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RESUMO

As mulheres, no periodo da gestacdo, passam por diversas alteracdes fisiologicas,
imunoldgicas, hormonais e anatdbmicas em seu corpo, alteracdes estas que as deixam
vulneraveis a algumas infec¢cdes. Um dos patégenos que frequentemente infecta
mulheres e que pode ter consideravel impacto sobre gestantes é a bactéria Chlamydia
trachomatis (CT), cuja infeccdo € geralmente silenciosa e pode trazer sérias
consequéncias para a mae e o feto, tais como o parto prematuro, gravidez tubaria e
aborto esponténeo. O rastreamento rotineiro dessa bactéria em mulheres em idade
fértil e em gestantes tem sido realizado em alguns paises desenvolvidos, mas ainda
nao no Brasil. O objetivo desta pesquisa foi estudar a infeccdo por CT em gestantes
atendidas nas Unidades Basicas de Saude do Municipio de Coari, Amazonas, Brasil,
e verificar possiveis associacfes entre a presenca de CT e variaveis clinico-
epidemioldgicas. Trata-se de um estudo descritivo e transversal, com gestantes
atendidas nessas unidades durante a consulta de pré-natal, entre julho de 2016 e
marco de 2017. As gestantes responderam um questionario contendo dados sécio-
demograficos, comportamentais e clinicos. O diagnéstico da CT foi realizado pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras de urina e cérvico-
vaginais. De um total de 164 gestantes selecionadas, 100 foram incluidas no estudo.
A média de idade foi de 22,87 anos (DP= 6,24). A taxa de prevaléncia da infeccéo por
CT encontrada foi de 18% (18/100). A prevaléncia da CT nas amostras de urina foi de
15% (IC95%: 8,65 — 23,53) e nas amostras cérvico-vaginais foi de 11% (1C95%: 5,62
—18,83). A prevaléncia da CT foi encontrada nas gestantes com média de idade de
21,15 anos (DP=4,65), e foi maior nas que tiveram o inicio da atividade sexual antes
dos 15 anos de idade, e nas primigesta, no entanto, somente associada com as que
tiveram mais de dois parceiros nos ultimos 12 meses (p= 0,022) e as que
apresentaram queixa ginecologica “dor apods a relagao sexual” (p= 0,05). Este estudo
mostrou uma alta prevaléncia (18%) da infec¢do causada por CT entre gestantes do
municipio de Coari/AM, e reforca a necessidade do rastreio dessa infec¢ao durante o
pré-natal nessa populacao.

Palavras-Chave: Chlamydia trachomatis; Gestantes; Reacdo em cadeia da

polimerase (PCR); Amazonas.



ABSTRACT

Women in the gestation period undergo several physiological, immunological,
hormonal and anatomical changes in their body, changes that leave them vulnerable
to some infections. One of the pathogens that frequently infects women and which may
have a considerable impact on pregnant women is the bacterium Chlamydia
trachomatis (CT), whose infection is generally silent and can have serious
consequences for the mother and fetus, such as premature birth, tubal pregnancy, and
spontaneous abortion. The routine screening of this bacterium in women of
childbearing age and in pregnant women has been carried out in some developed
countries, but not yet in Brazil. The objective of this study was to study CT infection in
pregnant women attended at the Basic Health Units of the Municipality of Coari,
Amazonas, Brazil, and to verify possible associations between the presence of CT and
clinical-epidemiological variables. It is a descriptive and cross-sectional study, with
pregnant women attended at these units during the prenatal visit between July 2016
and March 2017. The pregnant women answered a questionnaire containing socio-
demographic, behavioral and clinical data. The diagnosis of CT was performed using
the polymerase chain reaction (PCR) technique in urine and cervix-vaginal samples.
Of a total of 164 pregnant women selected, 100 were included in the study. The mean
age was 22.87 years (SD = 6.24). The prevalence rate of CT infection was 18%
(18/100). The prevalence of CT in the urine samples was 15% (95% CI: 8.65 - 23.53)
and in the cervix-vaginal samples was 11% (95% CI: 5.62 - 18.83). The prevalence of
CT was found in pregnant women with a mean age of 21.15 years (SD = 4.65), and
was higher in those who started sexual activity before 15 years of age, and in the
primigravida, but it was only Associated with those who had more than two partners in
the last 12 months (p = 0.022) and those with gynecological complaint of "pain after
intercourse” (p = 0.05). This study showed a high prevalence (18%) of CT infection
among pregnant women in the municipality of Coari/AM, and reinforces the need to

screen for this infection during prenatal care in this population.

Key words: Chlamydia trachomatis; Pregnant women; Polymerase chain reaction
(PCR); Amazonas
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INTRODUCAO

Na gestacéo ocorrem mudancas na vida da mulher. Essas mudancgas incluem
alteracdes hormonais, fisiologicas e reducéo da atividade ou eficiéncia imunoldgica,
deixando-a vulneravel. A mulher, por isso, esta mais propensa a aquisi¢cdo de doencas
e infec¢Bes sexualmente transmissiveis (IST) durante essa fase da vida (COSTA et
al., 2010).

As IST podem afetar tanto a saude materna, quanto a fetal, trazendo
consequéncias biologicas, econbmicas, sociais, desconforto e transtornos
emocionais. Dentre os patdgenos sexualmente transmissiveis, a infeccdo pela
Chlamydia trachomatis (CT) € uma das mais comuns, e esta associada aos problemas
na saude reprodutiva da mulher (MALHOTRA et al., 2013).

Cinquenta a 80% das mulheres infectadas pela CT nao desenvolvem
sintomas; essas mulheres sdo consideradas, por isso, como reservatorios silenciosos
desse patdégeno e continuam a transmiti-lo sexualmente. Esta infeccdo ndo tratada
permite a sua propagacao para o trato genital superior, podendo levar a doenca
inflamatoria pélvica (DIP), gravidez ectdpica e infertilidade, dentre outras condicbes
patologicas (GHOSH et al., 2015; SULAIMAN et al., 2014).

As gestantes infectadas com CT podem desenvolver gravidez ectdpica,
ruptura prematura de membranas e consequentemente parto prematuro ou abortos
espontaneos (NAKUBULWA et al., 2015; ROURS et al., 2011a). Isso ocorre porque
essas bactérias sdo intracelulares obrigatérias, com isso, causam lise celular levando
a inflamacdo do tecido que reveste a cavidade interna do Utero, o endométrio
(MERCER, 2005).

Os neonatos correm o risco de serem contaminados durante o parto normal
pelo canal vaginal infectado ou cesariano apés a ruptura da bolsa amniética (SOUZA
et al., 2012). Estes podem nascer com baixo peso, podendo desenvolver conjuntivite,
problemas respiratorios e no decorrer dos anos, sofrer com doencga pulmonar
obstrutiva crénica (BEKLER et al., 2012; ROURS et al., 2009).

Paises como Nova Zelandia, Australia, Estados Unidos, Japao e Alemanha
realizam o rastreio da infeccdo por CT em gestantes < 25 anos, a fim de evitar
complicagcbes na gravidez (KEEGAN, DIEDRICH e PEIPERT, 2014; LI et al., 2013;
SUZUKI et al., 2015; WISE, SADLER e EKEROMA, 2015). No Brasil, o servigo publico
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e particular ndo realizam o rastreio rotineiramente dessa infeccdo (COSTA et al.,
2010). O que se sabe dessa infeccdo em gestantes advém de estudos
epidemioldgicos, nos quais os testes moleculares séo as técnicas mais utilizadas, pois
apresentam elevada sensibilidade e especificidade no diagnostico dessa infeccao
(LJUBIN-STERNAK e MESTROVIC, 2014).

Os testes moleculares permitem a utilizacdo de amostras como urina e
cérvico-vaginal para deteccao de CT. A urina contém acidos nucléicos derivados das
células epiteliais tubular renal, urotelial de transicdo e células escamosas. E uma
amostra ndo-invasiva, auto-coletavel, cuja sensibilidade e especificidade da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) para deteccéo de CT varia de 87 a 99.8%. Apresenta,
no entanto, inibidores como DNAse e RNAse, que podem degradar o material genético
e interferir na PCR, 0 que pode ser minimizado quando usados tampdes que inativem
esses inibidores e kits de extracdo de DNA apropriados (ALAEDDINI, 2012; EL BALI
et al., 2014; GHOSH et al., 2015).

A amostra cérvico-vaginal € de facil transporte e ndo exige muitas etapas de
processamento, com resultados satisfatorios na deteccdo da CT em muitos estudos
epidemioldgicos por meio da técnica de PCR (MEYER, 2016). Essas amostras contém
muitas células epiteliais escamocolunares, células pelas quais a CT tem alto tropismo
(CEVENINI, DONATI e SAMBRI, 2002; GHOSH et al., 2015).

Portanto, a realizacdo de estudo que compare o uso desses dois tipos de
amostras para deteccdo da CT em gestantes, que € uma populacédo considerada de
risco, mostra um norteamento para o uso de uma dessas amostras para o rastreio da
infeccdo nessa populacdo. Conhecer a situagcédo epidemioldgica da infeccédo por CT
em gestantes é muito importante, pois estes dados ajudam a visualizar a necessidade
de rastreio desta infec¢éo, bem como a elaboracao de estratégias para realizacao do
mesmo.

O rastreamento da CT em mulheres jovens € uma pratica bem estabelecida
em alguns paises desenvolvidos, e tem mostrado excelentes resultados em relagédo
ao custo-beneficio, uma vez, que as possiveis consequéncias clinicas da infec¢ao por
CT sé&o bastante onerosas aos servi¢cos de saude (cirurgias decorrentes de gravidez
ectopica, internacbes prolongadas em caso de parto prematuro, aborto) e
emocionalmente dolorosas para o casal acometido (SMITH e ANGARONE, 2015). No
Brasil, no entanto, esse rastreamento organizado néo é realizado, e esta infec¢cdo ndo

€ de notificacdo compulsoria, o que dificulta ainda mais a visibilidade do problema.
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Nas gestantes, a infeccdo por CT vem sendo negligenciada, pois nao faz parte dos
exames solicitados durante o pré-natal. O fato é que a infeccdo por esta bactéria
aumenta o risco de morbidade e mortalidade, tanto para o feto quanto para o neonato
(ANDRADE et al., 2014; SILVEIRA, 2011).

Estudos tem mostrado a prevaléncia da infeccdo por CT em gestantes e
também esse estudo vem contribuir para o conhecimento da prevaléncia da infecgédo
por CT em uma amostra de gestantes atendidas na rede municipal de saude do
municipio de Coari. O Municipio de Coari estad as margem do lago de Coari (Figura 1),
no Rio Solimdes, localizado a 363 Km de distdncia do municipio de Manaus, capital
do Estado do Amazonas. De acordo com o IBGE (2016), sua populacéo é estimada
em 83.929 habitantes. Neste municipio ha intensa exploracdo de Petrdleo e Gas
Natural, e desde o ano de 2000, a constru¢do do gasoduto Coari-Manaus atraiu um
grande fluxo de pessoas para a cidade, principalmente trabalhadores do sexo
masculino. Neste contexto, € importante estudar as mudancas relacionadas ao
comportamento sexual e suas consequéncias para a populacao e para o sistema de
saude local, considerando que a multiplicidade de parceiros é fator predisponente as
IST (SMITH e ANGARONE, 2015).

Nesse municipio, a populacdo tem dificil acesso aos servicos mais
sofisticados de salude e os servicos de saude local ndo oferecem exames para o
diagnéstico da infeccédo por CT e, tdo pouco, as mulheres tem o conhecimento da
mesma e das suas consequéncias. E ainda, desse local ndo se tem nenhuma
informacgéo sobre a infeccdo por CT em mulheres gestantes, com isso, esse estudo
torna-se uma oportunidade de deteccdo da infeccdo nessa populacdo para que
medidas de prevencdo possam ser tomadas, permitindo o tratamento precoce a fim
de prevenir resultados adversos na gravidez. O resultado desse estudo s6 veem
contribuir com outros estudos brasileiros e mostrar a realidade dessa infec¢ao nesse
municipio para que sejam elaboradas estratégias de cuidado mais regionalizadas que

possam ser acrescentadas as ja existentes.



Figura 1 Localizag&o geogréfica do municipio de Coari, Amazonas

10.000

0.000

-10.000

15

-80.000 -70.000 -60.000 -50.000
o
o
Q
4
P
. &
V 1S
N
A
250 0 250 500 750 1000 km
o
4 8
U L g
Legend
NN Coari
[] Amazonas
[ Brazil
E] Latin America
4
Lo
-80.000 -70.000 -60.000 -50.000

Fonte: Araujo, 2017



16

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS

As infeccdes sexualmente transmissiveis (IST), sdo condi¢cBes bioldgicas que,
quando nao tratadas, podem causar fortes impactos na saude reprodutiva - materna
e fetal - trazendo consequéncias emocionais, econémicas e sociais. A maioria destas
infeccbes, quando diagnosticadas, sdo facilmente curaveis. Por se tratar de um
assunto intimo, e ainda com uma forte carga de discriminacédo na sociedade, muitas
vezes sdo diagnosticadas tardiamente, permitindo que doencas graves se
desenvolvam. Quando diagnosticadas e tratadas precocemente, diminuem os altos
custos com tratamentos (KRIESEL et al., 2015; SAMARAWICKREMA et al., 2014).

Estima-se que 499 milhdes de novos casos de IST em adultos na faixa etaria
de 15 a 49 anos ocorram no mundo anualmente. Nas Américas, estima-se que
ocorram 126 milhdes de novos casos de IST a cada ano (WHO, 2012). Em 2013, o
Centers for Disease Control and Prevention (CDC - Centro de Controle e Prevencéo
de Doencas) estimou nos Estados Unidos aproximadamente 20 milhdes de novos
casos de IST por ano. Para o Brasil, as estimativas da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) é de 6 milhdes a cada ano (http://www.aids.gov.br/pagina/dst-no-brasil). Alguns
comportamentos contribuem para a aquisicao dessas infec¢des, como inicio precoce
da atividade sexual, alto nUmero de parceiros sexuais, ndo uso de preservativo, idade
jovem (< 25 anos), dentre outros fatores (JALIL et al., 2008; SMITH e ANGARONE,
2015).

Existem mais de 30 diferentes patdgenos sexualmente transmissiveis,
incluindo bactérias, virus e parasitas (WHO, 2012), tais como Neisseria gonorrhoeae,
Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
genitalium, Ureaplasma urealyticum/parvum, tipo 1 e 2 do virus herpes simples,
Gardnerella vaginalis, Papilomavirus Humano (HPV), Virus da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), Hepatite B/C (ASHSHI et al., 2015; GROUP, 2014).

Na maioria das vezes esses microrganismos nado desenvolvem sintomas e
cursam sem causar qualquer alteragcdo no organismo humano, desenvolvendo seu
ciclo de vida normalmente (TAYOUN et al., 2015; MCKECHNIE et al., 2009). Infectam

principalmente o trato genital inferior e, a longo prazo, o superior. Causam doenca
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inflamatoéria pélvica (DIP), cervicite, uretrite, disiria e Ulcera genital. Quando nao
tratadas, podem gerar graves sequelas no trato genital superior, tais como gravidez
ectdpica, parto prematuro, cegueira, infertilidade, dor pélvica crénica, abscessos
tubos-ovarianos, cancer cervical e morte neonatal (BAZAN et al.,, 2015; GROUP,
2014). Além desses locais de infec¢Bes, alguns patdgenos infectam outros sitios
anatdmicos, como os virus da hepatite B e C, que infectam tecido hepético, o HIV que
infecta as células do sistema imunologico, e 0s que atingem principalmente as células

do sistema nervoso periférico como Herpesvirus simples (BRASIL, 2015b).

1.2 GESTACAO E INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS

A gestacao compreende o periodo desde a fertilizagdo do ovécito secundario
pelo espermatozoide até o parto, abrangendo todo o desenvolvimento embrionério e
fetal (FERNANDES, FORTUNATO e PINTO, 2010). Durante este periodo, varias
mudancas anatdmicas, fisioldgicas, imunolégicas e emocionais ocorrem na mulher
(PICCININI et al., 2008; YANAMANDRA e CHANDRAHARAN, 2012).

Durante o periodo gestacional, as células da mucosa cervical produzem um
tampdo mucoso espesso e opaco, o opérculo, que obstrui o orificio do canal cervical,
protegendo contra a invasdo de patdgenos. Essa secrecao é acida (pH < 4,5) devido
a producéo de acido lactico (GONDO et al., 2010). Essa acidez protege contra alguns
microrganismos, mas a mulher ndo deixa de ser vulneravel a outras infec¢des fungicas
e bacterianas devido as altera¢des imunolégicas que ocorrem durante a gravidez que
cooperam para essa vulnerabilidade. Nesta fase, hd uma diminuicdo na quantidade e
na quimiotaxia dos leucécitos polimorfonucleares, além da diminuicdo da producao de
citocinas, que sao importantes mecanismos de defesa do organismo contra infec¢des
causadas por agentes patolégicos (COSTA et al., 2010; SOUZA, BATISTA FILHO e
FERREIRA, 2002).

A mulher, durante sua vida, pode adquirir varias IST assintomaticas, ficando
sem diagnostico e tratamento. Durante a gestacdo a mulher pode estar infectada ou
adquirir no decorrer desse periodo, podendo ter consequéncias bastante
desagradaveis (ASHSHI et al., 2015; OVALLE et al., 2011).

Dentre essas IST de grande impacto no periodo da gestacao esta a infeccéo
por Treponema pallidum, causador da sifilis. Esta condicéo clinica pode causar a

morte intrauterina e a transmissao vertical, levando a neonatos enfermos e 6bitos
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neonatais. No mundo estima-se que 1,8 milhdo de gestantes estejam infectadas pela
sifilis (DOMINGUES et al., 2014). No Brasil, em 2013 foram notificados 21.382 casos
de sifilis em gestante, sendo 10.052 (47,0%) na Regido Sudeste, 4.433 (20,7%) na
Regido Nordeste, 2.795 (13,1%) na Regido Sul, 2.141 (10,0%) na Regidao Norte e
1.961 (9,2%) na Regiao Centro-Oeste, e 13.705 casos de sifilis congénita em menores
de um ano de idade, a maioria dos quais na Regido Sudeste (43,1%), seguidos pelo
Nordeste (32,2%), Sul (11,4%), Norte (7,8%) e Centro-Oeste (5,5%), dados do boletim
epidemiologico de Sifilis (BRASIL, 2015a).

As gestantes acometidas com a Neisseria gonorrhoeae apresentam um risco
maior de prematuridade, ruptura prematura de membrana, perdas fetais e retardo do
crescimento uterino, além de consequéncias para o bebé, tais como conjuntivite,
pneumonite intersticial atipica, bronquite e otite média no recém-nascido (COSTA et
al., 2010). Na maioria das vezes essa infeccdo € assintomatica, o que faz com que a
infecgao se prolifere sem ser diagnosticada causando as consequéncias no sistema
reprodutor feminino e danos no periodo gestacional citados. Casos de vaginites
induzindo o parto prematuro tém sido relatados na gravidez, o que leva a mortalidade
perinatal quando néo tratada precocemente (XU,DU e XIE, 2015).

A infeccdo neonatal pelo Citomegalovirus Humano pode levar a um grave
comprometimento fetal com quadros de ictericia, hepatoesplenomegalia, anomalias
no sistema nervoso central e crescimento intrauterino restrito (OLIVEIRA et al., 2011).
Os achados cerebrais podem ser: microcefalia, ventriculomegalia, mega cisterna,
hipoplasia cerebelosa, malformacéao de tipo Dandy-Walker ou schizencefalia; vasculite
dos nucleos talamicos e dos nucleos cinzentos centrais (descritos sob o termo de
imagens em candelabro); hiperecogeneicidades punctiformes do parénquima cerebral
ou das regides periventriculares; anomalias do corpo caloso e anomalias da migracao
neuronal e da giracdo. Alem dessas complicacbes, esse patdgeno contribui para a
malformacéo congénita e surdez, por sua transmissao vertical ser hematogena
transplacentar (TAVARES et al., 2011).

A transmissdo vertical da infeccdo pelo Herpesvirus simples 2 ocorre
intrattero, periparto ou pos-parto. A infeccdo no neonato pode acometer a pele, olho
e boca. Além desses locais, também pode acometer o sistema nervoso central e
acontecer infec¢do disseminada, envolvendo multiplos 6rgdos. Geralmente ocorrem

com menos frequéncia as manifestacdes associadas a infec¢édo fetal intradtero como
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micro-oftalmia, displasia de retina, coriorretinite, microcefalia, hidranencefalia e
displasia cutis (MORONI, TRISTAO e URBANETZ, 2011).

A infecg&o por Trichomonas vaginalis durante a gravidez aumenta a resposta
inflamatdria da gestante e pode reduzir a rigidez da membrana corioamniotica,
levando a ruptura prematura de membrana e consequentemente ao parto prematuro.
A transmisséo vertical se da pelo canal do parto e pela ingestdo das secrecdes
maternas. Os sintomas no recém-nascido séo a irritabilidade, febre, corrimento branco
nublado, infeccdo do trato urinério e problemas respiratérios e morbidade perinatal
(COLEMAN, GAYDOS e WITTER, 2013; SILVER et al., 2014).

Certamente a transmisséo vertical do Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) é a de maior impacto biologico e social dentre as IST. Ela pode ocorrer em
qualquer fase da gestacao, bem como no momento do parto e no pés-parto através
do aleitamento materno. Nas mulheres infectadas, dado o carater imunossupressor
da doenca, eleva-se a morbidade perinatal e o aparecimento de infeccbes
oportunistas. Entre 20 e 25% dos casos de infeccdo acontecem no periodo intrautero,
seja por via transplacentaria do virus para a circulagdo fetal, por células
mononucleares maternas infectadas pelo HIV quando alcancam diretamente a
circulacao fetal, e por via “célula a célula” de camadas placentarias sucessivas a partir
do contato no espaco intravilositario. A transmissdo no trabalho de parto ocorre em
cerca de 60 a 75%, devido as rupturas na barreira de protecéo da pele da criangca com
a exposicdo mucocutanea a sangue e secre¢des maternas contaminadas (ABEYA et
al., 2004; KAKEHASI et al., 2014). Na Rede de Atencao Basica a Saude estéo inclusos
0s exames soroldgicos para deteccdo do HIV (Sorologia anti-HIV ou teste rapido),
sendo esta uma das principais intervencdes realizadas pelo Sistema Unico de Sautde
(SUS) brasileiro a fim de garantir o bem-estar da méae e do filho, pois quando detectada
na gestacdo inibe em até 99% a transmissdo materno-fetal do virus (FEREZIN,
BERTOLINI e DEMARCHI, 2013).

O aparecimento das lesdes genitais causadas pelo Papilomavirus Humano
(HPV) nas gestantes se torna frequente devido ao maior comprometimento do sistema
imunoldgico neste periodo da vida da mulher. Uma maior vascularizagdo na regiao
genital e alteracdes hormonais também estdo relacionadas ao aumento e até ao

‘ressurgimento” da infec¢ao neste periodo. Em alguns casos, o crescimento de les6es
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expansivas verrucosas — tais como o Condiloma Acuminado — pode atingir grandes
proporc¢des e levar a obstru¢ao do canal do parto (COSTA et al., 2010).

A infeccdo causada pela bactéria Chlamydia trachomatis (CT) em gestantes
acarreta danos como aborto, gravidez ectépica, ruptura prematura de membranas e
parto prematuro. I1sso acontece porgue quando a bactéria termina seu ciclo de vida, a
mesma destroi as células epiteliais dos tecidos que revestem o Utero e causam
obstrucdo das tubas uterina do hospedeiro (VALLADAO et al., 2011). No recém-
nascido essa transmissdo ocorre na hora do parto, causando sequelas no neonato
como conjuntivite, manifestacbes respiratorias, baixo peso ao nascer e o6bito fetal
(BRANDAO, LACERDA e XIMENES, 2010; VALLADAO et al., 2011).

1.3 Chlamydia trachomatis (CT)

1.3.1 Biologia bacteriana e ciclo de desenvolvimento

A Chlamydia trachomatis € uma bactéria sexualmente transmissivel,
patogénica em humanos, que pertence ao filo Chlamydiae, classe Chlamydiia, ordem
Chlamydiales, familia Chlamydiaceae, género Chlamydia, espécie trachomatis
(EVERETT, BUSH e ANDERSEN, 1999; SACHSE et al., 2015).

E uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatéria, que infecta
principalmente as células epiteliais da conjuntiva, uretra, endocérvice e endométrio
(DAUTRY-VARSAT et al., 2005; DERUAZ e LUSTER, 2015). A membrana da parede
celular dessa bactéria lhe confere rigidez por causa das ligacfes dissulfeto, fazendo
com gque ela sobreviva no meio extracelular e permaneca no meio intracelular dentro
de vesiculas citoplasmaticas sem sofrer degradacdo das lizosimas (MOULDER,
1991). A membrana externa consiste em trés proteinas: duas ricas em cisteina (OmcA
e OmcB) e uma proteina principal de membrana chamada MOMP (do inglés, major
outer membrane protein) (SUN et al., 2007).

A MOMP possui variagbes antigénicas que levaram a identificagcdo de 19
sorotipos associados a diferentes doencas e sdo nomeados como A, B, Ba, C, D, Da,
E,F G, Ga,lla, J, K, L1, L2, L2a, L2b e L3 (CEVENINI, DONATI e SAMBRI, 2002;
BYRNE, 2011). Os sorotipos B, D, E, F e L2 da CT j& possuem 0 genoma
completamente descrito, que consiste de 1.042.519 pb no DNA cromossomal e 7.493
pb no DNA plasmidial (STEPHENS et al., 1998; ABDELSAMED, PETERS e BYRNE,

2013). Os plasmideos estdo presentes de 7 a 10 cOpias por bactéria, e se replicam
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independentemente do DNA cromossomal (PAWLIKOWSKA-WARYCH, 2015;
RUSSELL et al., 2011).

Esses sorotipos apresentam um ciclo de vida dimorfico, sendo uma das
formas chamada de corpo elementar (CE), que € a forma infecciosa, e a outra é o
corpo reticular (CR), na forma néo infeciosa, metabolicamente ativa (NANS, SAIBIL e
HAYWARD, 2014). Na infeccdo, os CEs se ligam por meio de interagdo eletrostatica
com os glicosaminoglicanos presentes na superficie das células epiteliais, e
internalizam-se por endocitose, formando corpos de incluséo nas células hospedeiras.
Uma vez dentro das células, os CEs apds 8 horas da infeccdo se transformam em
CRs que se multiplicam por divisdo binaria, os quais usam energia das células
hospedeiras para producdo dos compostos necessarios ao seu metabolismo. Depois
de varios ciclos de multiplicacdo, os CRs se diferenciam em CEs, sendo liberado apos
72 horas de infeccdo por lise celular, e assim infectam novas células em seu novo
ciclo de vida, como mostra a Figura 2 (DAUTRY-VARSAT et al., 2005; JAYARAM et

al., 2014; MURRAY et al., 2006).
Figura 2. Ciclo da infeccdo por CT
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1.3.2 Manifestacdes clinicas
A transmisséao da infec¢do ocorre principalmente por contato direto da mucosa

entre dois individuos durante a relagdo sexual por meio de sexo oral, vaginal e anal

ou durante o nascimento por um canal vaginal infectado. Nas mulheres, cerca de 70%
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das infec¢des sao assintomaticas (LANJOUW et al., 2015). A auséncia de sintomas
faz com que a infecgdo figue sem tratamento e a mesma se propaga, levando ao
aparecimento de doencas em diferente sitios anatdmicos nos quais 0s sorotipos (A-
C) estéao relacionados com tracoma infantil, (D-K) doencas no trato urogenital e (L1-
L3) linfogranuloma venéreo (ABDELSAMED, PETERS e BYRNE, 2013; POTROZ e
CHO, 2015).

Quando a infeccdo torna-se sintomatica, os sintomas aparecem de 1 a 3
semanas apoOs a infeccdo na mulher. Esses sintomas sdo: sangramento apés a
relacdo sexual, corrimento vaginal anormal, politria, disuria e célicas abdominais.
Quando assintomatica, as principais doencas causadas devido a infeccdo ao longo
prazo sdo: tracoma infantil, doenca inflamatéria pélvica (DIP) (Uretrite, cervicite,
endometrite e salpingite), e linfogranuloma venéreo (CONNELL e FERONE, 2016).

O tracoma infantil € uma ceratoconjuntivite mucopurulenta - a principal causa
de cegueira — devido a inflamacao ocular que atinge a conjuntiva e a cérnea. Durante
a infeccdo ha uma resposta folicular e inflamatdria na regido palpebral onde a
arquitetura normal do epitélio conjuntival € interrompida, e as células caliciformes séo
destruidas com a substituicdo do estroma subepitelial vascular normal por bandas
compactas de colageno (MOHAMMADPOUR et al., 2016).

A DIP, por sua vez, é caracterizada pela inflamacéo que se inicia no trato
genital inferior, como a cervicite, que é a inflamacdo da ectocérvice e que pode
ascender a longo prazo causando a inflamacédo crénica dos tecidos que revestem o
Utero, causando a endometrite e a parametrite. Apds essa infeccéo cervical ocorre
uma resposta inflamatéria aguda, caracterizada pela secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias e recrutamento de células imunes (REY-LADINO, ROSS e CRIPPS,
2014). A infeccao pode ascender para o trato genital superior, causando inflamacéo
das tubas uterinas; nesta localizac&o, a infeccdo por CT ativa o complexo proteico
NFB e eleva o nivel de receptores prokineticin nas tubas uterinas, induzindo
contracdo do musculo liso e alteracdes nas células tubarias, levando a aderéncias e
colabamento das mesmas, causando a salpingite (HAFNER, 2015; LANJOUW et al.,
2015; SHAW et al., 2011).

As células epiteliais ciliadas e os macréfagos sdo os alvos primarios da
infeccéo por CT nas tubas uterinas, onde a infeccao induz a perda de microvilos e dos
cilios das células epiteliais. Em resposta a essa infec¢do, ocorre a sintese de

receptores epiteliais IL-1( e IL-1, fator de necrose tumoral (TNF) e os linfécitos T CD4
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e CD8 que liberam citocinas e quimiocinas como IL-6 e IL-8 com o fim de erradicar a
infeccdo, mas a producao de citocinas imunossupressoras (IL-10) pelos antigenos da
CT inibe a resposta celular, estimulando a repeticdo de processos inflamatorios que
em excesso causam danos aos tecidos das tubas uterinas e como consequéncia a
infertilidade da mulher, ocasionando problemas emocionais e econdmicos para um
casal (HAFNER, 2015).

1.3.3 Epidemiologia

Estimativas globais em 2012 mostraram que hé ocorréncia de 131 milhdes de
novos casos da infeccéo por CT por ano entre pessoas com idade entre 15-49 anos
(NEWMAN et al., 2015; QUINN e GAYDOS, 2015). O CDC em 2014, relatou
1.441.789 casos de infeccdo por CT nos Estados Unidos entre jovens adultos. Entre
esses casos, 1.006.441 sao mulheres, representando uma taxa de 627.2/100.000
mulheres e 278,4/100.000 em homens. No ano de 2013, o numero de casos por CT
foi de 1.401.906, o que mostra um acréscimo de 2,8% comparado com o numero de
casos em 2014. Entre os casos em 2013, 993.348 eram mulheres, representando uma
taxa de 623,1/100.000 mulheres e 262,6/100.000 em homens.

Alguns estudos epidemioldgicos internacionais atuais tem reportado a
prevaléncia da infeccdo por CT em diferentes populacdes que varia de 5,8 a 32,1%,
como mostra a Figura 3.

No Brasil, as estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) da
infeccdo por CT na populacdo sexualmente ativa é de 1.967.200 de novos casos a
cada ano. No entanto, essas estimativas podem estar subestimadas pelo fato de ndo
ser de notificagcdo compulsoéria (http://www.aids.gov.br/pagina/dst-no-brasil). Os
estudos epidemiolégicos brasileiros em diferentes populacdes reportam a prevaléncia

da infeccéo que varia de 1,1 a 31%, como mostra a Figura 4.
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Figura 3. Estudos internacionais da prevaléncia da infeccdo por CT em populacao feminina.

Autores/ano N Populagao I\_/Ietoc!o Qe Local Prevaléncia
Diagnostico
Mulheres que
Rous et al., (2011a) 190 | tiveram parto PCR em Holanda 14,9%
tempo real
prematuro
Silva et al., (2013) g7 | _ Mulheres PCRem | Araucania/ 18,3%
assintomaticas tempo real Chile
Conejero et al., (2013) 344 Mulhgrg§ PCR Chile 7,9%
universitarias
. Mulheres em Colombo/ o
Samarawickrema et al., (2014) | 372 clinica de DST PCR Asia 8,2%
Mulheres que
Ashshi et al., (2015) 84 tiveram PCR Multiplex | ~ 2rabia 7.2%
gravidez Saudita
ectopica
Mulheres com
Panato et al., (2015) 566 citologia Nested PCR Italia 5,8%
normal
Mulheres Colombus/
Bazan et al., (2015) 331 | atendidas em PCR 13%
g EUA
clinica de DST
Mulheres
Calvache et al., (2016) 219 infectadas PCR Coldmbia 28%
com HPV
Vhembe/
Mafokwane e Samie, (2016) | 171 | Mulheres em PCR em Sul da 39,2%
clinica de DST tempo real .y
Africa
Mulheres em Swaziland/
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Figura 4. Estudos brasileiros da prevaléncia da infec¢éo por CT em populac¢des femininas.

Regiao Autores/ano N Populacéo I\_/IetoQo (_je Local Prevaléncia
Diagnostico
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Rocha et al em
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(2014) ~
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Figura 4. Estudos brasileiros da prevaléncia da infec¢@o por CT em populacdes femininas
(continuacao).
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N — Numero de participantes do estudo; PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase; LCR — Reagédo em cadeia
da ligase; AM — Amazonas; BA — Bahia; CE — Ceara; MG — Minas Gerais; PA — Para; PR — Parana; RS — Rio

Grande do Sul; SP — Sao Paulo.
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1.3.4 Diagndstico e Tratamento

A CT pode ser diagnosticada por varias técnicas, tais como cultura celular,
imunofluorescéncia direta, ensaio Imunoenzimatico ligado a enzima (ELISA), captura
hibrida, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR em tempo real e nested PCR.
Estas variam em sensibilidade e especificidade, na dependéncia das caracteristicas
proprias da técnica e do tipo de amostra a ser processada (SULAIMAN et al., 2014).
Na prética clinica, a captura hibrida tem sido a mais utilizada, enquanto nos estudos
epidemioldgicos, a PCR tem tido a preferéncia entre pesquisadores.

Na Cultura Celular, células sé&o distribuidas em microplacas em
monocamadas e em seguida o tecido cultivado é corado com anticorpo monoclonal
fluorescente. Se houver CE e CR na amostra, estes infectam as células e dentro de
72 horas aparecem inclusdes citoplasmaticas com um grande numero de CE e CR,
podendo ser visualizados por fluorescéncia. O método de cultura de células foi o
primeiro método para deteccdo de CT, considerado “padrao ouro”, era a técnica de
maior especificidade, chegando a 100% por conta da visualizacao direta das inclusdes
citoplasmatica formada por CT, porém uma baixa sensibilidade de 70% comparada
aos testes moleculares, ndo sendo recomendado para rotina, no entanto segundo o
Recommendations for the Laboratory - Based Detection of Chlamydia trachomatis and
Neisseria gonorrhoeae, Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR), do CDC a
cultura para CT é somente recomendado em casos de abuso sexual e infec¢éo
extragenital (MEYER, 2016; CDC-MMWR, 2014).

A Imunofluorescéncia Direta (IFD) permite detectar a infeccdo por CT em
amostras endocervicais, uretrais, retais e conjuntivais. Esse método consiste na
utilizacdo de anticorpos monoclonais fluorescente para identificacdo de corpos
elementares que ficam no meio extracelular e ndo corpos reticulares, por serem
intracelulares. Em uma lamina contendo a amostra fixada, séo utilizados anticorpos
monoclonais anti-MOMP ou anti-LPS marcados com fluoresceina que sdo submetidos
a um esfregago. Se houver a presenca de corpos elementares (CE) na amostra, 0s
anticorpos ligam-se as moléculas de MOMP ou LPS da membrana dos CE e
transmitem fluorescéncia que pode ser observada ao microscopio de fluorescéncia.
Comparado com a cultura a IFD apresenta uma sensibilidade de 85% e uma
especificidade de 98% (MAHONY et al., 2003; MEYER, 2016).
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O ELISA consiste na pesquisa de antigenos, utilizando-se anticorpos
monoclonais ou policlonais marcados com uma enzima que estao fixados em fase
sélida para os LPS ou MOMP da CT. Os anticorpos anti-LPS se ligam ao LPS dos CE
quando estes estdo presentes na amostra, e a enzima converte o substrato num
composto colorido, sendo essa alteracdo de cor registrada num espectrofotdbmetro.
Esse teste ndo distingue uma infec¢do prévia de uma recente, e ainda podem reagir
com outras espécies de Chlamydia e com outras bactérias de coloragdo de Gram
negativa, apresentando portanto uma sensibilidade que varia de 62 a 72% e
especificidade de 99% comparada com cultura de células (FREDLUND et al.,2004;
VAN DER POL, 2008).

A Captura Hibrida consiste na utilizacdo de uma sonda de oligonucleotideos
especifica marcada com uma enzima. A sonda é aderida a uma microplaca, onde a
ampliacdo do sinal da enzima é quantificada pela leitura de uma densidade 6tica
(SEADI et al., 2002). A sensibilidade e a especificidade desse teste para deteccao de
CT variam de 95 a 99% em amostras endocervicais comparada a cultura de células,
mas em comparacao aos testes de amplificacdo a sensibilidade varia de 66 a 72% e
a especificidade de 91 a 99% (LEVI et al., 2012; NEVES et al., (2016); VAN DER POL
et al., 2002).

A PCR permite que a partir de minimas quantidades de DNA se obtenham
varias moléculas dele através do processo de amplificacdo. As etapas do processo
consistem de desnaturacdo do DNA-molde, anelamento dos primers e extenséo de
novas fitas de DNA por uma enzima DNA polimerase termo resistente. Para que a
reacdo aconteca € preciso um aparelho termociclador que repita ciclos de
temperaturas. PCR em tempo real e nested PCR sé&o variacdes da PCR. A PCR em
tempo real é uma técnica qualitativa e quantitativa que permite a deteccdo do niumero
de moléculas amplificadas em cada ciclo. Na nested PCR, primeiramente amplifica-
se um segmento extenso e o produto dessa reacdo é usado como alvo na segunda
reacdo de amplificacdo especifica. Essas técnica vem sendo bastante utilizada pela
sua elevada sensibilidade e especificidade. Para a deteccdo da CT os primers
utilizados podem ter como alvo o plasmidio bacteriano, DNA cromossomal
especificamente no gene omp1l que codifica a MOMP e o gene 16S ribossomal (FANG
et al., 2008; LANJOUW et al., 2015). O CDC recomenda os testes de amplificacédo
para deteccao da infeccdo do trato genital causada por CT por conta da sua elevada

sensibilidade maior que 90% e uma especificidade acima de 99% e detectam 50%
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mais das infeccéo por CT do que detectadas por cultura ou outro teste (CDC-MMWR,
2014).

Individuos diagnosticados com CT podem ser tratados com antibidticos, tais
como, azitromicina, doxicilina, eritromicina, ofloxacina, levofloxacino, rifampicina,
sulfametoxazol e tetraciclina. Esses por sua vez, interferem na sintese de DNA e
proteinas desse patdgeno. Individuos tratados ndo transmite a infeccdo e assim
evitam as complicacbes causadas pela mesma (GEISLER, 2004; HAMMERSCHLAG
e KOHLHOFF, 2012).

1.3.5 Chlamydia trachomatis na gravidez

O carater silencioso da infeccédo por CT faz com que o trato genital inferior e
superior fique comprometido, com sequelas graves a longo prazo, comprometendo a
saude reprodutiva da mulher (REY-LADINO, ROSS e CRIPPS, 2014). Nas gestantes
essa infeccdo pode ter consequéncias clinicas indesejaveis, como corioamnionite,
parto prematuro, aborto espontdneo e gravidez ectépica (LJUBIN-STERNAK e
MESTROVIC, 2014; VERWEL et al., 2014).

A Corioamnionite, inflamacé@o da membrana placentaria, pode levar a ruptura
prematura de membrana antes do inicio do trabalho de parto e consequentemente
parto prematuro, que ocorre antes das 37 semanas de gestagdo ou aborto espontaneo
(NAKUBULWA et al., 2015; ROURS et al., 2011a). Um dos mecanismos que pode
causar abortos induzidos pela infec¢do da CT foi descrito por Azenabor et al. (2007);
0s autores realizaram um estudo que mostrou a diminuicdo da sintese de colesterol
pelas células do troflobasto infectadas pela CT. O colesterol € molécula precursora na
biossintese dos horménios estrégeno, progesterona e gonadotrofina coribnica
humana (HCG), importantes pra fixacado do zigoto e manutencéo da gestacao.

A infeccéo por CT nas trompas de Falopio (Salpingite), quando néo tratada,
causa alteracdes nas células epiteliais devido a resposta inflamatoria no local, fazendo
com que o embrido figue retido nas tubas uterinas causando a gravidez ectopica
(SHAW et al., 2011). Outra consequéncia da salpingite é a infertilidade (MALHOTRA
et al., 2013).

Ha cerca de 70% de chance de ocorrer a transmissao vertical da CT. Essa
transmissao pode ocorrer ainda intradtero ou no canal vaginal durante o parto. Alguns

estudos mostraram que bebés nascidos por cesariana estavam infectados por CT e
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que maes com a placenta inflamada e que tiveram parto prematuro também estavam
infectadas (ROURS et al., 2011b; TREJO et al., 2014).

Os recém-nascidos com CT podem nascer com baixo peso, desenvolver
conjuntivite, problemas respiratérios nos primeiros seis meses de vida, como a
pneumonia, e no decorrer dos anos podem sofrer com doencga pulmonar obstrutiva
crénica, que é a obstrucéo cronica do fluxo aéreo (BORBOREMA-ALFAIA et al., 2013;
ROURS et al., 2009; WANGNAPI et al., 2014). Souza et al. (2012), realizaram um
estudo em uma populacéo de criangcas com problemas respiratérios, e encontraram
uma prevaléncia de 9,9% da infec¢do por CT nas mesmas. Trejo et al. (2014), fizeram
um estudo em 14 oObitos fetais com amostras desparafinizadas de cérebro, figado, rim,
pulm&o e brénquios e encontraram 4 casos infectados por CT nesses 0rgaos.

Quando diagnosticada a infeccdo, o tratamento da gestante com CT é
importante na prevencao de complicacbes durante a gestacdo, transmissao para
neonatos e para diminuicdo da possibilidade de endometrite e DIP pds-parto
(SALCEDO et al., 2008). A amoxicilina, a azitromicina e a eritromicina tém sido os
antibioticos de escolha para gestantes com CT, e dentre as trés possibilidades, a
azitromicina tem menos efeitos secundarios quando comparado com amoxicilina e
eritromicina em gestantes (HAMMERSCHLAG e KOHLHOFF, 2012; MALHOTRA et
al., 2013; MISHORI, MCCLASKEY e WINKLERPRINS, 2012).

Alguns estudos epidemioldgicos (Figura 5 e 6) mostram a prevaléncia da
infeccdo por CT nas gestantes. Nos estudos internacionais a prevaléncia varia de

5,9% a 23% e nos estudos brasileiros essa prevaléncia varia de 6,9% a 18,0%.

Figura 5. Estudos internacionais da prevaléncia da infec¢éo por CT em gestantes

Autores/ano N Vg iz l\_/Ietocjo (.je Local Prevaléncia
Amostra Diagnostico
Ovalle et al. . .
’ 0,
(2012) 255 Cervical Nested PCR Chile 5,9%
Wangnapi . PCR em Papua-Nova o
et al., (2014) 400 Swab vaginal tempo real Guiné 11,1%
: Argentina/Estados
Adachietal, | ) 373 Urina PCR em Unidos/Sul da 18,1%
(2015) tempo real P :
Africa e Brasil
Pifieiro et al., . 0
(2016) 11.687 Urina PCR Espanha 6,4%
Vallely et al., ; PCR em Papua-Nova o
(2016) 765 Swab vaginal tempo real Guiné 23%




Figura 5. Estudos
(continuacao).

internacionais da prevaléncia da

infeccdo por CT em gestantes

Moodley et al., Swab Umlazi/Sul da o
(2017) 615 vaginal PCR Africa 17.8%
Bristow et al., Swab PCR em I 0
(2017) 322 vaginal tempo real Porto Principe 14%
Mascha et al., , PCR em A 0
(2017) 202 Urina tempo real Quénia 14,9%
N — Numero de participantes do estudo; PCR — Reacédo em Cadeia da Polimerase
Figura 6. Estudos brasileiros de prevaléncia de infec¢do por CT em gestantes.
Autores/ano N e a2 I\_/letoc!o c_zle Local Prevaléncia
amostra Diagnéstico
Benzaken et al., (2008) 598 Endocervical E'?Srt;g: Manaus/AM 11,9%
Cérvico Captura o
BRASIL (2008) 595 vaginal Hibrida Manaus/AM 11,6%
. Belém/PA
Pinto et al., (2011) 269 Urina PCR Amplicor | /- capa/AP 14,1%
CTING
Manaus/AM
, . Fortaleza/CE 0
Pinto et al., (2011) 696 Urina PCIZ%rRI%Ilcor Aracaju/SE 8,6%
Natal/RN
. Brasilia/DF 11,3%
Pinto et al., (2011) 159 Urina PCR Amplcor |~ campo
Grande/MS
Belo 9,8%
714 . Horizonte/MG
Pinto et al., (2011) Urina PCR Amplicor Campinas/SP
CTING X
Rio de
Janeiro/RJ
Curitiba/PR 6,9%
. 233 . PCR Amplicor Porto
Pinto et al., (2011) Urina CT/ING Alegre/RS
Joinvile/SC
Borborema-Alfaia et 100 Endocervical PCR Manaus/AM 11%
al., (2013)
Schmidt et al., (2015) 323 Urina PCR Vitéria/ES 13,9%
Santos et al., (2016) 122 Urina PCR Belém/PA 18,0%
Silveira et al., (2017) 562 Endocervical PCR Pelotas/Sul 12,3%

30

N — Numero de participantes do estudo; PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase; AM — Amazonas; AP — Amap4;
CE — Cear4; DF — Distrito Federal; ES — Espirito Santo; MG — Minas Gerais; PA — Pard; PR — Parand; RJ — Rio de
Janeiro; RS — Rio Grande do Sul; SC — Santa Catarina; SP — Sédo Paulo
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar a prevaléncia da infeccdo pela bactéria sexualmente transmissivel
Chlamydia trachomatis (CT) em uma populacdo de gestantes atendidas na Rede de

Atencédo Béasica, no municipio de Coari, Amazonas

2.2 ESPECIFICOS

— Determinar a frequéncia de infeccdo pela CT em uma amostra de gestantes
atendidas em Unidades Basicas de Saude no municipio de Coari

— Analisar caracteristica socio-econdmico, clinica e comportamental dessas
mulheres

— Verificar possivel associagdo entre as variaveis analisadas e o risco de infec¢é@o
por CT

— Avaliar a concordancia da técnica molecular reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) na deteccao de CT em 2 tipos de amostra: cérvico-vaginal (endocérvice,

ectoceérvice e parede vaginal) e urinaria
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte do projeto “Epidemiologia das infecgdes sexualmente
transmissiveis em gestantes”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) (CAAE 50907415.3.0000.5020) no ano
de 2015 (ANEXO 1).

3.2 TIPO DE ESTUDO, POPULACAO E AMOSTRA

Trata-se de um estudo descritivo e transversal realizado no periodo de julho
de 2016 a marco de 2017 com gestantes que estavam em acompanhamento pré-natal
nas 12 Unidades Basicas de Saude (UBS) do Municipio de Coari/AM, localizadas nos
Bairros: Centro, Chagas Aguiar, Taua-Mirim, Duque de Caxias, Espirito Santo, Santa
Efigénia, Itamarati, Santa Helena, Pera, Urucu, Unido e Cigandpolis. A distribuicdo
geografica das UBS de Coari/AM detalhadas na Figura 7.

Para o calculo da amostra, tomou-se como base 1.729 partos (SINASC, 2013)
e uma prevaléncia esperada de IST de 1,4%, (segundo dados do DATASUS de
infecgao por IST em gestantes de Coari no ano de 2013). Aceitando-se uma margem
de erro de 3%, estimou-se um nimero minimo de 58 gestantes para o estudo.

De cada UBS foi solicitada a lista com todas as gestantes inscritas no pré-
natal. A seguir foi realizado o sorteio para determinar a ordem da abordagem das
mesmas em seus domicilios para verificar o enquadramento ou ndo nos critérios de
incluséo (Figura 8).

Os critérios de incluséo foram: 1) gestantes em consulta de pré-natal na UBS;
2) sem delimitagéo de idade; e 3) com idade gestacional entre 14 a 27 semanas. As
gestantes durante esse periodo estdo na fase mais estavel da gravidez, por isso foram
escolhidas as gestantes do 2° trimestre. As gestantes do 1° trimestre que compreende
de 1 a 13 semanas ainda correm o risco de ter aborto e as do 3° trimestre (28 a 40
semanas) podem a partir desse momento entrar em trabalho de parto prematuro e
estas podem associar tais intercorréncias com a coleta, e para néo ter esse risco de
associagdo, essas mulheres do 1° e 3° trimestre ndo foram incluidas no estudo. As
participantes menores de 18 anos participaram da pesquisa com consentimento do

responsavel (através de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —
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TCLE) e o assentimento das mesmas (através da assinatura do Termo de
Assentimento por parte da participante) (ANEXOS 2 e 3).

Critérios de exclusdo: gestantes com sangramento vaginal na presente
gravidez, historico de queda, placenta prévia, perda de liquido amniotico,
hematemese, hematoma retrocoriénico, dilatacdo do colo do Utero, hipertenséo
pulmonar, fator Rh negativo, diagnostico de doenca infecciosa atual (ex: dengue) e

das quais ndo forem possivel a coleta de células endocervicais.

Figura 7. Distribuicdo geografica das UBS do municipio de Coari/AM.
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Fonte: Google Earth Pro, 2016. Versao 7.1.2.2041- (4°05°28.06"S, 63°07°34.95"W)



Figura 8. Fluxograma metodologico
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3.3 ENTREVISTAE COLETA

As gestantes que atenderam os critérios de inclusdo foram esclarecidas e
convidadas a participar do projeto. Todas que concordaram em participar assinaram
o TCLE. No caso das menores de idade, seus pais ou responsaveis assinaram o TCLE
e as adolescentes assinaram o Termo de assentimento. Apds assinatura dos termos
elas foram entrevistadas, respondendo um questionario padrao contendo perguntas
estruturadas e ndo-estruturadas sobre as principais informacgdes clinicas, sécio-
econdmico e comportamentais (ANEXO 4). Em seguida, as gestantes foram
orientadas sobre o dia agendado na UBS para realizarem a coleta cervical, e lhes foi
entregue um frasco plastico estéril para a coleta da primeira urina do dia agendado
para coleta.

Ao chegarem na UBS no dia da coleta, as amostras de urina em frasco plastico
estéril foram colocadas em um saco plastico identificado e imediatamente
armazenada em caixa térmica (2 a 8° C), controlada com termdémetro. A medida que
entregavam as amostras de urina, as participantes foram conduzidas ao consultorio
para coleta da amostra cérvico-vaginal (endocérvice, ectocérvice e parede vaginal)
pelo profissional, com auxilio de swab de algoddo que depois imerso em um tubo
contendo 1 mL de tampao TRIS-EDTA (TRIS-HCI 10 mM e EDTA 1mM pH 8,0) e
colocados em outra caixa térmica (2 a 8° C), controlada com termdémetro. Apds a
coleta, essas amostras foram transportadas para processamento no Laboratério de
Biologia Molecular e Genética, nas dependéncias do Instituto de Saude e
Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas — UFAM/Coari, Amazonas.

3.5 PROCESSAMENTO LABORATORIAL

No laboratoério, as amostras foram transferidas para microtubos, antes do
armazenamento a -20° C. Os tubos com as amostras cérvico-vaginais foram
vortexadas por 15 segundos e passadas para microtubos de 1,5 mL, divididas em 3
aliquotas e armazenadas no freezer a -20° C para processamento posterior.

As amostras de urina, devido a presenca de contaminantes e inibidores de
PCR, passaram por um pré-tratamento adaptado de (ZUIVERLOON et al., 2011,
ZUIVERLOON et al., 2012), que consistiu em:

- Homogeneizar a amostra de urina;

- Transferir 14 mL para um tubo falcon de 15 mL com auxilio de uma seringa;
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- Centrifugar a amostra durante 20 min a 2000 g;

- Lavar o pellet com 10 mL de PBS e repetir a centrifugacéo anterior;

- Ressuspender o pellet em 1 mL de PBS;

- Centrifugar a amostra durante 10 min a 3000 g;

- Descartar o sobrenadante;

- Ressuspender o pellet com 600 pL de PBS;

- Fazer 3 aliguotas de 200 pL em microtubos estéreis de 1,5 mL e armazenar
no freezer a -20° C até o procedimento de extracdo de DNA.

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA em periodo sempre inferior
a 60 dias.

3.5.1 Extracdo de DNA

O DNA das amostras de urina foi extraido com o Kit comercial QlAamp Viral
RNA Mini e das amostras cérvico-vaginais com QlAamp DNA Mini (QIAGEN,
ALEMANHA). Os protocolos foram seguidos de acordo com as recomendac¢des do

fabricante, conforme detalhados nos Anexos 5 e 6.

3.5.2 Detecgcdo da CT

Para deteccédo da CT por PCR foi utilizado o par de iniciadores CT05/CT06
(BOBO et al., 1990), que amplificam uma regido de 280 pb na regido do gene da
MOMP no DNA cromossomal. Como controle interno da reacao foram utilizados os
iniciadores PCO3+/PCO4+ (SAIKI et al., 1985) que amplificam um fragmento de 110
pb do gene da B-globina humana (Figura 9). Os componentes e volumes desta PCR
multiplex estédo descritos na Figura 10.

Figura 9. Iniciadores utilizados para deteccdo da CT e o gene controle da B-globina humana

Alvo Iniciadores Sequéncia Amplicon
cT CTO05 5’ GATA GCCA GCAC AAAG AGAGC TAA 3’ 280 vb
CTO06 5 CTTT GTTT TCGA CCGT GTTT TGCA AACA GATG TGAA 3 P
B-globina PCO3+ 5 CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC 3 110 ob
g PCO4+ 5 TCACCGCAAC TTCATCCACGTTCACC 3’ P
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Figura 10. Componentes e volumes da PCR multiplex para o gene da B-globina humana e detec¢éo
de CT utilizando os iniciadores PCO3+/PCO4+ e CT05/CT06

Componentes Volumes
Agua ultra pura 14,0 uL
Tampéo 10X 2,5 uL
MgSOa4 50mM 0,8 pL
dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)10mM (Invitrogen, BRASIL) 10 mM 0,5 uL
CTO05 5pmol 0,5 uL
CT06 5pmol 0,5 uL
PCO3+ 5pmol 0,5 L
PCO4+ 5pmol 0,5 L
Platinum Taq DNA High Fidelity ( Invitrogen, BRASIL) 5U/ uL 0,2 pL
DNA 5,0 pL
Volume Final 25,0 uL

Em todas as reacdes foi utilizada &gua como controle negativo dos reagentes

e como controle positivo foi utilizado uma amostra previamente testada para o gene

da B-globina e gene MOMP da CT. ApGs a preparacao dos componentes, 0S mesmos

foram levados para um termociclador Veriti (Applied Biosystem) nas condi¢cdes abaixo

(Figura 11).

Figura 11. Condi¢des da PCR multiplex para amplificagdo de fragmento do gene da (3-globina
humana e do gene MOMP de CT utilizando os iniciadores PCO3+/PCO4+ e CT05/CTO06.

Numero de Ciclos Temperatura (°C) Tempo Reacéo
1 94 0:30 Desnaturacao inicial
94 0:30 Desnaturacao
40 58 1:30 Anelamento
68 2:00 Extenséo
1 68 5:00 Extenséo final

Para a visualizagdo dos fragmentos de DNA amplificados, os produtos da

PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com

brometo de etideo (1 pg/uL) (LGC Biotecnologia), usando tampao TBE (Tris borato e
EDTA — DNA Express Biotecnologia).

Como padrao de peso molecular foi utilizado um marcador de 100pb (DNA

Express Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil). Os fragmentos foram visualizado com o
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auxilio de um transiluminador Kodak Gel Logic 212 (Kodak, EUA) e fotografadas em
camera digital Olympus SP — 500uz.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados em um arquivo eletrénico para o armazenamento
dos dados no programa livre Epi-Info (v. 7.1.5.2) (Center of Disease Control and
Prevention - CDC, disponivel em www.cdc.gov.br). A analise estatistica foi realizado
no programa software BioEstat (v. 5.0). Para as variaveis quantitativas foram
calculados a média, o desvio-padréo e a variancia. Para as variaveis categoricas
foram calculadas as frequéncias absolutas e relativas e em alguns casos o intervalo
de confianca de 95%.

A prevaléncia da infecgdo foi calculada considerando a positividade da
amostra. Os percentuais da positividade e os seus respectivos intervalos de confianca
de 95% foram calculados nos dois tipos de amostras bioldgicas.

Para analise de concordancia entre os dois tipos de amostras biologicas foi
calculado o coeficiente kappa, sendo considerada uma concordéancia pobre quando
kappa<0, fraca 0-0,20, razoavel 0,21-0,40, moderada 0,41-0,60, substancial 0,61-0,80
e 6tima 0,81- 1,00 (LANDIS e KOCH, 1977).

Para a comparacao dos resultados obtidos nos diferente tipo de amostra foi
empregado o teste de qui-quadrado e na impossibilidade da aplicacdo do teste de
Person foi aplicado o Exato de Fisher (VIEIRA, 2004; ARANGO, 2001). O nivel de
significancia aplicado nos testes foi de 5% (MOTTA, 2006).

4 RESULTADOS

Foram convidadas 164 gestantes atendidas nas UBS do municipio de Coari
para participar do estudo. Todas assinaram o TCLE e preencheram o questionario,
porém 64 foram excluidas, sendo 52 por ndo comparecerem para a coleta e 12 pela

impossibilidade de coleta da amostra da endocérvice (Figura 12).
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Figura 12. Fluxograma das gestantes incluidas no estudo

Selecionadas para participar do estudo
(n= 164 gestantes)
Julho de 2016 — Marco de 2017

N&o foram incluidas no estudo
(n= 52 gestantes)
Sé responderam o questionario

Incluidas no estudo (n= 112 gestantes)

Excluidas (n= 12 gestantes)
Nao foi coletada amostrada
endocérvice

n= 100 gestantes
Diagnosticode CT e analise do
questionario

4.1 CARACTERIZACAO GERAL DA AMOSTRA

As gestantes arroladas nesta pesquisa eram, em sua maioria, naturais da
cidade de Coari, (81%). A idade das participantes variou de 13 a 41 anos, com média
de 22,87 anos. (DP= 6,24). Referente ao nivel de escolaridade, 52% das mulheres
apresentaram apenas o ensino fundamental completo. Quanto a ocupacéo, a maioria
das gestantes declarou ser “dona de casa” (50%), 25% afirmaram ser estudantes, e
4% estavam desempregadas. Estavam empregadas 21% das mulheres. As principais
ocupacoes citadas foram: agente de saude, agricultora, vendedora, cabeleireira,
auxiliar de servicos gerais, professora, técnica de laboratério, assistente social e
funcionaria publica. Com relag&o a renda familiar mensal, muitas gestantes afirmaram
ter até 1 salario minimo (54%), 36% relataram renda de até 2 salarios minimos e 10%

apresentavam renda familiar de 3 ou mais salarios minimos. Dentre essas mulheres,
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52% relataram ndo ter nenhuma renda pessoal, 44% relataram renda até 1 salario
minimo e somente 4% apresentavam renda pessoal de 2 salarios minimos. Como
somente 21% das mulheres trabalhavam o restante das mulheres com renda pessoal
recebiam beneficio do programa do Governo Federal, o Bolsa Familia. Essas
informagdes estéo detalhadas na Tabela 1.

Quanto ao estado conjugal, 78% das gestantes declararam serem casada ou
estarem vivendo em unido estavel com um companheiro. A idade da primeira relacao
sexual variou entre 9 a 23 anos, com meédia de 15,17 anos (DP=2,19). Com relacéo
ao numero de parceiros sexuais, a maioria das gestantes (77%) disseram ter tido
apenas 1 parceiro sexual nos ultimos 12 meses e 80% delas declararam ter tido dois
OuU mais parceiros sexuais ao longo da vida. Quando questionadas a respeito do uso
de preservativo, 67% afirmaram usar “as vezes”, e 33% disseram “nunca” usar.
Referente a histéria clinica das gestantes, 91% disseram nunca ter tido nenhum
diagnostico de IST previamente. As 9 gestantes que mencionaram historico de IST
relataram diagnostico de sifilis, herpes, hepatite B e HPV. Essas informacdes estao
detalhadas na Tabela 2.

Quanto ao numero de gestacdes, 48% das mulheres referiram ser esta sua
primeira gestacdo. As outras 52 mulheres (52%) relataram gesta¢cdes anteriores, com
namero de filhos nascidos vivos variando entre 01 a 05 filhos. Das 52 mulheres que
tiverem gestacdes, 12 (23%) passaram pela experiéncia do abortamento espontaneos
e 8 (15,4%) tiveram parto prematuro. No momento da entrevista, 68% das gestantes
relataram queixas ginecoldgica, que foram: prurido (22%), corrimento vaginal (66,2%),
dor pélvica (51,5%), dificuldade de urinar (8,8%) e ardéncia apés a relagdo sexual
(2,9%). Com relacdo a idade gestacional, 57% estavam com idade entre 14 e 20
semanas e 43% com idade entre 21 e 27 semanas. Informa¢des com mais detalhes

na Tabela 3.
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Tabela 1. Caracteristicas sécio-demograficas de 100 gestantes recrutadas nas UBS do municipio de
Coari, Amazonas.

Variaveis n (%)

Naturalidade

Coari 81 81,0
Outros municipios do Estado do amazonas 17 17,0
Outros municipios do Brasil 02 2,0
Idade

Média + DP 22,87 £ 6,24

Amplitude 13-41

Nivel de escolaridade

Ensino fundamental incompleto (ndo alfabetizadas) 20 20,0
Ensino fundamental completo 32 32,0
Ensino médio completo 43 43,0
Ensino superior completo 05 5,0
Ocupacéao

Dona de casa 50 50,0
Estudante 25 25,0
Agente de salde 02 2,0
Agricultora 01 1,0
Auxiliar de servicos gerais 02 2,0
Outros 20 20,0
Renda familiar*

Até 1 SM 54 54,0
Até 2 SM (Entre 1 e 2 SM) 36 36,0
=3 SM 10 10,0
Renda pessoal

Nenhuma 52 52,0
Até 1 SM 44 44,0
Até 2 SM 04 4,0

*Salario minimo (SM) na época da entrevista era R$ 880,00



Tabela 2. Caracteristicas do comportamento sexual de 100 gestantes recrutadas nas UBS do
municipio de Coari, Amazonas.

Variaveis n (%)

Estado conjugal

Solteira 22 22,0
Casada /Uniao estavel 78 78,0
Idade da primeira relacédo sexual (anos)

Média + DP 15,17 + 2,19
Amplitude 9-23

N° de parceiro no ultimos 12 meses

1 77 77,0
22 23 23,0
N° de parceiros ao longo da vida

1 20 20,0
22 80 80,0
Uso de preservativo

As vezes 67 67,0
Nunca 33 33,0
IST prévia

Sim 09 9,0
Nao 91 91,0
IST (n=9)

Sifilis 02 22,2
Herpes 02 22,2
Hepatite B 02 22,2
HPV 01 11,1

Outra 02 22,2
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Tabela 3. Caracteristicas do aspecto de histdria clinica de 100 gestantes recrutadas nas UBS do

municipio de Coari, Amazonas.

Variaveis n (%)
Numero de gestacdes

Primigesta 48 48,0
>1 gestacéo 52 52,0
Idade da primeira gravidez (n=52)

Média + DP 17,96 + 3,02
Amplitude

Numero de filhos nascidos vivos (n=46)

1 26 26,0
2a5 20 20,0
Aborto espontaneo (n=52)

Sim 12 23,0
Nao 40 77,0
Parto prematuro (n=52)

Sim 08 15,4
N&o 44 84,6
Idade gestacional (Semanas)

14a20 57 57,0
21a27 43 43,0
Queixa ginecolégica (n=69)*

Prurido 15 21.7
Corrimento vaginal 45 65.2
Dor pélvica 35 50.7
Dificuldade de urinar 06 8.7
Dor apo6s a relagao sexual 02 3.0

* N&o se soma pois pode ocorrer mais de uma queixa clinica.

4.2 INFECCAO PORCT

Os dois tipos de amostras bioldgicas - swab cérvico-vaginal e urina - foram

coletadas nas 100 gestantes. Todas as amostras confirmaram a presenca de DNA

gendmico humano.

Foi detectada amplificacdo de DNA de CT em amostras de 18 mulheres, uma

prevaléncia de 18%. Dentre elas, 8 pacientes (8%), foram positivas nos dois tipos de
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amostras biologicas, 3% foram positivas somente no swab cérvico -vaginal e 7%
somente na urina. Considerando apenas um tipo de amostra, 0s percentuais da
positividade para CT foram de (11%) no swab cérvico-vaginal e (15%) na urina. Os
percentuais da positividade sdo mostrados na Tabela 4. A Figura 13 exemplifica géis
de agarose com amostras positivas para CT, tanto amostra cérvico-vaginal quanto de
urina.

As gestantes que estavam infectadas por CT receberam o encaminhamento

para serem tratadas na policlinica Dr. Roque Juan Deloso do municio de Coari.

Tabela 4. Frequéncia da positividade da infeccao por CT nas amostras biologicas analisadas de 100
gestantes recrutadas nas UBS do municipio de Coari, Amazonas.

PCR Positividade
Amostras P value
+ = (IC95%)
Swab cérvico-vaginal 11 89 11% (5,62 — 18,83) 0.400%
Urina 15 85 15% (8,65 — 23,53) ’

*Teste qui-quadrado de Pearson

Figura 13. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% dos produtos da PCR obtidos apés a PCR
com 'ior:iciadores CTO5/CT06 e PCO3/PCOA4.
B)

57 58 59 60 61 62 63 C+ C- M 41 42 43 44 45 C+ C- M

280

280 110

110

A) Amostras clinicas de Swab cérvico-vaginal das gestantes 57 a 63, mostrando amplificacdo
das amostras 58 e 61 com amplicon de 280pb (CT) e amplificacdo de todas as amostras com
amplicon de 110pb (DNA humano); B) Amostras clinicas de urina das gestantes 41 a 45,
mostrando amplificacdo da amostra 41 com 280pb (CT) e amplificacdo de todas as amostras com
amplicon de 110 pb (DNA humano); C+: controle positivo; C-: controle negativo da reacdo; M:
marcado de 100pb.
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4.3 ANALISE DE CONCORDANCIA DE RESULTADOS ENTRE AS DUAS
AMOSTRAS BIOLOGICAS ANALISADAS

A concordancia observada nos resultados entre as duas amostras biolégicas
foi de (90%), havendo concordancia em 8 casos positivos e 82 casos negativos. O
coeficiente de concordancia ajustada (Kappa -k) mostrou uma concordancia

moderada, onde kappa foi 0,55 entre Swab cérvico-vaginal e urina.

4.4 ASSOCIAGAO ENTRE AS VARIAVEIS E A INFECCAO POR CT

Os dados sécio demogréaficos, comportamentais e histéria clinica, foram
cruzadas para a investigacdo da associacdo com a infec¢cdo por CT. Com excecéao
dos numeros de parceiros nos ultimos 12 meses, nenhuma outra variavel teve

associagao estatisticamente significativa com a infecgéo por CT (Tabela 5 a 7).

Tabela 5. Caracteristicas s6cio-demograficas de 100 gestantes recrutadas nas UBS do municipio de
Coari, Amazonas com relacéo a infeccdo por CT.

Variaveis Total CT+ CT- P value
n (%) n (%) n (%)

Idade 0,226**

Média + DP 21,15+ 4,65 23,08 + 6,36

Amplitude 14 - 32 13-41

Nivel de escolaridade ok

Ensino fundamental incompleto 20 (20,0) 03 (16,7) 17 (20,7)

Ensino fundamental completo 32 (32,0) 08 (44,4) 24 (29,3)

Ensino médio completo 43(43,0) 06 (33,3) 37 (45,1)

Ensino superior completo 05 (5,0) 01 (5,6) 04 (4,9

Renda familiar 0,706*

Até 1 SM 54 (54,0) 09 (50,0) 45 (54,9)

2 SM ou mais 46 (46,0) 09 (50,0) 37 (45,1)

Renda pessoal *kk

Nenhuma 52 (52,0) 11 (61,1) 41 (50,0)

Até 1 SM 44 (44,0) 07 (38,9) 37 (45,1)

Até 2 SM 04 (4,0) 00 (00,0) 04 (4,9)

DP = desvio — padréo; * Teste qui-quadrado de Pearson; **Teste t de Student; *** Nao é possivel

aplicar a estatistica de teste devido as restricdes do qui-quadrado.
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Tabela 6. Comportamento sexual das 100 gestantes recrutadas nas UBS do municipio de Coari,
Amazonas com relacéo a infeccdo por CT

Variaveis Total CT+ CT- P value
n (%) n (%) n (%)

Estado conjugal 0,165**

Solteira 22 (22,0) 06(33,3) 16(19,5)

Casada/Uniao estavel 78 (78,0) 12 (66,7) 66 (80,5)

Idade da primeira relacdo sexual 0,190%***

Média + DP 14,55 £ 1,29 15,30 + 2,33

Amplitude 12 - 17 9-23

N° de parceiro no altimos 12 meses 0,022**

1 77 (77,00 10(55,6) 67 (81,7)

>2 23(23,0) 08(44,4) 15(18,3)

N° de parceiros ao longo da vida 0,491**

1 20 (20,0) 03(16,7) 17 (20,7)

>2 80 (80,0) 15(83,3) 65 (79,3)

Uso de preservativo 0,282*

As vezes 67 (67,00 14 (77,8) 53 (64,6)

Nunca 33(33,00 04(22,2) 29(35,4)

DP = desvio — padréo; * Teste qui-quadrado de Pearson; ** Teste exato de Fisher; *** Teste t de

Student

Tabela 7. Histéria clinica das 100 gestantes recrutadas nas UBS do municipio de Coari, Amazonas
com relacdo a infeccéo por CT.

Variaveis Total CT+ CT- P value
n (%) n (%) n (%)

Numero de gestacdes 0,851*

Primigesta 48 (48,0) 09 (18,8) 39 (81,2)

>1 gestacédo 52 (52,0) 09 (17,3) 43 (82,7)

Aborto espontaneo (n=52) 0,110%**

Sim 12 (23,0) 04 (33,3) 08 (66,7)

N30 40 (77,0) 05 (12,5) 35 (87,5)

Parto prematuro (n=52) 0,578**

Sim 08 (15,4) 01 (12,5) 07 (87,5)

Néo 44 (84,6) 08 (18,2) 36 (81,8)

Clinical complaints (n=69)?

Prurido 15(21,7) 02 (13,3) 13 (86,7) 0.11%%*

Corrimento vaginal 45 (65,2) 10 (22,2) 35(77,8) 0.55%**

Dor pélvica 35(50,7) 05 (14,3) 30 (85,7) 0.27%**

Dificuldade de urinar 06 (8,7) 00 (00) 06 (100) 1.00%**

Dor apés a relacéo sexual 02 (3,0) 01 (50,0) 01 (50,0) 0.05***

*Teste qui-quadrado de Pearson; **Teste exato de Fisher; *** Teste Binominal
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5 DISCUSSAO

No municipio de Coari/AM esse € o primeiro estudo realizado para deteccao
de CT em gestantes. Nesse municipio, o Unico estudo realizado até o momento foi em
mulheres sexualmente ativas, acima de 18 anos, que procuravam 0S servicos de
saude para exame ginecoldgico de rotina, sendo encontrada uma prevaléncia de 6,4%
de infeccdo (ROCHA et al., 2014).

No presente estudo descritivo e transversal realizado no municipio de
Coari/AM, a prevaléncia da infeccao por Chlamydia trachomatis (CT) foi de 18%. Para
esta pesquisa, utilizamos dois tipos de amostras — urina e esfregaco com Swab
cérvico-vaginal. Nas amostras de urina a prevaléncia da infeccao por CT foi de 15%.
No Brasil encontramos taxas da infec¢ao por CT em amostras de urina que variam de
6,9% a 18% (Pinto et al., 2011; Santos et al., 2016). Quando comparado os resultados
do presente estudo com os trabalhos realizados no Brasil e no mundo, fica evidente a
elevada prevaléncia da infeccao por CT em gestantes no municipio de Coari.

No estudo realizado por Schimdt et al. (2015), na cidade de Vitdria (ES) em
um hospital universitario com amostras de urina encontraram uma prevaléncia de
13,9% pelo método de PCR. J& Pinto et al. (2011) encontraram uma prevaléncia de
14,1% em 3 cidades do Norte do Brasil - Belém (PA), Macapa (AP) e Manaus (AM).
Este estudo multicéntrico de Pinto et al. (2011) encontrou prevaléncias menores de
infeccdo nas outras 4 regides brasileiras: 8,6% no Nordeste (Fortaleza (CE), Aracaju
(SE) e Natal (RN)); 11,3% no Centro-Oeste (Brasilia (DF) e Campo Grande (MS));
9,8% em cidades da regido Sudeste (Belo Horizonte (MG), Campinas (SP) e Rio de
Janeiro (RJ); e 6,9% em cidades do Sul (Curitiba (PR), Porto Alegre (RS) e Joinvile
(SC). Num estudo realizado também na regido Norte do Brasil, em Belém (PA), Santos
et al. (2016) também encontraram uma prevaléncia elevada em amostra de urina
(18%). Tanto no estudo realizado por Pinto et al. (2011) como no estudo de Santos et
al. (2016) a deteccéao foi pelo método de PCR.

Em relagédo aos estudos internacionais realizados com amostras de urina,
nossos resultados assemelham-se aos de Masha et al. (2017), que encontraram
prevaléncia de 14,9% em gestantes no Quénia e inferior a encontrada por Adachi et
al. (2015), uma prevaléncia de 18,1%, em um estudo multicéntrico, ambos utilizando
PCR em tempo real. Ja o estudo de Pifieiro et al. (2016) num estudo com gravidas na

Espanha encontrou prevaléncia bem mais baixa (6,4%) por PCR. Certamente as
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diferengas nas prevaléncias encontradas podem estar relacionadas a fatores culturais,
comportamentais e de acesso ao sistema de saude.

Nas amostras de swab ceérvico-vaginal a prevaléncia da infeccdo por CT foi
de 11% no nosso estudo. No estudo de BRASIL (2008) e Benzaken et al. (2008) foram
encontradas prevaléncias de 11,6% a 11,9%, respectivamente, em amostras vaginais
pelo método de captura hibrida. No estudo de Borborema-Alfaia et al. (2013),
realizado em Manaus/AM encontrou-se uma prevaléncia de 11% pelo método da
PCR. Em Pelotas (RS) um estudo realizado por Silveira et al. (2017) encontrou uma
prevaléncia de 12,3% pelo método de PCR. Ja nos estudos internacionais, Wangapi
et al. (2014) realizaram um estudo em Papua-Nova Guiné por PCR em tempo real,
gue detectaram prevaléncia de 11,1% em gestantes. Por sua vez Ovalle et al. (2012)
detectaram uma prevaléncia bem mais baixa (5,9%) em gestantes no Chile.

Um estudo com adolescentes comparando trés tipos de amostras (urina, swab
endocervical e vaginal), mostrou que os trés tipos de amostras sado equivalentes na
deteccdo da infeccdo por CT pelo método de PCR, e apresentou uma boa
concordancia de resultado (Kappa= 0,73), com uma alta sensibilidade e especificidade
(CARDOSO, 2010). Fang et al. (2008) em amostras de urina, swab endocervical e
swab vaginal por autocoleta encontraram uma 6tima concordancia (Kappa=0,89). No
nosso estudo foi encontrada uma moderada concordancia entre as amostras, sendo
o valor de kappa 0,55, ndo tendo sido encontrada diferenca significativa nesses
resultados (p= 0,400), o que mostra que essas duas amostras sdo equivalentes no
diagndstico da infeccao por CT pelo método de PCR.

Tanto os métodos de captura hibrida e PCR tem sido utilizado para o
diagnéstico da infeccdo por CT. O teste de Captura Hibrida inclusive ja € um método
aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Sistema Unico
de Saude (SUS) ja incluiu na tabela de procedimentos pagos. No entanto, estudos
tém demostrado que a sensibilidade do teste de captura hibrida varia de 66,7% a
72,3% comparada a PCR, ndo sendo apropriada para o rastreamento de CT pela
moderada sensibilidade (LEVI et al., 2012; NEVES et al., 2016).

A técnica de PCR, permite a amplificacdo de DNA partir de minimas
guantidades do DNA da CT com alta sensibilidade e especificidade, embora seja de
custo mais elevado. Os iniciadores utilizados na PCR para detec¢éo de CT podem ter
como alvo o DNA plasmidial, gene ompl no DNA cromossomal e gene 16s ribossomal.

Muitos estudos, como o de Borborema-Alfaia et al. (2013), tem utilizado iniciadores
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para o DNA plasmidial, pois os plasmideos estdo em numero de 7 a 10 cOpias por
bactéria, tornando a técnica mais sensivel. No entanto, um estudo realizado por
Farencena et al. (1997) descreveram o isolamento de uma CT desprovida de
plasmideo e Ripa e Nilsson (2006) na Suécia descobriram uma estirpe que possuia
uma delecdo de 377pb no DNA plasmidial, entre os nucleotideos 608 e 985 (ficando
conhecida como “variante sueca”). Devido ao conhecimento que hoje se tem a
respeito da existéncia de variantes de CT livres de plasmideos, a escolha de um
iniciador para o alvo nessas regifes, poderia resultar em falsos negativos, de forma
que estas poderiam estar presentes nas amostras clinicas e ndo seriam detectadas.
Por conta disso, em nosso estudo utilizamos um iniciador para o gene ompl que se
localiza no DNA cromossomal e codifica a proteina principal da membrana externa da
bactéria, esse iniciador delimita uma regido conservada em todos os sorotipos da CT
(BOBO et al., 1990).

Os resultados obtidos a partir do método de PCR tendo como alvo o DNA
cromossomal da bactéria CT mostrou que a média da idade das mulheres infectadas
foi mais baixa que a ndo infectada (21,15 + 4,65 e 23,08 * 6,36, respectivamente). Em
outros estudos a infec¢ao por CT tem sido encontrada em mulheres que tem em torno
de 14 a 25 anos, 0 que mostra que as mulheres nessa faixa de idade tem uma maior
predisposicdo ao comportamento sexual (ROURS et al., 2011; Schmidt et al., 2015;
Silveira et al., 2017). Na literatura, os casos maiores da infeccdo por CT sao
encontrados em paises em desenvolvimento, em pessoas mais pobres (JALIL et al.,
2008; RAMOS et al., 2003). Neste estudo a prevaléncia foi maior nas que tinham até
o ensino fundamental 61,1%, corroborando com os trabalhos de Jalil et al. (2008) e
Ramos et al. (2003).

Nas mulheres solteiras a prevaléncia da infeccao também foi maior 33,3%,
essas mulheres na maioria das vezes por estarem nessa condi¢do, tendem a ter um
maior nimero de parceiros, facilitando a aquisicéo de algumas infec¢des. No presente
estudo, o principal fator de risco para infeccdo por CT foi 0 maior nimero de parceiros
nos ultimos 12 meses, com uma prevaléncia de 44,4%. Nos estudos de Rours et al.
(2011) e Santos et al. (2016) encontram resultados semelhantes, o que mostra que a
infeccéo tende a ser maior nas mulheres solteiras e nas que tem diferentes parceiros.

Nessa populacdo, considerando o historico de parto prematuro e aborto
espontaneo - desfechos clinicos relacionados a infecgdo por CT — nosso estudo nao

encontrou associagao entre a infeccao por CT e estas variaveis. Comparando nossos
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resultados com outros estudos, autores como Blas et al. (2007), Folger. (2013) e Rours
et al. (2011a) encontraram claramente associagéo entre estas variaveis e infecgéo por
CT, enquanto autores brasileiros como Pinto et al. (2011), Schmidt et al. (2015) e
Silveira et al. (2017) ndo encontraram. Embora alguns estudos ja tenha encontrada
associacao da infeccédo por CT com tais desfechos, devemos considerar que estas
intercorréncias tém causa multifatorial (DORIA e SPAUTZ, 2011).

Esses desfechos apresentam um grande impacto na estrutura familiar e nas
politicas de saude do pais. Em 2012 o Ministério da Saude passou a oferecer o
tratamento para infertilidade — desfecho também associado com a infec¢édo por CT-
pelo SUS, onde através da portaria de N° 3.149, foi determinado que fossem
destinados 10 milhdes de reais para oito centros de Saude do pais (Belo Horizonte,
Brasilia, Sdo Paulo, Porto Alegre e Recife).

No Brasil, durante o pré-natal, é realizado o rastreio rotineiro do HIV, Sifilis,
Hepatites B e C, Toxoplasmose e Rubéola entre as gestantes, preconizado pelo
Ministério da Saude. A CT, no entanto, ficou do lado de fora do rastreamento no pré-
natal, pois, para o Ministério da Saude, ndo ha evidéncia cientifica suficiente da sua
efetividade e do custo/efetividade (Brasil, 2013).

Nos paises como Austrdlia, Estados Unidos, Canada, Japéo e Alemanha, o
rastreamento e tratamento da CT faz parte da rotina do pré-natal. Um estudo realizado
por Ong et al. (2016) na Australia, comparando os custos diretos do rastreamento e
manejo das complicacdes por CT em gestantes entre 16 e 25 anos com nenhum
rastreio ou rastreio seletivo, mostraram ser custo/efetivo o rastreamento da infeccao
em gestantes nessa faixa etéria, diminuindo assim os gastos com as complicagdes. O
trabalho de Ong et al. (2016) tém servido de base para outros estudos de
custo/efetividade.

Por outro lado, na Holanda e no Reino Unido, o rastreamento rotineiro da
infeccdo por CT ndo faz parte do pré-natal por néo ter evidéncias suficientes do
custo/efetividade. Por conta disso Rours et al. (2016) na Holanda, realizaram um
estudo onde em uma analise com base nos desfechos causados por CT, mostraram
ser custo/efetivo o rastreio da CT durante o pré-natal e ainda mais econémico o
rastreio em gestantes com menos de 30 anos de idade. Esses autores tem
contribuindo com muitos estudos que mostraram a associacao da infeccédo por CT
com parto prematuro e problemas respiratério no neonato e por isso tem realizado

estudo de custo/efetividade para que o rastreamento faca parte da rotina do pré-natal
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na Holanda. Os autores consideram ainda a importancia da realizagdo de estudos
clinicos randomizados que déem embasamento aos estudos de custo/efetividade.
Uma alta prevaléncia (18%) foi encontrada em nosso estudo, o que contribui
para que surjam debates em relacdo ao rastreamento dessa infec¢cdo no curso da
gestacdo. O rastreamento da infeccdo por CT durante o pré-natal € uma oportunidade
de detectar e tratar mulheres, a fim de diminuir os gastos com os desfechos.
Consideramos ainda, que seria importante a implementacdo de exames para essa
infeccdo durante o pré-natal. Um alternativa a PCR, que possui elevado custo, seria a
Captura Hibrida, que possui sensibilidade e especificidade similares a PCR no
diagnostico de CT, comparada a cultura celular. Dessa forma, este estudo ajuda a
ampliar a visibilidade do problema da infeccdo por CT na gestacdo e reforca o

entendimento da importancia de incluir este diagnéstico na rotina do pré-natal.

CONCLUSAO

1 — Foi encontrada uma alta prevaléncia da infeccdo por CT nesta amostra de

gestantes — 18%;

2 — A maioria das mulheres viviam em unido estavel, tinham até o ensino fundamental

completo e de baixa renda;

3 - Alinfecgao por CT nado esteve associada a maioria das variaveis estudadas, com
excegao das variaveis “multiplicidade de parceiros nos ultimos 12 meses” e “dor apos

a relagao sexual”’, com as quais foi encontrada associacao (p=0,022) e (p= 0,05);

4 - A infeccdo por CT foi detectada com maior frequéncia nas amostras de urina,

havendo moderada concordancia entre os dois tipos de amostras;

5 - A amostras de urina podem ser usadas para deteccao de CT, pois € uma amostra

auto-coletavel, ndo-invasiva e dispensa um ambiente clinico.
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Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

N
UFAM
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

INSTITUTO DE SAUDE E BIOTECNOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a Senhora para participar da Pesquisa “EPIDEMIOLOGIA DE
INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS EM GESTANTES NO MUNICIPIO DE
COARI, AMAZONAS ”, sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. Danielle Albuquerque
Pires Rocha, a qual pretende identificar as infec¢des por patdgenos sexualmente
transmissiveis em gestantes do municipio de Coari. Sua participagdo ¢ voluntaria e se dara
respondendo a um questiondrio que sera aplicado por um técnico de saude, além de
coleta de material do colo do utero e/ou vaginal e urina.

O material coletado serd utilizado unicamente para os objetivos da pesquisa e serdo
encaminhados para realizagdo de exames especializados para pesquisa de patogenos
sexualmente transmissiveis. Necessito de sua autorizagdo para coletar, guardar e usar este
material coletado para pesquisas futuras de modo a tornar possivel o delineamento de estudos
de prevaléncia e associagdes de infec¢des por patdogenos sexualmente transmissiveis (DST) com
algumas condig¢des clinicas, tais como parto prematuro, aborto, baixo peso do bebé, dentre
outras coisas, que responderdo a novas perguntas cientificas (segundo consta na resolucao
441/11 do Conselho Nacional de Satude). Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficarao
sob a guarda do pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apds isso serdo
destruidos ou mantidos na instituicdo. Caso o material coletado nao se encontre em condi¢des
de armazenagem, necessito de sua autoriza¢do para o descarte dos mesmos. A senhora sera
informada quanto a perdas ou destrui¢cdo de suas amostras bioldgicas. Os riscos decorrentes de
sua participag¢@o na pesquisa sao minimos, sendo apenas pequeno incomodo no momento da
coleta do material bioldgico. Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para o aumento
no conhecimento sobre a infeccdo por patogenos sexualmente transmissiveis e sua relagdo
com algumas condigdes clinicas nas gestantes.

Se depois de consentir sua participagdo a senhora desistir de continuar participando, tem
o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, bem
como retirar o consentimento de guarda e utilizagdo de sua amostra bioldgica independente do
motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa, nem do seu tratamento ou atendimento no servigo
de saude. A Sra. ndo terd nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma remuneragao.
Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados em artigos cientificos, mas sua
identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer acesso aos
resultados da pesquisa ou outra informagdo, a Sra poderd entrar em contato com 0s
pesquisadores no endereco Rua Estrada Coari/Mania, N.305, Bairro Espirito Santo,
Universidade Federal Do Amazonas-UFAM, Coari/AM pelo telefone (97) 3561-2363.

Consentimento Pés—Informacao
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Eu, , fui informada
sobre o que os pesquisador es pretendem realizar e porque precisam da minha colaboragdo, e
entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto. Este documento ¢ emitido
em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada
um de nos.

Havera necessidade de novo consentimento para uma nova pesquisa com o material

armazenado ()
Dispenso o novo consentimento a cada pesquisa ()

Coari, / /

Assinatura da participante - Paciente

Assinatura da pesquisador
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Anexo 3 — Termo de Assentimento

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE SAUDE E BIOTECNOLOGIA

Termo de assentimento

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa “Epidemiologia de infecgdes
sexualmente transmissiveis em gestantes no municipio de Coari, Amazonas”. Seus pais ja
permitiram que vocé participe, mas vOcé ndo precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um
direito seu, e ndo terd nenhum problema se desistir. Nesta pesquisa, estamos estudando as
infeccdes por patdgenos sexualmente transmissiveis e algumas situacdes clinicas nas gestantes,
tais como parto prematuro, aborto, peso do bebé, dentre outras coisas.

Todas as adolescentes gravidas que estiverem fazendo pré-natal nas Unidades Bésicas
de Saude de Coari ou que derem entrada no Hospital Regional para ter bebé serdo convidadas
a participar também. Neste momento, se vocé concordar em participar, respondera um
questionario e cederd um pouco de urina ou sera feita uma pequena coleta de raspado de colo
de utero ou vagina. Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sao minimos, sendo
talvez um pequeno incdbmodo no momento da coleta do material para o exame.

O uso do material coletado sera utilizado unicamente para 0s objetivos da pesquisa.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas, nem
daremos a estranhos as informacgdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa serdo
analisados e publicados, mas sem identificar os nomes das pessoas que participaram da
pesquisa.

Se vocé tiver alguma davida, ou quiser desistir de participar a qualquer momento, vocé
pode ligar para o telefone (97)35612363 e falar com a Dra. Danielle Albuquergue Pires Rocha,
ou ainda se dirigir a Universidade Federal do Amazonas na Es. Coari Mamia, 305, Espirito
Santo, Coari/AM.

Eu aceito participar da pesquisa
“Epidemiologia de infeccdes sexualmente transmissiveis em gestantes do municipio de Coari,
Amazonas” que tem com objetivo “Estimar a frequéncia da infec¢do por patogenos sexualmente
transmissiveis em gestantes atendidas no Hospital Regional de Coari, no municipio de Coari”.
Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e
participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “nao” e desistir que nao vai haver nenhum
problema para mim. Os pesquisadores tiraram minhas ddvidas e conversaram com 0S meus
responsaveis.

Recebi uma cdpia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Coari, / /

Assinatura da participante - Paciente

Assinatura da pesquisador
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Fichan®

Epidemiologia das infecgdes sexualmente transmissiveis em gestantes no municipio de

Coari, Amazonas, Brasil

IDENTIFICACAO

1. Nome:

2. Data daabordagem: _ / /  3.ldade: 4. Data de nascimento: / /
5. Naturalidade: 6. Telefones:

7. Endereco:

8. Unidade de Saude

ASPECTOS SOCIOECONOMICOS

9. Qual ¢ o seu grau de escolaridade?

9.1 Ensino fundamental incompleto ( ) 9.2. Ensino fundamental completo ()

9.3. Ensino médio completo ( )  9.4. Ensino superior completo () 9.5. Pés-graduagdo ()

10. Ocupacio:

11. Qual a renda total da sua familia?

12. Qual ¢ a sua renda pessoal?

ASPECTOS DE HISTORIA CLINICA/DST

13. Qual ¢ o seu estado conjugal?
13.1. Solteira ( )  13.2. Casada/unido estavel ( ) 13.2. Divorciada/Separada/Viava ()

14. Quantas gestacdes a senhora ja teve?

15. A senhora ja teve algum aborto?

16. Se ja, quantos foram espontaneos?

17. Se ja, quantos foram provocados?

18. Qual idade do primeiro parto ou aborto?

19. Teve algum parto premsturo(<37 semanas)? 19.1. Sim () 19.2. Nao ( )
20. Numero de filhos?

21. Com que idade teve sua primeira relagao sexual?

22. Nestes ultimos 12 meses a senhora teve relagdo sexual com quantos parceiros?

23. Quantos parceiros sexuais a senhora ja teve ao longo da sua vida?

24. Com que frequéncia a senhora usa(va) preservativo com este(s) parceiro(s) ?
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24.1.Sempre ( ) 24.2.Asvezes( ) 24.3. Nnunca ()

25. Se ndo usava, qual o motivo?

26. A senhora usa algum método anticoncepcional (exceto camisinha)? 26.1. Pilula (anticoncepcional oral) ()
26.2. Anticoncepcional injetavel () 26.3. Dispositivo intra-uterino (DIU) ( ) 26.4. Laqueadura de trompas
( ) 26.5. Coito interrompido ( ) 26.6. Outro ( ) Especificar:

27. A senhora ja teve alguma doenga sexualmente transmissivel? 27.1.Sim( ) 27.2Nao( )
28. Se sim, qual ¢ esta doenga? 28.1. HPV (doengas relacionadas) () 28.2. Hepatite B( )
28.3. Herpes genital () 28.4. Clamidia ( ) 28.5.Gonorréia () 28.6. Tricomoniase ()
28.7.Sifilis () 28.8.HIV( ) 28.9.O0utra( ) Especificar:

29. A senhora ja usou ou usa algum tipo de droga injetavel? 29.1. Sim () 29.2. Nao ( )

30. A senhora se relaciona ou ja se relacionou sexualmente com algum parceiro (fixo ou eventual) que vocé sabia
ser usuario de algum tipo de droga injetavel? 30.1. Sim ( ) 30.2.Nao( )

31. A senhora ja fez alguma tatuagem no seu corpo? 31.1. Sim( ) 32.2.Nado( )

32. A senhora trabalha em alguma Unidade de Satde (UBS, hospital, consultorio odontoldgico, etc)? 32.1. Sim
() 322.Nao( )

33. Esta apresentando alguma queixa clinica no momento? 33.1. Sim ( ) 33.2. Néo ()

34. Se sim, quais? 34.1. Ulceras genitais ( ) 34.2. Dificuldade de urinar ( ) 34.3. Corrimento vaginal ( )
34.4. Corrimento uretral () 34.5. Coceira( ) 34.6. Dor pélvica ( ) 34.7. Sangramento apoés relagdo
sexual ()  34.8. Outras () Especificar:
35. Asenhora fuma? 35.1.Sim ( ) 352.Nao ( )

36. Se sim, com que frequéncia? 36.1. Ocasionamente (as vezes) ( ) 36.2. Diariamente ( )

37. Ha quanto tempo (anos ou meses)? 38. Quantos cigarros por dia?

39. A senhora ingere bebida alcodlica mais de trés vezes na semana? 39.1.Sim( ) 39.2.Nao ( )

40. A senhora toma algum medicamento prescrito antes do pra-natal (antes da gravidez)? 40.1 Sim( ) 40.2
Nao( )

41. Se sim, qual é o tipo? 41.1. Anti-hipertensivo ( ) 41.2. Para controle do diabetes ( )

41.3. Antiinflamatoério ( ) 41.4. Analgésico () 41.5. Outro ( ) Especificar:

42. Atualmente a senhora esta tomando algum medicamento prescrito no pré-natal (durante a gravidez)? 42.1 Sim
() 422Nao( )

43. Se sim, qual € o tipo? 43.1. Anti-hipertensivo () 43.2. Para controle do diabetes ( )  43.3. Antibidtico
() 43.4. Antifingico ( ) 43.5. Antiinflamatério () 43.6. Analgésico ( ) 43.7. Outro ()

Especificar:

GRUPO 1e?2

44. Semanas de gestagdo: 45, Data da Ultima mesntruacéo: / /

46. Parametro utilizado para considerar a duracdo da gestacdo? 46.1.DUM ( ) 46.2. USG( )
47. Quantas consultas de pré-natal ja fez?

48. Hipertensao durante a gravidez? 48.1. Sim () 48.2. N&o ( )

49. Diabetes gestacional? 49.1. Sim ( ) 49.2. N&o ( )
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50. Teste rapido HIV: 50.1. HIV positivo () 50.2. HIV negativo () 50.3. Ndofez () 50.4. Discordantes
()

51. Sorologia Anti-HIV: 51.1. Anti- HIV positivo () 51.2. Anti-HIV negativo () 51.3. Ndo fez ( )

52. Teste rapido Sifilis: 52.1. Sifilis positivo ( ) 52.2. Sifilis negativo () 52.3. Nado fez ( ) 52.4.
Discordantes ()

53. Sorologia VDRL: 53.1. VDRL positivo () 53.2. VDRL negativo ( ) 53.3.Nadofez( )

54. Teste rapido Hepatite B: 54.1. HBV positivo ( ) 54.2. HBV negaivo ( )543 Néofez ( )

55. Sorologia Hepatite B: 55.1. HBsAg positivo () 55.2. HbsAg negativo ( ) 55.3. Anti HBcT positivo (
) 55.4. Anti HBCT negativo 55.5. IgM positivo ( ) 55.6. IgM negativo () 55.7. Anti HBs positivo ()
55.8. Anti HBs negativo 55.9. Ndo fez ()

56. Teste rapido Hepatite C: 56.1. Hep C positivo () 56.2. Hep C negativo () 56.3. Ndofez ( )

57. Sorologia Hepatite C: 57.1. Anti HCV-positivo () 57.2. Anti HBV negativo ()

58. Sorologia Toxoplasmose: 58.1. Toxo positivo () 58.2. Toxo negativo () 58.3. Ndofez ( )
59.Sorologia Citomegalovirus Humano: 59.1. HCMV positivo () 59.2. HCMV negativo () 59.3. N&o fez (

)

INFOMACOES SOBRE O PARTO e RECEM-NASCIDO (Grupo 2)

60. Profissional que realizou o parto? 60.1.Médico obstetra () 60.2. Médico ndo obstetra ( ) 60.3.
Médico ndo especificado () 60.4. Enfermeira/Obstetriz () 60.5. Outro ( )

Especificar
61 Tipo de parto: 61.1. Natural ( ) 62.2. Cesariano ( )

63. Se parto cesariano, por que?

64. Durag8o da gestagdo considerada pelo profissional que fez o parto? Semanas

65. Pardmetro utilizado para considerar a duragdo da gestagdo? 65.1. DUM () 65.2. USG( )
66. Intercorréncias no parto dignas de nota? 66.1. Sim () 66.2. Ndo ( )

67. Se sim, especificar:
68. Pré-clampsia? 68.1 Sim ( ) 68.2. N&o ( )

69. Feto nascido vivo? 69.1. Sim ( ) 69.2. N&o ( )

70. Peso do recem-nascido:

71. Tamanho do recem-nascido:

72. Relato de infeccdo urinaria atual ou durante a gestagdo? 72.1. Sim ( ) 72.2.( )
73. Se sim, foi tratada no pré-natal? 73.1. Sim ( ) 73.2. Néo ( )
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Anexo 5 - Protocolo de extracdo de DNA gendmico de células uroteliais
excretadas na urina com QlAamp® Viral RNA Mini Kit.

Protocolo com modificacdo no tempo de incubacdo em temperatura ambiente
das amostras ap0s colocado o tampao de lise e na velocidade e no tempo da
centrifugacao.

Antes de comecar o processo de extracdo adicionar etanol absoluto no AW1 e AW?2,
Conforme a quantidade que o fabricante recomenda. As amostras estando
devidamente separadas, seguir protocolo abaixo:

1. Adicionar 560 pl de tampéao AVL contendo RNA transportador em 140 pl de pellets
de urina

. Incubar a temperatura ambiente (15-25° C) por 30 min

. D4 um spin

. Adicionar 560 pl de etanol (96-100%) - (Gelado)

. Agitar no vértex por 15 segundos

. D4 um spin

. Pipetar a mistura numa coluna DNAse spin

. Centrifugar a 8000 rpm por 2 min

© 00 N O O A W N

. Descatrtar o filtrado e posicionar a coluna em novo microtibo de 2mL
. Adicionar 500 pl de tampéo AW1

e
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. Centrifugar a 8000 rpm por 2 min
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. Repetir o passo 9
. Adicionar 500 pl de tampéo AW2

e
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. Centrifugar a 12000 rpm por 4 min
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o

. Repetir o passo 9

16. Adicionar 120 ul de tampé&o AVE no centro da membrana da coluna e incubar por
1 min

17. Centrifugar a 8000 rpm por 4 min

18. Descartar a coluna DNAse spin, fazer aliquotas e armazenar o filtrado contendo o
DNA extraido a -20 °C.
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Anexo 6 - Protocolo de extracdo de DNA gendmico de amostras cérvico
vaginais com QlAamp® DNA Mini Kit.

Protocolo com modificacdo na velocidade e no tempo da centrifugacao.

Antes de comecar o processo de extracéo adicionar etanol absoluto no AW1 e AW?2,
Conforme a quantidade que o fabricante recomenda. As amostras estando
devidamente separadas, seguir protocolo abaixo:

1. Adicionar em 200 pL da amostra, 20uL de proteinase K e 200 uL de tampé&o de
lise (AL).

2. Agitar no vértex durante 15 segundos

3. Incubar a 30 min a 56° C no termobloco.

4. D& um spin

5. Adicionar 200 pL de etanol (Gelado)

6. Agitar no vértex durante 15 segundos

7. Daum spin

8. Transferir o lisado para a coluna DNAse spin

9. Centrifugar a 8.000 rpm por 2 minutos.

10.Trocar o coletor

11. Adicionar 500 pL do tampéao de lavagem (AW1)

12. Centrifugar a 8.000 rpm por 2 minutos.

13.Trocar o coletor

14. Adicionar 500 pL do tampéo de lavagem (AW?2),

15. Centrifugar a 12.000 rpm por 4 minutos

16.Trocar o coletor

17. Adicionar 140 pL do tampéo de eluicédo (AE).

18.Incubar 1 minuto a temperatura ambiente

19.Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos.

20.Jogar fora coluna DNAse spin (cuidado para ndo jogar o coletor, pois € nele
gue estad o DNA)

21.Ao finalizar a extracao, fazer as aliquotas e armazenar a -20° C.



