnostico através do uso de amostras colhidas por
métodos pouco invasivo, como as amostras cervicais (KOKSAL et al., 2016; MIRANDA et
al., 2017).

No Brasil a infeccdo por C. trachomatis ndo é uma doenca de notificagdo
compulsoria e, portanto, sdo poucos os dados confidveis sobre a real prevaléncia da mesma.
Também ndo existem programas especificos do Ministério da Saude (MS), que incentivem o
rastreio, e por ser assintomatica na maior parte dos casos, provavelmente € subdiagnosticada.

Além disso, é pouco tratada, o que pode justificar os altos indices encontrados, até o



momento, neste estudo. As estimativas de prevaléncia da C. trachomatis devem ser
interpretadas levando-se em conta as diferengas nacionais e culturais de comportamento
sexual e assisténcia a saude. O Brasil € um pais de dimensao continental, com populacdes de
diferentes niveis de desenvolvimento socioeconémico, o que justificaria as diferencas
regionais encontradas (REDMOND et al., 2015; SAUDE, 2016).

CONCLUSOES

A presenca da C. trachomatis na populagdo HIV positiva foi maior do que a
encontrada em outros estudos brasileiros, o que mostra a susceptibilidade e a vulnerabilidade
destas pacientes, que apesar de assistidas pela unidade de salde, ainda assim deixam passar

doencas assintomaticas.

O rastreamento e a deteccdo das ISTs assintomaticas ou ndo, na populacéo vivendo
com ou sem HIV/AIDS e na populagdo em geral, sdo de extrema importancia para o controle

da expansdo da epidemia das ISTs e AIDS.

Deste modo, o estudo mostra um indicativo de que programas de rastreio dessas
doencas, por métodos de exames ndo invasivos, tende a diminuir as possiveis complicacfes
causadas pela C. trachomatis e outras ISTs, visando a prevencdo do HIV. A atencdo em salde
as ISTs/AIDS, precisa de acdes preventivas que deveriam ser implementadas nos servicos de

assisténcia especializada em HIV/AIDS.
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