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RESUMO

Introducdo: Chlamydia trachomatis é um dos principais agentes causadores de infeccdes sexualmente transmissiveis (IST) em homens
e mulheres, porém, o maior impacto da infeccdo ocorre no sistema reprodutivo das mulheres, ocasionando, entre outros problemas,
infertilidade. Objetivo: Estimar a incidéncia de C. #rachomatis detectadas pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
amostras endocervicais de mulheres em Lages, Santa Catarina, Brasil. Métodos: Estudo transversal descritivo quantitativo, realizado
entre maio e novembro de 2017, com coleta de material endocervical de 126 mulheres atendidas em trés unidades bsicas de satide e
em um consultério médico ginecoldgico. As amostras de material endocervical foram avaliadas para diagndstico de C. trachomatis pela
técnica da PCR. Todas as participantes responderam a um questiondrio padrao do Sistema de Informacao do Cancer (SISCAN) antes da
coleta das amostras. Teste exato de Fischer e qui-quadrado foram utilizados para avaliar a associacdo entre a infecgo e as variaveis do
questiondrio. Resultados: Das 126 amostras endocervicais, 39,7% foram positivas para C. frachomatis. As participantes tinham idade
média de 31,7 anos. Das 118 mulheres que nao apresentaram alteracdes no colo do ttero, 43 foram positivas para C. frachomatis, o que
reforca o carater assintomatico da infecco. Nao houve associacdo significativa entre a infeccio endocervical por €. #rachomatis e aidade,
o uso de anticoncepcional, o tempo do tltimo exame preventivo e os sinais de IST. Conclusao: A incidéncia de infeccéo por C. frachomatis
no material endocervical dessas mulheres pode ser considerada elevada. Isso mostra a importancia de medidas para esclarecimento e
prevencdo dessa importante IST.

Unitermos: Chlamydia trachomatis; diagnostico; reacdo em cadeia da polimerase; doengas sexualmente transmissiveis; satide pablica.

ABSTRACT

Introduction: Chlamydia trachomatis is one of the major causative agents of sexually transmitted infections (ST1) in men and
women, but the greatest impact of infection occurs in the reproductive system of women, causing, among other problems, infertility.

Objective: To estimate the incidence of C. trachomatis defected by the polymerase chain reaction (PCR) technique in endocervical
samples from women in Lages-Santa Catarina, Brazil. Methods: A descriptive, quantitative, cross-sectional study was conducted from

May to November 2017. Endocervical cell samples were collected from 126 women that receive medical assistance at three primary
healthcare units and one gynecology clinic in the city. The samples of endocervical material were evaluated for the diagnosis of
C. trachomatis by the PCR technique. Prior to sample collection, a Cancer Information System standard questionnaire was answered
by the participants. Fisher's exact test and chi-square test were used to evaluate the association between infection and the variables
of the questionnaire. Resulls: From the 126 endocervical samples analyzed, 39.7% were positive for C. trachomatis. 7he average
age of the participants was 31.7 years old. From the 118 women who did not show changes in the cervix, 43 were positive for
C. trachomatis, which reinforces the asymptomatic character of the infection. There was no significant association between endocervical
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infection by C. trachomatis and age, use of contraceptive pill, time of last pap test and signs of STI. Conclusion: The incidence of
C. trachomatis infection in the endocervical samples from these women can be considered high, which emphasizes the importance
of measures designed to clarify and prevent this important STI.

Key words: Chlamydia trachomatis; diagnosis; polymerase chain reaction; sexually transmitted diseases; public health.

RESUMEN

Introduccion: Chlamydia trachomatis es uno de los principales agentes causantes de infecciones de transmision sexual (I1S) en
hombres y mugeres, pero el mayor impacto de la infeccion se produce en el aparato reproducior de las mujeres, causando, entre
otros problemas, infertilidad. Objetivo: Calcular la incidencia de C. trachomatis defectada por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en muestras endocervicales de mujeres en Lages, Santa Catarina, Brasil. Métodos: Estudio descriptivo, transversal,
cuantitativo, realizado entre mayo y noviembre de 2017, con recoleccion de material endocervical de 126 muyjeres atendidas en tres
unidades bdsicas de saludy en un consultorio ginecologico. Se evaluaron las muestras de material endocervical para diagnostico de
C. trachomatis mediante la técnica de PCR. Todas las participantes respondieron a un cuestionario estandar del Sistema de Informacion
del Cancer (Siscan) antes de la recoleccion de las muestras. Las pruebas exacta de Fisher y de ji cuadrado fueron utilizadas para
evaluar la asociacion entre la infeccion y las variables del cuestionario. Resultados: De las 126 muestras endocervicales, el 39,7%
Jueron positivas para C. trachomatis. Las parlicipantes tenian edad media de 31,7 anios. De las 118 mujeres que no presentaron
alteraciones en el cuello uterino, 43 fueron positivas para C. trachomatis, lo que refuerza el cardcter asintomdltico de la infeccion.
No hubo asociacion significativa entre la infeccion endocervical por C. trachomatis y edad, uso de anticonceptivo, fecha del tiltimo
Papanicolaou y sefiales de ITS. Conclusion: La incidencia de infeccion por C. trachomatis en el material endocervical de esas mujeres
puede ser considerada alta. Eso muestra la importancia de medidas de aclaracion y prevencion de esa seria ITS.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis; diagnastico; reaccion en cadena de la polimerasa, enfermedades de transmision sexual;
salud puiblica.

| NTRODU(;AO Em relagdo a prevaléncia de DST por C. trachomatis, segundo
a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), o nimero de casos
atingiu 105,7 milhoes em todo 0 mundo em 2008®. Na Europa
e nos EUA, essa infeccao requer notificacao obrigatdria e, somente
nos EUA, dois a cinco milhdes de novos casos sao relatados a cada
ano, Por esse motivo, € considerada a principal DST bacteriana,
sendo denominada epidemia silenciosa por ser assintomdtica em
mais de 80% dos casos®. Na Europa, 345.000 casos de infeccdes
por C. trachomatis foram diagnosticados em 2010, Em 2016,
na Inglaterra, 200.000 individuos foram diagnosticadas com DST
causada por essa bactéria, representando quase metade de todas as

DSTs registradas no ano, com incidéncia mais frequente em jovens
A C. trachomatis pode infectar varios tipos de células e  de 15 a 24 anos?.

tecidos no corpo humano. Possui um ntimero consideravel de
infeccdes encontradas no trato urogenital, onde esse agente infecta
principalmente as células epiteliais colunares da mucosa genital e
o colo do titero (local mais comumente infectado nas mulheres) @,
Essa bactéria pode causar cervicite e uretrite infecciosa em
mulheres, além de doenga inflamatdria pélvica (DIP), provocando,
consequentemente, complicacdes no sistema reprodutivo, como No Brasil, ndo existem dados consolidados de infeccdes
dor pélvica cronica, gravidez ectdpica e infertilidade®. causadas por C. frachomatis por ndo ser uma doenca de

A Chlamydia trachomatis é uma das bactérias mais
prevalentes que causam doencas sexualmente transmissiveis
(DST) em homens e mulheres®. Os fatores de risco para infeccio
incluem ser jovem ou adolescente, ntimero de parceiros sexuais,
uso de pilula contraceptiva, registro de infeccéo por contato sexual
e baixos niveis educacionais e socioecondmicos®. Em geral, a
infeccdo € assintomatica em mulheres e menos observada em
homens, mas ela pode servir como reservatorio de transmissao de
bactérias para parceiros sexuais®,

Na América Latina, as infeccdes causadas por C. trachomatis
ndo sdo notificaveis, e as estimativas se baseiam em estudos
locais. Como exemplo, a prevaléncia dessa infecgdo em mulheres
sexualmente ativas foi de 26,4% na regido nordeste da Argentina‘®
e de 5% em mulheres profissionais do sexo no Peru®™.
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notificagdo obrigatoriat®. A prevaléncia dessa infecgdo, de acordo
com estudos clinicos com mulheres que receberam atendimento
médico em ambulatorios ginecologicos e nos consultorios de
ginecologistas, variou de 4,3% a 31%"9. Mas essa prevaléncia
pode variar de acordo com a regido, o método de diagndstico e
as caracteristicas das participantes. Em uma pesquisa realizada
em Manaus, por exemplo, 52,8% das mulheres com problemas
de infertilidade foram infectadas por C. trachomatis™. Em
Sdo Miguel do Oeste, Santa Catarina, a prevaléncia de infeccdo
por C. frachomatis em amostras endocervicais foi de 11%";
outro estudo feito com mulheres de Santa Catarina e Sao Paulo
apresentou prevaléncia de 56,4%°.

Os testes utilizados para o diagndstico de C. frachomatis
podem ser um fator limitante para a determinagdo de sua
prevaléncia em certos estudos. Metodologias convencionais, como
a cultura celular, requerem microrganismos vidveis e coleta
invasiva, e a falta de sensibilidade dificulta a identificacio da
bactéria™”. Nos tltimos anos, técnicas de amplificacéo de dcidos
nucleicos com base na reagio em cadeia da polimerase (PCR)
ofereceram melhorias na sensibilidade do diagnostico de infeccao
por C. trachomatis e, quando possivel, a triagem da bactéria é
recomendada®1?,

Portanto, devido a falta de estudos sobre infeccdo genital
causada por C. frachomatis em Santa Catarina, o objetivo deste
estudo foi estimar a incidéncia de C. #rachomatis detectada
pela técnica de PCR em amostras endocervicais de mulheres em
Lages-SC, Brasil.

METODOS

Participantes e desenho do estudo

Estudo quantitativo, descritivo e transversal para a deteccio de
C. trachomatis em células endocervicais de mulheres no periodo
de maio a novembro de 2017, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade do Planalto Catarinense (Processo
n° 2.028.254). Todos os participantes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido.

Os testes de coleta de células endocervicais para
C. trachomatis foram realizados em trés unidades basicas de
satide (UBS) localizadas nos bairros Tributo, Santa Monica e Coral
e no consultério de um ginecologista na cidade de Lages-SC. Esses
sites foram selecionados por conveniéncia devido a facilidade dos
pesquisadores em obter amostras e acessar os registros das visitas

mensais das mulheres para testes de triagem de rotina.

0 estudo incluiu mulheres com idade de 18 anos ou mais, ndo
gravidas, ndo pds-menopdusicas, sem histerectomia, sem relato
prévio de soroconversdo por imunodeficiéncia humana (HIV), sem
sangramento vaginal, sem perda urindria, sem uso de antibioticos
ou creme vaginal nos 30 dias anteriores, com abstinéncia de relagoes
sexuais nas 72 horas anteriores a0 exame, com agendamento de
exames de Papanicolaou nas UBS mencionadas. Mulheres que
ndo se enquadravam nos critérios de elegibilidade ou as que se
recusavam a participar da pesquisa foram excluidas.

As pacientes que atenderam aos critérios de elegibilidade foram
encaminhadas a uma enfermeira que explicou os objetivos e a
importancia de participar do estudo. Como resultado, 126 mulheres
foram selecionadas e todas responderam a um questiondrio
padréo fornecido pelo Sistema de Informagao do Cancer (SISCAN),
rotineiramente utilizado nas UBS e clinicas de ginecologia antes
da coleta da amostra para o exame de Papanicolaou. As seguintes
informagGes foram obtidas no questiondrio: idade, motivo do
teste, se ja fez exame de Papanicolaou, data do ultimo exame de
Papanicolaou, se jd utilizou algum dispositivo intrauterino, se
estava tomando pilulas anticontraceptivas e se teve sangrando
depois da atividade sexual. Apds o exame de Papanicolaou, foram
coletadas informagGes sobre o colo do ttero (normal ou anormal)
e se havia sinal de DST.

Coleta de amostras

Apos o consentimento, a paciente foi levada para a sala de
coleta, onde a enfermeira coletou primeiro a amostra para o
exame de Papanicolaou indicado e, em seguida, realizou a coleta
de células endocervicais para o teste de C. trachomatis. Para essa
segunda coleta, foi utilizada uma escova endocervical (Cytobrush),
girando-a 360° no endocérvice para coletar células escamosas.
Cada amostra foi armazenada em 400 microlitros de solugdo TE
[tris-HCI pH 8,0 10 mM/4cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
pH 8,0 1 M] e mantida a -20°C até o momento da andlise.

Diagnéstico de PCR

Para os testes, cada amostra foi tratada com 400 pl de
solucao de TPK (TE 20%, 10 mg/ml de proteina K) seguida de
incubagdo a 60°C por 90 minutos e depois fervida por 10 minutos;
0 4cido desoxirribonucleico (DNA) foi extraido pelo método fenol/
cloroformio.

Primers de 1KL10
(5'TCCGGAGCGAGTTACGAAGA3’), KL20
(3’ AATCAATGCCCGGGATTGGTS’) foram utilizados para amplificar
um fragmento de 241 pares de bases de DNA de plasmideo de

plasmideo®
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C. trachomatis utilizando PCR. O PCR consistiu em 5 pl de DNA
e 5 ul de tampdo 10x PCR, 2 ul de MgS04 50 mM, 1 pl de ANTP
10 mM, 5 pl de cada primer (5 pmol/pl) e 0,2 pl de 5 U/pl Taq
DNA polimerase e 26,8 pl de 4gua para completar 50 pl de volume.

A amplificagio foi realizada em termociclador utilizando
um programa de amplificacio de 30 ciclos, pré-desnaturacéo
a 94°C por 60 segundos, desnaturagio a 94°C por 30 segundos,
recozimento a 57°C por 60 segundos e alongamento a 72°C por
2 minutos, seguido de um alongamento final a 72°C por 8 minutos.
A andlise dos amplicons foi realizada por eletroforese em gel de
agarose (1,5%) corado com brometo de etidio.

Para confirmar a identidade do amplicon, todas as amostras
positivas para C. trachomatis foram sequenciadas. Para preparar
as amostras para o sequenciamento de amplicons, um tubo de
microcentrifuga foi utilizado, preenchido com 240 ng de DNA e
completado com 4gua milli-Q até um volume final de 6 pl. Em
seguida, foi secado em um SpeedVac a 35°C por 30 minutos e
enviado para sequenciamento, realizado em um analisador
genético da ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
pela empresa ACTGene.

Na andlise, um controle positivo (CP) e um controle negativo
(CN) para C. trachomatis foram utilizados, nos quais o DNA
no estava presente onde havia uma amplificagio do fragmento
de 241 bp do DNA de C. trachomatis em amostras endocervicais
submetidas a PCR (Figura).

Analises estatisticas

descritiva; os valores foram apresentados em porcentagem.
0 teste exato de Fisher e o qui-quadrado (p < 0,05) foram
utilizados para avaliar a associacao entre infeccdo e idade,
uso de pilula anticoncepcional, tempo do ultimo exame de
Papanicolaou e sinais de DST [IBM SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences, versdo 20)].

RESULTADOS

A idade média dos participantes foi de 31,7 anos (18 a 53
anos), e a incidéncia de C. frachomatis foi de 39,7% (n = 50)
das 126 mulheres que participaram do estudo. Em relacdo a
incidéncia de C. trachomatis nas UBS estudadas, uma em cada
trés mulheres da UBS Coral foi positiva para a bactéria; na UBS
de Santa Monica, sete de 18 foram positivas; na UBS Tributo PHU,
15 de 35 foram positivas e, no consultorio do ginecologista, 28 de
70 mulheres foram positivas. A incidéncia de C. frachomatis em
amostras endocervicais e as informacdes coletadas no questiondrio
SISCAN estao apresentadas na Tabela.

Nao houve associacdo significativa entre infeccio endocervical
por C. trachomatis e idade, uso de pilula contraceptiva, tempo do
tiltimo exame de Papanicolaou (um ano ou dois ou mais anos
antes) e sinais de DST (p > 0,05).

TABELA — Informagdes sobre os participantes com base no questionario SISCAN
e incidéncia de Chlamydia trachomatis em amostras endocervicais. Nao houve

diferenca significativa entre as médias (p > 0,05)

Os resultados da PCR para C. frachomatis e os dados Vasidvel Total  Positivo para Chlamydia
obtidos no questiondrio foram tabulados e submetidos a andlise n__ % n %
Motivo para fazer o teste

Triagem 116 92 47 40,5

Acompanhamento 10 8 4 40

Vocé ja fez um exame de Papanicolaou?

Sim 119 944 49 412

Néo 7 5,0 7 100

Ultimo teste de Papanicolaou

Um ano atrds 6 48 2 333

Dois ou mais anos atrds 120 95,2 48 40

Uso de pilula contraceptiva

Sim 46 365 22 478

Néo 80 035 28 35

- g e Sangramento apés a relacdo sexual

Sim 20 159 8 40

i ) ) 3 i s o o Nio/ndo sabe/ndo lembra 106 84,1 43 40,5
Inspecio cervical

FIGURA — Amplificagdo do fragmento de 241 bp do DNA de C. trachomatis em gel de Normal 118 93,6 43 36,4

agarose a 1,5% Anormal 8 63 6 75

Fonte: Autor. Sinais de DST

DNA: dcido desoxirribonucleico; L: marcador de tamanho molecular de 100 bp (Ludwig); Sim 16 13 9 56,2
colunas 1-2: amostras positivas; colunas 3-5: amostras negativas; CN: controle negativo; Ndo 110 87 42 382

CP: controle positivo; AP: amostra conbecida por C. trachomatis. SISCAN: Sistema de Informagdo sobre Cancer; DST: doengas sexualmente transmissivess.
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DISCUSSAO

A incidéncia de 39,7% de infeccdo por C. trachomatis
encontrada nas amostras de células endocervicais das mulheres
deste estudo € considerada alta quando comparada com outros
trabalhos regionais realizados no Brasil, onde a incidéncia de
infeccdo por essa bactéria, analisada por PCR, foi em média
11%1 %20 Em estudos recentes realizados em Santa Catarina,
a incidéncia dessa infeccdo variou. Nas amostras endocervicais
autocoletadas de estudantes universitdrias de Floriandpolis,
também testadas por PCR, a incidéncia foi de 3%“*”. Em outro
estudo realizado em Palhoca-SC com amostras endocervicais
de pacientes com HIV, a incidéncia de C. #rachomatis detectada
por PCR foi de 1,8%. Esta pesquisa alerta para a importancia
do rastreamento da incidéncia dessa bactéria em amostras
endocervicais durante as visitas de rotina das mulheres nas UBS
e nos consultorios ginecoldgicos, mesmo naquelas pacientes
sem queixas e sem sinais ou sintomas, porque € sabido que essa
infeccdo, na maioria dos casos, € assintomatica®.

Segundo o Ministério da Satide, de 2007 a 2017, 8.527 casos
de HIV foram notificados em Santa Catarina, especialmente em
2016, com 1.880 registros. Entre 2010 e 2017, 16.200 casos de
sifilis foram notificados; 2016 foi 0 ano com o maior nimero de
notificagdes (5.379 casos), 0 que mostra um aumento de DSTs
a0 longo dos anos®®. De acordo com dados do Departamento de
Satde, o niimero de casos notificaveis de DSTs também aumentou
em Lages-SC a0 longo dos anos. O aumento da transmissao das
DSTs, tanto para as de notificacdo obrigatdria ou nao, como a
infecgdo por C. trachomatis"®, ocorre devido 2 falta do uso de
preservativos e de outras medidas preventivas negligenciadas por
parte da populacao, como demonstrado no presente estudo.

A sensibilidade e a especificidade do método de diagndstico
empregado neste estudo podem ter contribuido para a alta
incidéncia de C. trachomatis, considerando que a técnica de
amplificagdo de dcidos nucleicos com base na PCR fornece
maior sensibilidade e especificidade em comparacao com outros
métodos™. Considerando que essa infecco pode prejudicar a
satide reprodutiva de mulheres e homens, sugerimos o uso de PCR
para rastrear essa bactéria nas rotinas preventivas de satide de UBS
e consultrios de ginecologistas em Lages-SC.

Das 119 mulheres que ja fizeram o exame de Papanicolaou,
49 tiveram C. trachomatis; das sete mulheres que nunca fizeram
esse teste antes, todas foram positivas para C. frachomatis, o
que sublinha a importancia de fazer esse exame, nao apenas
para diagnéstico de cancer do colo do ttero, mas para auxiliar
o diagndstico de DSTS. Assim, o teste de triagem para deteccio

de C. trachomatis € importante, principalmente durante as
visitas de rotina ao ginecologista, pois esta bactéria pode causar
infertilidade feminina, bem como parto prematuro em mulheres
grvidas, baixo peso ao nascer e pode ser transmitida 2 crianga no
nascimento, causando doencas pulmonares e oculares.

De todas as mulheres que participaram da pesquisa, 46
usavam pilulas anticoncepcionais e 22 delas foram positivas
para C. trachomatis. Das 80 mulheres que ndo tomaram pilulas
anticoncepcionais, 28 foram positivas para a bactéria. O uso
da pilula nao foi um fator predisponente nesta pesquisa para a
presenca de infeccdo por C. trachomatis, mas pode-se inferir que
mulheres que tomam pilulas anticoncepcionais geralmente nio
usam preservativo, o que pode aumentar o risco de DST®.

Quando o profissional de satide coleta amostras para o exame
de Papanicolaou, ele também examina o colo do utero e verifica
sinais de DST, como corrimento, hiperemia, feridas e odor. Neste
estudo, de 118 mulheres com colo uterino normal, 43 foram
positivas para C. trachomatis, o que reforca o fato de que essa
infecgo € principalmente assintomdtica. Por outro lado, seis em
cada oito mulheres que apresentaram alteragdes do colo uterino
apresentavam C. frachomatis, uma caracteristica dessa infeccao.
Por ser uma bactéria intracelular, infecta particularmente as
células epiteliais colunares da mucosa genital; a endocérvix € o
local mais comumente infectado nas mulheres.

Dezesseis mulheres exibiram sinais de DST, nove delas
estavam infectadas por C. frachomatis; 42 das 110 mulheres que
nao apresentaram sinais de DST foram positivas para a bactéria.
Isso ressalta a importdncia do exame de Papanicolaou, que
fornece dados clinicos importantes para o diagnostico de DSTS e
para a necessidade de investigar a incidéncia de C. frachomatis,
pois muitas mulheres s2o assintomaticas para essa infeccao.

Nesse sentido, acOes preventivas devem ser adotadas,
uma vez que a maioria dos individuos desconhece a infeccio
causada por C. trachomatis e suas consequéncias, mesmo sendo
considerada uma das DSTs bacterianas que podem ser facilmente
tratadas e curadas. Infelizmente, no Brasil, C. trachomatis
néo € investigada e notificada como outras DSTs (HIV, sifilis e
hepatite) e seu diagndstico impacta positivamente na qualidade
de vida das mulheres, considerando a possivel reduco do risco
de cervicite uretrite e de DIP; esta causa complicacdes no sistema
reprodutivo feminino, como dor pélvica cronica, gravidez ectopica
e infertilidade®. Além disso, a triagem de individuos sexualmente
ativos pode diminuir o 6nus da doenca, pois leva ao tratamento e
evita graves implicacoes para a satide de mulheres e homens®?,

Este foi o primeiro estudo sobre C. frachomatis em Lages-SC
e os resultados enfatizam a importancia do desenvolvimento de
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medidas de satde para conscientizagdo e prevencdo desta DST
critica nessa cidade. As mulheres que participaram da pesquisa se
beneficiaram do resultado dos testes, que foram entregues as UBS e
ao consultorio do ginecologista para tratamento e esclarecimentos
adicionais sobre as consequéncias da infeccio por C. trachomatis.

Este estudo apresenta algumas limitagdes. Nossos resultados
vieram de quatro locais diferentes de coleta em Lages-SC e néo
estd claro como eles podem ser estendidos para outras dreas da
cidade, embora a proporcio de deteccdo da infeccdo tenha sido
semelhante entre os locais; também ndo havia possibilidade de
avaliar os fatores de risco associados a infeccdo por C. trachomatis,
porque s6 poderfamos utilizar o questiondrio padrao SISCAN dos
servicos de rotina da UBS e dos consultorios médicos, onde os
dados foram coletados. Portanto, sdo necessarios mais estudos
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