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RESUMO
As bactérias do género Chlamydia estdo associadas a diversas doengas, como

cegueira, infec¢cOes genitais e pneumonia. Existem poucos dados sobre como a
Chlamydia e o Treponema pallidum afetam indigenas na Amazonia brasileira.
Este estudo objetivou determinar a soroprevaléncia das infecgbes pela
Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae e Treponema pallidum nas
aldeias indigenas Bakaja, Apyterewa, Xingu e Mrotdidjdm, no municipio de
Altamira, Para, Brasil. O estudo incluiu 270 amostras de sangue coletadas no
ano de 2007. A deteccédo de anticorpos das classes IgM e IgG anti-Chlamydia
foi realizada empregando-se o ensaio imunoenzimatico (ELISA), e selecionada
de forma aleatéria amostragem de 36, entre os positivos, para determinar a
sorotipagem pela microimunofluorescéncia. Para deteccéo de anticorpos anti-T.
pallidum foi utilizado um teste treponémico (ELISA) e as amostras positivas
foram submetidas a um teste ndo treponémico (RPR). A prevaléncia geral de
anticorpos anti-Chlamydia foi de 26,7%, com prevaléncia de 100% para C.
trachomatis entre as amostras testadas pela MIF. Para a C. pneumoniae a
prevaléncia foi de 61,1% e a prevaléncia de anticorpos contra Treponema
palidum foi baixa. As bactérias do estudo circulam nas comunidades
indigenas da Amazonia brasileira estudada, o que requer uma resposta urgente
das autoridades de saude publica, pois estas bactérias podem causar doencas
graves, mas sao sensiveis a tratamento especifico, quando diagnosticadas

adequadamente.
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ABSTRACT

Bacteria from the genius Chlamydia are associated with several diseases
including blindness, reproductive tract infections and pneumonias. There is little
data about Chlamydia and Treponema pallidum affects on native Indian
population in the Brazilian Amazon region. This study determined the
prevalence of infections by Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae and
Treponema pallidum in Altamira, Para- Brazil among the native Indian
populations Bakaja, Apyretewa, Mrotidjam, Xingu and included 270 plasma
samples collected in 2007; they were tested using an enzyme immunoassay
(ELISA) for the detection of IgM and IgG antibodies to Chlamydia and random
samples (36) was chosen from the positives for serotyping through a
microimmunofluorescence assay (MIF). Antibodies anti-Treponema were
detected using a treponemal (ELISA) test and the positive samples were
subjected to a non-treponemal test (RPR). The overall prevalence of antibodies
to Chlamydia was 26.7% with a 100% prevalence of C. trachomatis tested
through MIF. Prevalence of antibodies to C.pneumoniae was 61.1% and the
prevalence of antibodies to T. pallidum was low. This study of bacteria
circulating in the Brazilian Amazon indigenous communities confirms that it is
necessary for an urgent response from public health authorities, because these
bacteria’s can cause serious illness. With adequate diagnoses these bacteria’s

can be treated because they are sensitive to specific treatment.
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1. INTRODUCAO
1.1 CHLAMYDIA TRACHOMATIS E CHLAMYDIA PNEUMONIAE
1.1.1 Histérico

O tracoma é reconhecido por milénios como causa de cegueira,
sendo a mais antiga referéncia associada com infeccdo por Chlamydia
trachomatis. Foi descrito ha mais de 3.500 anos nos papiros egipcios e nas
antigas escrituras chinesas (Schachter, 1990; Solomon et al., 2004). Existem
registros vagos de uma oftalmia egipcia, com casos associados ao tracoma,
gue acometeu soldados franceses, turcos e britanicos durante as campanhas
no Egito, no periodo de 1798 a 1802 e em 1807 (Meyerhof, 1932).

Em 1700, o linfogranuloma venéreo, também associado a Chlamydia
trachomatis, foi descrito pela primeira vez. Enquanto, que a psitacose foi
descrita na Suica, somente em 1870 (Schachter, 1990). Até 1879, acreditava-
se gue todos os casos de uretrite aguda eram infec¢gbes gonocdcicas e,
somente com o advento do método de Gram pode-se distinguir os casos de
infecc@o gonococica e ndo-gonocacica (Oriel, 1996).

Em 1907, Ludwig Halberstadter e Stanislaus Von Prowazek
descreveram a presenca de inclusdes intracitoplasmaticas em raspados de
células de conjuntiva de macacos, experimentalmente infectados com
Chlamydia (apud Oriel, 1996). Posteriormente, eles descreveram inclusdes,
aparentemente idénticas, em células de conjuntiva de alguns neonatos com
oftalmia n&o-gonocdcica. Estudos posteriores mostraram a presenca de
inclusBes nas células da uretra de homens, bem como na cérvice de mées de

criangcas com oftalmia ndo-gonococica (Oriel, 1996). O agente etiologico do
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tracoma nao foi isolado até 1957, quando T’ang e colaboradores, em Pequim,
completaram com sucesso 0 primeiro isolamento usando ovos embrionados,
gue haviam sido inoculados com raspados de conjuntiva de pacientes com

tracoma (T’ang apud Solomon et al., 2004).

Originalmente, o microrganismo foi considerado protozoario, e
mais tarde, virus (Schachter, 1990). Apenas na década de 60, estudos sobre a
morfologia, natureza quimica e metabolismo, justificaram o reconhecimento do
microrganismo como bactéria. Em 1966, ap0s receber diversos nomes, Leslie
Page, com base em estudos das caracteristicas da bactéria, propos classificar
0 microrganismo responsavel pelo tracoma, linfogranuloma venéreo e
psitacose, em um unico género, Chlamydia, o qual havia sido anteriormente
denominado por Jones, Rake e Stearns, em 1945, Em 1968, foram
estabelecidas duas novas espécies, Chlamydia trachomatis e Chlamydia

psittaci, para o género Chlamydia (Page, 1966; 1968).

A Chlamydia pneumoniae foi inicialmente denominada cepa
TWAR pelo laboratério que realizou o isolamento; considerada um novo
sorotipo de Chlamydia psittaci, foi isolada a partir da conjuntiva de uma crianga
durante um estudo da vacina contra o tracoma, em Taiwan, no ano de 1965
(Kuo et al., 1986). Em 1983, foi obtido o primeiro isolado respiratério de um
estudante universitario com faringite em Seattle, Washington, e desde entéo, é
considerada uma importante bactéria respiratoria. Sendo estabelecida, em
1989, como uma terceira espécie, denominada de Chlamydia pneumoniae

(Grayston et al., 1989).
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No entanto, uma nova taxonomia das clamidias foi proposta por
Everett et al. (1999) baseada na similaridade da sequéncia do rRNA e analise
filogenética, aliada a diferencas bioquimicas das quatro espécies de clamidia.
Com esta reclassificacdo a ordem Chlamydiales teria quatro familias:
Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Waddliacea e Simkaniaceae. Com a
familia Chlamydiaceae tendo dois novos géneros: Chlamydophila e Chlamydia
e um total de nove espécies. Entretanto, ndo houve um consenso para que tais
modificagOes fossem efetivadas, ndo sendo aceitas, por outros pesquisadores

(Schachter et al., 2001).

No Brasil, relata-se que o tracoma teria sido introduzido a partir
do século XVIII, no Nordeste, e o mais conhecido foco foi o do Cariri, no Sul do
estado do Cearad. Outros dois focos importantes para a disseminacdo da
doenca ocorreram em Sao Paulo e Rio Grande do Sul, a partir da segunda
metade do século XIX. Atualmente, é encontrado em todo o territorio brasileiro

(Brasil, 2001).

1.1.2 Classificagéao

As clamidias formam a ordem Chlamydiales, compde a familia,
Chlamydiaceae, e estdo incluidas em um Uanico género, Chlamydia,
inicialmente descrito com duas espécies, Chlamydia trachomatis e Chlamydia
psittaci (Page, 1966; 1968; Storz & Page, 1971). Posteriormente, analises por
métodos sorologicos e moleculares conduziram a diferenciagédo de Chlamydia
pneumoniae (Grayston et al., 1989) e também de Chlamydia pecorum (Fukushi

& Hirai, 1992).
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As espécies de clamidia podem causar uma variedade de doencas
em humanos e animais. A espécie C. trachomatis possui 19 sorotipos
responsaveis por diferentes doengcas em humanos. Os sorotipos A, B, Ba e C
sdo associados ao tracoma. Os sorotipos D a K estdo associados a infec¢oes
sexualmente transmissiveis (IST) e os sorotipos L1 L2/L2b e L3, associados ao
linfogranuloma venéreo (LGV) (Moulder, 1991; Stark et al., 2007).

As cepas de C. psittaci foram isoladas de seres humanos e um
nimero muito grande de aves e mamiferos, em que produzem vérias doengas
(Moulder, 1991). A C. pneumoniae é uma cepa Unica, responsavel por
patologias respiratérias, aterosclerose e doencas cardiovasculares em
humanos (Grayston et al., 1989). A espécie C. pecorum causa doencas em

bovinos e ovinos (Fukushi & Hirai, 1992).

1.1.3 Caracteristicas Estruturais e Morfologicas
As clamidias s&o bactérias intracelulares obrigatérias. Sao imovéis,
Gram-negativp, possuem DNA e RNA e estdo amplamente distribuidas no

reino animal (Kuo et al., 1986; Schachter, 1990).

A parede celular das clamidias se assemelha a das bactérias Gram-
negativas, porém ndo possuem peptideoglicano (Caldwell et al., 1981). Estas
bactérias apresentam duas membranas, sendo uma membrana externa com
dupla camada e uma membrana citoplasmatica (Friis, 1972). A integridade
estrutural da membrana externa € em parte mantida pela interacdo entre
ligacbes dissulfidicas e a proteina principal de membrana externa (MOMP)

(Hatch et al., 1986).
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No complexo da membrana externa das clamidias, a MOMP
corresponde a 60% do peso total da membrana. Embora, a MOMP
desempenhe uma importante fungcdo estrutural, também faz parte da estrutura
antigénica da clamidia, jA que é o principal antigeno de superficie exposto,
sendo espécie e sorotipo-especifico. O lipopolissacarideo (LPS) é outro
antigeno importante presente neste complexo, sendo género-especifico

(Caldwell et al., 1981; Solomon et al., 2004).

As clamidias sdo dimorficas, funcionalmente e morfologicamente
distintas (Peeling & Brunham, 1996). O corpusculo elementar (CE) que é
adaptado para a sobrevivéncia extracelular, é a forma infectante,
metabolicamente inerte, esférico e mede cerca de 0,3 um . E rodeado por uma
membrana citoplasmatica e uma membrana externa rigida, que confere a
vantagem de tornar o corpusculo elementar mais estavel, osmoticamente, e
resistente a estresse mecanico no ambiente extracelular (Tamura et al.,1971;

Hatch et al., 1986).

O corpusculo reticular (CR), nédo infectante, corresponde a forma
intracelular é metabolicamente ativo e mede cerca de 0,5 a 1,0 um. Dispfe das
membranas descritas na forma infectante, porém com diferencas estruturais
que conferem plasticidade em sua parede celular, resultando no seu

pleomorfismo (Tamura et al.,1971; Friis, 1972; Hatch et al., 1986).

Apesar de ter caracteristicas estruturais, na membrana externa,
similares as demais espécies do género Chlamydia, a C. pneumoniae difere na
morfologia do CE, apresentando uma morfologia Unica, tipicamente piriforme,

com o citoplasma redondo, e um grande espaco periplasmético. Contudo, o CR



16

de C. pneumoniae ndo apresenta diferencas com as demais espécies (Chi et

al., 1987; Campbell et al., 1990).

1.1.4 Ciclo de Desenvolvimento

A entrada da clamidia em células hospedeiras foi dividida em
adesdo e internalizacdo (Moulder, 1991). A adesdo do CE a célula do
hospedeiro inicia a infeccdo pela clamidia, através da interacdo com
componentes proteinaceos da célula (Hybiske & Stephens, 2007a). Kleba e
colaboradores (2002) demonstraram que a fibronectina € um mediador deste
processo de adeséo.

No mecanismo de internalizacdo dos CE, Hybiske & Stephens
(2007a) demonstraram a participacéo de vias especificas, como o envolvimento
de clatrina, podendo também envolver outros componentes celulares. Na
internalizacdo, ndo ha fuséo lisossomal, ocorrendo um mecanismo semelhante
a endocitose, permitindo que o corpusculo elementar se estabeleca na
inclusao.

ApOs a entrada, a clamidia sofre diversas mudancas caracteristicas
(Figura 1). A reorganizacdo do CE e diferenciacéo para CR, que se inicia com
a perda da infectividade e sintese de proteinas, € seguida pela reducdo das
ligacdes dissulfidicas e captacdo de ATP da célula do hospedeiro (Moulder,
1991). O CR aumenta de volume, o nucledide que antes era denso, apresenta
alteracbes tornando-se difuso e fibrilar. O CR no interior da inclusdo sofre
divisdo binaria, por volta de 12 horas apés a entrada da bactéria, e durante

esse processo sdo observadas formas intermediarias, até a completa
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transformacdo em CE, dentro de 24 a 72 horas (Friis, 1972; Hybiske &
Stephens, 2007b). O término do ciclo de desenvolvimento varia de acordo com
a espécie e sorotipo de clamidia (Moulder, 1991).

O mecanismo de saida da bactéria, da célula do hospedeiro, pode
ser mediado pelos processos de lise da inclusdo e da célula, ou através da
liberacdo da inclusédo sem rompimento da membrana celular. Estes
mecanismos sdo independentes do tipo de célula do hospedeiro (Hybiske &

Stephens, 2007b).

Internalizacéo .
/ Divisdo Binatia N
Adesdo  / : .o CE—=CR A\
Diferenciagao 5 (@) '
*—¢ ©

° ° © o\ Persisténcia -
o ® a” o oo

(5]
o g © O J

o /
e 0,0 _ @ " o/
Q (s R - p_ e

Lise celulariLiberagdo \24-72h

Transformagéo

CE —CR

Figura 1 - Ciclo de desenvolvimento das clamidias (Adaptado de

http://www.nature.com).

A clamidia é capaz de evadir-se dos mecanismos de defesa do

hospedeiro. A sobrevivéncia dentro da célula do hospedeiro ocorre através do
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impedimento da fusdo do lisossomo com o vacuolo onde elas se encontram
(Hogan et al., 2004).

A bactéria pode esta presente nos macréfagos e células dendriticas
(CD), em que pode sobreviver, multiplicar e completar o ciclo de
desenvolvimento no interior destas células, por varios dias. Contudo, por
vezes, as formas desenvolvidas sdo anormais. Apesar da persisténcia,
verificou-se que as clamidias ndo interferem com a capacidade das CD de
apresentar antigenos. As clamidias recuperadas destas CD, também tém a
capacidade de causar infeccdo in vivo e in vitro. Nos casos de tracoma e LGV,
a recorréncia ocorre mesmo apo6s longo periodo de tratamento (Wolf et al.,

2005; Rey-Ladino et al., 2007).

1.1.5 Caracteristicas Gendmicas

A comparacado dos genomas de C. trachomatis sorotipos A, D e L2
isolados de tecido ocular, genital e de um bulbo inguinal, respectivamente,
evidenciou um elevado grau de semelhanca (Stephens et al., 1998; Carlson et
al., 2005; Thomson et al., 2008).

O genoma de C. trachomatis, sorotipo D, é formado por um
cromossoma circular, com 1.042.519 pares de bases (pb) que consiste em
58,7% de adenina e timina (Stephens et al.,, 1998). No genoma de clamidia,
sorotipo A, o cromossoma circular apresenta 1.044.459 pb e 41,3% de guanina
e citosina (Carlson et al.,, 2005). O genoma de C. pneumoniae, cepa J138,
consiste de um cromossoma circular de 1.226.565 pb, das quais 40,7%

correspondem a guanina e citosina (Shirai et al., 2000).
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Andlise do genoma do sorotipo A resultou na identificacdo de um
total de 920 regides de matriz de leitura aberta (ORF), das quais 08 sdo do
plasmideo de C. trachomatis (Carlson et al., 2005). No sorotipo D, existem 894
genes que codificam proteinas, com 604 (68%) codificando proteinas de funcédo
conhecida (Stephens et al.,, 1998). No genoma de C. pneumoniae existem

1.072 genes codificadores de proteinas (Shirai et al., 2000).

Além do cromossoma, as clamidias comumente possuem um
elemento genético extracromossdmico de 7.493 pb, o plasmideo pCT
(Stephens et al., 1998). Todavia, 0 elemento genético extracromossémico nao

foi identificado na espécie C. pneumoniae (Shirai et al., 2000).

As clamidias apresentam enzimas, que respondem por exigéncias
minimas necessarias para a replicacdo do DNA, reparacdo, transcricdo e
traducédo. Os sistemas de reparo e recombinacdo do DNA estdo amplamente
representados no genoma desta bactéria, o que indica que as clamidias tém
elevada capacidade de recombinacado (Stephens et al., 1998). Esta bactéria
possui duas helicases da familia Sw2/Snf2, que sdo importantes na estrutura

do nucledide, regulacdo da transcri¢cao e no reparo (Stephens et al., 1998).

Os genomas dos sorotipos A e D de C. trachomatis apresentam
99,6% de similaridade, apesar de possuirem diferencas importantes, que talvez
estejam envolvidas no tropismo da bactéria. A maior diferenca entre estes
sorotipos foi observada ao nivel de polimorfismo de nucleotideo em um nimero
restrito de genes, sendo que os genes com elevado polimofismo sdo ompA e
pmpF, que codificam proteinas da membrana externa, a MOMP e proteinas

polimorficas da membrana (Pmp), respectivamente (Carlson et al., 2005).
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Os genes que codificam as proteinas polimorficas da membrana
estdo associados com alta frequéncia de polimorfismo de nucleotideo (Carlson
et al.,, 2005). A variacdo genética do gene que codifica a MOMP est4,
localizada em, 04 dominios variaveis, que sdo separados por regides
conservadas (Stephens et al.,1987). Na C. pneumoniae as 4 regides variaveis,
compartilham poucas similaridades nas sequéncias com as outras espécies de
clamidia (Kuo et al., 1995).

Devido ao alto grau de conservacdo do plasmideo, sugeriu-se que
este poderia ter uma importante funcdo no crescimento ou replicacdo das
clamidias. No entanto, alguns sorotipos de Chlamydia trachomatis, de
ocorréncia natural, foram isolados sem o plasmideo (Solomon et al., 2004).
Também, foram isolados plasmideos com uma delecéo de 377 pb, de amostras

genitais, da Suécia (Ripa & Nilsson, 2007).

1.1.6 Manifestacdes Clinicas das Infec¢gdes por Chlamydia trachomatis
1.1.6.1 Tracoma

O tracoma é causado pelos sorotipos A, B, Ba e C de Chlamydia
trachomatis (Moulder, 1991; Stevens et al., 2004). E uma das principais causas
de cegueira e, uma vez que ocorre € irreversivel (WHO, 2006).

Na fase aguda, o primeiro sinal € uma inflamacao na conjuntiva com
a presenca de foliculos e papilas. Nas manifestacfes tardias do tracoma,
repetidas infeccbes, causadas por esta bactéria, provocam cicatrizes no interior
da parte superior da palpebra, resultando em deformidade e na sua inverséo,

denominada de entropio (Javaloy et al., 2003; Burton, 2007).
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O contato dos cilios com a cérnea conduz a uma manifestacao
denominada de triquiase. Devido a presenca de cicatrizes na cérnea, causadas
pela abrasdo do contato dos cilios, verificou-se que a duracdo da triquiase tem
associacao significativa com presenca de opacidade corneana e a perda visual
(Melese et al., 2005). No limbo, a substituicdo de foliculos pela cicatriz resulta
na formacao de depressdes chamadas de fossetas de Herbert (apud Solomon

et al., 2004).

1.1.6.2 Infecgdes Neonatais

A C. trachomatis pode causar infec¢des no trato respiratorio inferior
em recém-nascidos (RN) e criancas menores de 06 meses. Entre os sinais e
sintomas esta a tosse com expectoragao, secrecdo nasal e taquipnéia. A febre,
nem sempre, € um sintoma encontrado nesta infeccdo. E pode haver
associacao de conjuntivite de inclusdo e pneumonia (Chen et al., 2007; Rours
et al., 2008). A maioria dos casos pode ocorrer no segundo ou terceiro més de
vida (Schachter, 1990).

A conjuntivite de inclusdo, causada por C. trachomatis, apresenta
como manifestagcbes clinicas o edema palpebral, eritema da conjuntiva e
secre¢cdo ocular mucopurulenta. Clinicamente, a diferenciagdo de outros
agentes nao é possivel, o que conduz ao tratamento inadequado. A resolucéo
espontanea pode evoluir com a formacdo de cicatrizes. O inicio da
sintomatologia pode variar de 05 a 12 dias (Schachter, 1990; Chen et al., 2007;
Rours et al., 2008).

Chen e colaboradores (2007) detectaram que 89% dos RN que

possuiam infec¢cdo pulmonar ou conjuntivite de inclusdo haviam nascido de
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parto normal e somente 11% de parto cesareo. Em RN com oftalmia neonatal,
causada por C. trachomatis, detectaram somente genotipos associados a
infeccBes genitais, sendo o gendtipo E, o de maior prevaléncia (Fermepin et al.,

2007).

1.1.6.3 Linfogranuloma Venéreo

O LGV representa infecgcdo invasiva e sistémica causada pelos
sorotipos L1, L2/L.2b, L3 de C. trachomatis (Mouder, 1991; Stark et al., 2007). O
LGV é uma IST, que até recentemente era restrito as regides em
desenvolvimento e raramente encontrado em paises industrializados.
Entretanto, atualmente surtos de LGV foram descritos em paises desenvolvidos
(Kropp & Wong, 2005; Spaargaren et al., 2005; Bremer et al., 2006; Van de

Laar, 2006; Stark et al., 2007).

O curso clinico do LGV pode ser dividido em trés estagios. No
primeiro, depois de um periodo de incubagdo de 3 a 30 dias, uma leséo
primaria indolor, auto-limitada, aparece no local de inoculac&o (prepucio ou
glande nos homens; e na vulva, parede da vagina e cérvice nas mulheres) e
por vezes é despercebida pelo individuo (Schachter, 1990; Mabey & Peeling,
2002; Bremer et al., 2006).

No segundo estagio, apos semanas da leséo inicial, se desenvolvem
linfoadenopatias regionais, geralmente unilaterais, caracterizada pela presenca
de “bubdes”, quando os nodulos inguinais sao acometidos. Em mulheres,
geralmente, o desenvolvimento de linfoadenopatia inguinal é menos frequente,

sendo os ganglios retroperitoneais os mais acometidos. Nesta fase, podem
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ocorrer manifestacdes sistémicas como febre, mal-estar geral e artralgia
(Schachter, 1990; Aggarwal et al., 2002).

O envolvimento anorretal é caracterizado por graves infec¢des, com
dor retal, Ulceras retais, presenca de anormalidades na mucosa, corrimento
mucopurulento ou com sangue, linfoadenopatia inguinal, tenesmo e
constipacdo, com os sintomas persistindo por um periodo que varia entre 3 a
60 dias (Spaargaren et al., 2005; Van de Laar, 2006; Stark et al., 2007; Vall
Mayans et al., 2008).

No terceiro estagio, se néo tratado o LGV pode conduzir a fibrose
com obstrucéo linfatica que conduz a elefantiase da genitalia em ambos os

sexos, e formacgao de fistulas (Aggarwal et al., 2002).

1.1.6.4 Outras Infec¢bes Sexualmente Transmissiveis

As IST no trato urogenital causadas pelos sorotipos D, E, F, G, H, I,
J, e K de C. trachomatis apresentam caracteristicas clinicas diversas, incluindo
infeccbes assintomaticas, mais prevalentes em mulheres que em homens, e
representam risco ndo somente para o aparecimento de complicacdes, mas,
também para sustentar a transmissao dentro de uma comunidade (Gao et al.,
2007; Lima et al., 2007; CDC, 2008).

Em homens, a infeccdo por clamidia causa uretrite ndo-gonocdcica e
estes tendem a ter micgao dolorosa, ardéncia ao urinar, irritacdo no prepucio,
corrimento uretral de aspecto claro e epididimite (Bakken et al., 2007a). A co-
infeccdo com Neisseria gonorrhoeae é frequente, sendo este um fator para o

desenvolvimento de uretrite pds-gonocdcica (Schachter, 1990; Gaydos et al.,
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2006). Complicacfes, mais raras, incluem a artrite e sindrome de Reiter nas
articulagOes (Keat et al., 1978).

O curso clinico da infeccdo em mulheres, com C. trachomatis, pode
resultar em cervicite que, se nao tratada, pode ascender para o trato
genitourinario superior e causar endometrite, dor pélvica cronica e doenca
inflamatoria pélvica (DIP), que leva a sequelas como a gravidez ectépica e
infertilidade (Quadro 1). Em mulheres, com resultado positivo para clamidia,
gue foram submetidas ao exame pélvico evidenciou-se cervicite, e 0s sinais e
sintomas mais frequentes s&o: corrimento mucopurulento proveniente da
endocérvice e sangramento endocervical, quando aplicada uma leve presséo

(Geisler et al., 2007; CDC, 2008).

Quadro 1 - Manifestac¢Oes clinicas e outras doencgas associadas a Chlamydia
trachomatis

Grupo Sindrome clinica resultante
Homens: Corrimento uretral (uretrite)
Epididimite
Proctite
Infertilidade
Mulheres: Cervicite
Endometrite
Salpingite
Doenca Inflamatoria Pélvica
Infertilidade
Peri-hepatite (comumente assintomatica)
Ambos os sexos: Faringite
Sindrome de Reiter
Fonte: Adaptado de WHO, 2007

O isolamento da bactéria no endométrio estd associado com a
ocorréncia de DIP aguda (Wiesenfeld et al., 2005). E entre 10% a 40% das

mulheres com infec¢cdo néo tratada causada por clamidia desenvolvem doenca
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inflamatoria pélvica sintomatica (WHO, 2007). Além disso, estudos verificaram
associacao entre infeccéo prévia por C. trachomatis e o desenvolvimento de
gravidez ectopica e infertilidade (Bakken et al., 2007b; Siemer et al., 2008). O

dano tubario pos-infeccdo é responsavel por 30% a 40% dos casos de

infertilidade feminina (WHO, 2007).
A clamidia também esta associada, apesar de raro, a peri-hepatite e
peritonite (Muller-Schoop et al., 1978). Além destes locais, a clamidia pode ser

encontrada na uretra, no reto ou faringe (Van de Laar et al., 1996).

1.1.7 Manifestacdes Clinicas das Infeccfes por Chlamydia pneumoniae

A C. pneumoniae é uma bactéria que pode causar infeccéo
respiratoria de curso agudo ou brando. Entretanto, também esta associada a
doenca coronariana e cerebrovascular (Campbell et al., 1998; Chedid et al.,
2007).

A pneumonia e bronquite sdo as doencas mais frequentemente
associadas a C. pneumoniae. O desenvolvimento da doenga com sintomas
leves € o resultado mais comum da infeccdo. As manifestacdes clinicas néo
séo especificas para a infecgdo pulmonar, causada por esta bactéria, e incluem
a tosse, febre, faringite, rouquidao, obstrucéo nasal, coriza e sibilos (Kuo et al.,
1995; Nakashima et al., 2006). Evidéncias sorologicas de infeccdo por C.
pneumoniae sao frequentes em pacientes com asma (Costa, 2002; Agarwal &
Chander, 2008).

A associacdo de C. pneumoniae com aterosclerose é corroborada

pela presenca de C. pneumoniae em lesdes ateroscleroticas na artéria e a
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guase auséncia da bactéria nos tecidos saudaveis arteriais, também foi isolada
de placas ateromatosas coronarias e carotidas (Campbell et al., 1998).

Estudos soroepidemiologicos tém associado 0s anticorpos contra
esta bactéria a doenca coronariana, infarto do miocardio, doenca da artéria
carGtida, doenca cerebrovascular e angina pectoris (Campbell et al., 1998;
Costa, 2002; Jha et al.,, 2007). Ademais, o DNA de C. pneumoniae foi
encontrado no liquido cefalorraquidiano de pacientes com esclerose mdiltipla,

sugerindo uma associacdo entre a bactéria e a doenca (Sriram et al., 2005).

1.1.8 Epidemiologia das Infec¢cdes por Chlamydia trachomatis

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que 92
milhdes de casos novos de infec¢éo por clamidia ocorram em todo o mundo a
cada ano. A maioria destes casos esta distribuida em regibes em
desenvolvimento ou subdesenvolvida (WHO, 2001).

Nas regibes em desenvolvimento como Africa e Sudeste da
Asia s&o altamente prevalentes os sorotipos de C. trachomatis associados ao
tracoma, além da infeccdo ativa e da triquiase (Polack et al., 2005). Em regifes
com alta endemicidade, como na Etidpia, foi encontrado 56,3% em criangas de
1 a5 anos, por métodos moleculares (Melese et al., 2004).

No México, em 2004, detectou-se 15,5% dos sorotipos associados

ao tracoma, através da técnica de microimunofluorescéncia, em criancas de 6 a
12 anos, de areas rurais. Os fatores de risco para a doenca incluem o nivel
sécio econdmico da familia, a distancia do acesso a agua e péssimos habitos

de higiene (Goldschmidt et al., 2007).
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Na Europa, uma epidemia de LGV, teve inicio em 2003 na
Holanda, e constatou-se que a maioria dos casos estavam associados ao
gendtipo L2b de C. trachomatis. O acometimento ocorreu, principalmente, em
homens que praticam sexo com homens, que na maioria eram portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e que haviam tido multiplos parceiros
sexuais. Neste pais, 179 casos confirmados de LGV foram registrados até

dezembro de 2005 (Van de Laar, 2006).

Diversos paises da Europa como Franca, Reino Unido, Alemanha,
Espanha e Portugal foram descritos casos de LGV associados ao genotipo L2b
(Bremer et al., Van de Laar, 2006; 2006; Castro et al., 2008; Vall Mayans et al.,
2008). Na Australia, entre 2005 e 2006, o LGV, gendtipo L2b, foi detectado em
04 casos de homens portadores do HIV que tiveram relacdo sexuais com
outros homens (Stark et al., 2007). No Canada, em 2005, foram confirmados 16
casos, a faixa etaria acometida foi de homens entre 29 e 47 anos, neste pais o0
LGV também foi causado pelo gendtipo L2b, e os casos apresentavam as
mesmas caracteristicas clinicas e epidemiolégicas descritas em paises

Europeus e na Austrélia (Kropp & Wong, 2005).

A clamidia € uma das principais IST em paises desenvolvidos, como
nos Estados Unidos, sendo a infeccdo bacteriana mais comumente notificada
neste pais. Em 2007, foram notificados 1.108.374 casos (CDC, 2008). Em
jovens encarcerados, a prevaléncia foi maior em mulheres (14,3%) do que

homens (6%) (Joesoef et al., 2009).

Na Noruega, em um estudo realizado em homens, foram detectados

7,8% de IST, por métodos moleculares, sendo a faixa etaria de 21 a 25 anos a
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mais acometida (Bakken et al., 2007a). Na China, através de métodos
moleculares, verificou-se que 13,6%, das profissionais do sexo e mulheres
atendidas em clinicas de IST apresentavam 0s genotipos associados a IST
(Gao et al., 2007). Em Gana, na Africa, entre 2002 e 2003, encontraram 39%
de anticorpos IgG para C. trachomatis em mulheres inférteis (Siemer et al.,
2008).

No Brasil, a notificagdo da infec¢do por clamidia ndo é obrigatéria; e
a distribuicdo da bactéria somente € conhecida através de estudos
epidemiologicos (Lima et al., 2007). Na cidade de Recife, Pernambuco, entre
2006 e 2007, em um ambulatério especializado para mulheres, detectou-se por

meétodos sorologicos 47,1% (Oliveira, M.L., et al., 2008).

Na regido Norte, constatou-se atraves de  estudos
soroepidemiolégicos que a infeccdo por clamidia é comum em diferentes
grupos populacionais urbanos e ndo-urbanos. Na populacdo de Serra Norte a
prevaléncia de anticorpos IgG foi de 76, 2%, na cidade de Belém foi de 53,6%
e 48,6% em populacdes indigenas da Amazobnia brasileira (Ishak et al.,1988;
Ishak & Ishak, 2001).

A ocorréncia de IST em comunidades nativas é elevada. O
isolamento geografico, pouco acesso a servicos de saude e a segregacao

racial sdo alguns dos fatores que contribuem para as disparidades que afetam

estas comunidades (Kaufman et al., 2007).

Em uma comunidade indigena da Austrdlia detectou-se maior
frequéncia dos gendtipos E (56,25%), F (15,6%), J/Ja (15,6%), sendo que os

gendtipos G, D/Da e K foram menos frequentes (Bandea et al., 2008). Stevens
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e colaboradores (2004) evidenciaram a predominancia do genétipo C em
87,1% e 12,9% do Ba, em comunidades remotas da Australia. Entre membros
de uma comunidade indigena com infec¢do ocular os genétipos Ba e C, foram

0s mais encontrados (Porter et al., 2008).

No Brasil, em indios da tribo Xicrins a prevaléncia de anticorpos IgG
anti-clamidia foi de 51,3%. No sexo feminino foi de 77,8%, exibindo diferenca

significativa em relacdo ao sexo masculino que foi de 27,5% (Ishak et al.,1988).

Ishak & Ishak (2001) verificaram prevaléncias altas de anticorpos
IgG para clamidia em populagdes indigenas da Amazoénia brasileira, como nas
tribos Urubu-Kaapér (80,8%), Parakand (81%), Xikrin do Bacaja (81,5%),
Katwena (84,2%), Yamamadi (86,1%), Yanomami (87,6%) e Awa-Guaja
(90,7%). Titulos elevados de anticorpos IgG para clamidia foram encontrados
em 6,1% da populacao testada, indicando que apés a infeccdo permanecem
disseminando a bactéria. Este estudo descreveu, pela primeira vez, o sorotipo
A, em outra regido fora de sua distribuicdo caracteristica, no Oriente Médio e

na Africa.

Paula e colaboradores (2002) constataram éareas endémicas do
tracoma em tribos Yanomami, com 30,3% destes apresentando tracoma, sendo
as mulheres foram mais afetadas que os homens. As cicatrizes foram mais
observadas em idosos, 35,2%. Sinais clinicos da doenca ativa foram
identificados em 24,4% das criangas, 0 que indica uma continua infecgcdo. A
existéncia das formas ativa e cicatricial mostra que a infeccdo ocorre
naturalmente nesta comunidade, em que as precarias condicdes de moradia,

higiene e habitos culturais facilitam a circulacdo da C. trachomatis.
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Em indios de tribos do rio Negro, que se localizam em uma regido
extremamente quente e Umida, no Amazonas, o0 entrépio e a triquiase
tracomatosa foram detectados com maior frequéncia em mulheres (Soares &

Cruz, 2004).

1.1.8.1. Modos de Transmisséo

O tracoma afeta pessoas muito pobres que vivem em zonas rurais,
onde 0 acesso a agua e ao saneamento é limitado. As criangcas com até 10
anos de idade sdo os principais reservatérios da doenca, pois apresentam o
tracoma ativo. A transmisséo da C. trachomatis, ocorre de forma direta, a partir
de pessoas com infeccdo ocular para pessoas nao infectadas através das
maos, ou de modo indireto através de toalhas partilhadas. As moscas também
podem atuar como vetores mecéanicos (WHO, 2006).

A transmissao de C. trachomatis ao RN esta associada a passagem
pelo canal do parto, existindo casos de infecgcdo em criangas nascidas de parto
cesareo (Chen et al., 2007; Rours et al., 2008). Sorotipos D, E, F, G, H, |, J, e
K de C. trachomatis estdo associados a infeccbes no trato urogenital
transmitidas por via sexual. Os sorotipos L1, L2/L2b, e L3, associados ao LGV,
também sao transmitidos sexualmente através da via vaginal, anal ou oral

(Schachter, 1990; Kropp & Wong, 2005; Gaydos et al., 2006; Lima et al., 2007).

1.1.9 Epidemiologia das Infec¢des por Chlamydia pneumoniae.
A prevaléncia de anticorpos IgG e IgA para C. pneumoniae difere

entre as llhas Saloméo (64,9% e 82,2%), Nepal (73,1% e 69,8%) e Japdao
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(53,6% e 41, 4%), sendo que os homens foram os mais afetados (Shimizu et
al., 2002). Na india, entre 2005 e 2006, em pacientes com doenca coronariana
o0 DNA de C.pneumoniae foi encontrado em 29,67%, com soroprevaléncia mais
elevada de anticorpos IgA (12%) em relacéo a IgG (1,1%) (Jha et al., 2007).

No Japdo, um surto de C. pneumoniae ocorreu em um lar para
idosos, entre dezembro de 1999 a fevereiro de 2000, com infeccdo confirmada
em 17% das pessoas, com meédia de idade de 87 anos. A doenca com
desenvolvimento mais severo foi associada a pacientes mais idosos e que
praticavam pouca atividade fisica (Nakashima et al., 2006).

Na Finlandia, em individuos saudéaveis, a soroprevaléncia de
anticorpos IgG para C. pneumoniae foi de 70% e para IgA foi de 60% na idade
de 15 a 19 anos. Em pessoas com idade acima de 65 anos, a prevaléncia de
anticorpos IgG em homens foi de 100% e 75% em mulheres, enquanto que
IgA foi de 100% e 73% respectivamente (Tuuminen et al., 2000).

No Brasil, em Porto Alegre, entre 2000 e 2001, constatou-se que
63,8% dos pacientes com pneumonia adquirida na comunidade foram
soropositivos para C. pneumoniae (Chedid et al., 2007).

Ishak & Ishak (2001) detectaram pela primeira vez, no Brasil, a
circulagdo da C. pneumoniae entre as populacdes indigenas que habitam a
regido Amazonica do Brasil. No Pard, Costa (2002) detectou soroprevaléncia
de 25% para C. pneumoniae. E 67% em pacientes com doenga coronariana
isquémica, 57% em pacientes com angina pectoris e infarto agudo do
miocardio e 75% em pacientes hipertensos.

A soropositividade para C. trachomatis foi de 43% e de 30% paraa
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C. pneumoniae em pacientes com doenga pulmonar obstrutiva cronica e asma;
também foi constatado uma associacao significativa entre pacientes com

enfisema e C. pneumoniae (Costa, 2002).

1.1.9.1 Modos de Transmissao

A transmisséo de C. pneumoniae ocorre de forma direta, de pessoa
a pessoa atraves de secrecOes respiratorias. A forma indireta, também pode
ocorrer por meio de materiais contaminados (Kuo et al., 1995). O periodo de

incubacéo varia de 7 a 21 dias (Peeling & Brunham, 1996).

1. 1.10 Medidas de Prevencéao e Controle
1.1.10.1 Medidas de Prevencéo e Controle para Chlamydia trachomatis

A OMS recomenda que as atividades de controle do tracoma, em
areas endémicas, sejam baseadas na cirurgia da triquiase, administracédo de
antibidticos para a infeccdo, limpeza facial (promoc¢do da higiene pessoal) e
nas melhorias ambientais, que visam reduzir a transmissao da bactéria (WHO,

2006).

O tratamento recomendado, com antibidtico, é a tetraciclina ocular
tdpica, além de azitromicina oral em dose Unica (WHO, 2006). Estratégias para
prevencéao e controle das IST causadas por C. trachomatis incluem a promocéao
de comportamentos sexuais saudaveis, uso correto de preservativos,
notificacdo de parceiros, servicos de salde eficazes e acessiveis para estas

tratar estas infec¢cdes (WHO, 2007).
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A medicacdo utilizada na conjuntivite de inclusdo, em criangas,
foram os antimicrobianos tépicos prescritos juntamente com o0s sistémicos,
como a eritromicina e claritromicina (Rours et al., 2008). A azitromicina e

eritromicina séo usadas nas infec¢des respiratorias (Chen et al., 2007).

Nas IST, a medicacdo de primeira escolha é a azitromicina em dose
Unica e doxiciclina 2 vezes ao dia por 7 dias, os antimicrobianoss substitutos
sdo a ofloxacina, tetraciclina e eritromicina. Em gravidas, recomenda-se a
azitromicina e amoxicilina. O estearato de eritromicina em gravidas é contra-
indicado, devido a hepatotoxicidade (WHO 2007). Em surtos de LGV, causados
pelo sorotipo L2b, o antimicrobiano utilizado foi a azitromicina e a doxiciclina

(Spaargaren et al., 2005).

1.1.10.2 Medidas de Prevencéao e Controle para Chlamydia pneumoniae

O contato com pessoas infectadas € um importante fator de risco
para a transmissdo de C. pneumoniae, principalmente em locais fechados.
Para impedir a propagacdo de surtos da doenca, é necessario a deteccao
precoce dos casos por meio de vigilancia epidemiolégica, e posterior
isolamento dos doentes, visando limitar o contato destes com pessoas

saudaveis e suscetiveis (Nakashima et al., 2006).

Os antimicrobianoss de eleicdo sdo a eritromicina, doxiciclina,
claritromicina e azitromicina, além de ventilagdo mecanica nos casos graves

(Kuo et al., 1995; Peeling & Brunham, 1996; Reechaipichitkul et al., 2005).
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1.1.11 Diagnéstico Laboratorial das Infeccdes por Chlamydia trachomatis
e Chlamydia pneumoniae.

Entre as técnicas laboratoriais para a deteccdo direta de clamidia,
através da pesquisa de antigeno, estdo a citologia, a cultura, a
imunofluorescéncia direta (IFD), o ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA. E
técnicas de diagndsticos indireto através de pesquisa de anticorpos no soro
dos pacientes, como a imunofluorescéncia indireta (IFD),
microimunofluorescéncia (MIF) e ensaio imunoenzimético indireto (ELISA).

Além das técnicas de amplificagdo de acidos nucléicos (Seadi et al., 2002).

1.1.11.1. Técnicas de Deteccao Direta
a) Método Direto (citologia)

A pesquisa de C. trachomatis por deteccdo direta através da
citologia desempenhou um importante papel histérico no diagnéstico da
infeccdo ocular ativa causada por clamidia (Barnes, 1989), sendo possivel o
reconhecimento da conjuntivite de inclusdo no recém-nascido, através da
pesquisa de corpusculos de inclusdo, pela técnica de Giemsa, utilizando
raspado de conjuntiva aliado ao exame clinico (Vaz et al., 1999).

Nesta técnica também se utilizava esfregaco de material cervical. No
entanto, esta técnica entrou em desuso, pois se mostrou menos sensivel e
especifica, quando comparada a sorologia e cultura (Barnes, 1989). Em
criancas, com tracoma ativo a sensibilidade da técnica de Giemsa foi menor

guando comparada com os métodos sorolégicos (Goldschimdt et al., 2007).
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b) Cultura

As clamidias crescem em cultura celular quando inoculadas em
monocamadas de célula. Varias linhagens celulares permitem o cultivo de
clamidia, sendo comumente usadas as células McCoy e HelLa (Chernesky,
2005). Para verificar a positividade do teste, através da presenca de inclusao
citoplasmatica constituida de CE e CR, cora-se o tecido cultivado
preferentemente com anticorpo monoclonal fluorescente (Seadi et al., 2002),

uma vez, que este € mais especifico que o iodo ou Giemsa (Chernesky, 2005).

Jespersen e colaboradores (2005) verificaram que a cultura € menos
sensivel e especifica que os testes de amplificacdo de &acido nucléico. As
vantagens da cultura é que ela preserva a bactéria para estudos adicionais,
como genotipagem ou teste de suscetibilidade antimicrobiana. As
desvantagens sdo a necessidade de laboratério com infra-estrutura, além
disso, é trabalhosa, exige cuidados na conservacdo da amostra (Seadi et al.,
2002). A sensibilidade varia entre 70 a 80% e 100% de especificidade (Barnes,

1989).

¢) Ensaio Imunoenzimatico do tipo ELISA

O ensaio imunoenzimatico para deteccdo direta de antigeno em
amostras de pacientes é uma alternativa menos dispendiosa em relagdo a
cultura celular (Gaydos et al., 2008). O ensaio pode variar quanto a fase solida
(microplaca, pérolas e tubos) onde esta ligado o anticorpo primario. Quando o

antigeno esta presente, este reage com um anticorpo marcado com enzima,
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cujo produto final pode ser avaliado por espectrofotometria ou fluorescéncia e
correlacionado com a positividade ou ndo do teste (Seadi et al., 2002).

Estes testes utlizam anticorpos monoclonais ou policlonais para
detectar antigeno género especifico (LPS) da clamidia (Barnes, 1989). A
sensibilidade varia de 65% a 75% quando comparado com métodos de
amplificacdo de acidos nucléicos. Sem confirmacéo, o teste tem especificidade
de 97% (Chernesky, 2005).

Em técnicas que empregam anticorpo anti-LPS, a diminuicdo na
especificidade das amostras pode ser causada por reagcao cruzada com o LPS
de outras bactérias do trato genital, levando a resultados falso-positivo (Seadi
et al., 2002). Exames confirmatorios podem ser feitos com o uso de anticorpo

bloqueador (Gaydos et al., 2008).

d) Imunofluorescéncia Direta (IFD)

A IFD consiste na identificacdo dos CR ou CE, utlizando-se
anticorpos monoclonais fluorescentes que se ligam aos antigenos de clamidia
presentes nos raspados de uretra ou endocervical fixados em lamina (Seadi et
al.,, 2002). Exames comerciais usam anticorpos monoclonais anti-MOMP ou
LPS (Chernesky, 2005).

Verificou-se que a sensibilidade do teste foi de 77,1% em pacientes
com lesdes cervicais (Oliveira, M.L., et al., 2008) e a especificidade foi de 98%

em amostras clinicas da uretra de homens (Gaydos et al., 2008).
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1.1.11.2. Técnicas de Deteccdao Indireta
a) Ensaio Imunoenzimaético Indireto (ELISA)

Inicialmente, Lewis e colaboradores (1977) visando evitar as
dificuldades encontradas em outros procedimentos sorolégicos, desenvolveram
testes imunoenzimaticos para deteccdo de anticorpos anti-clamidia a partir da
adaptacao das técnicas usadas no diagnostico de outros agentes. Este teste
detecta anticorpos de todas as espécies de clamidia, uma vez que utiliza o LPS

como antigeno (Black, 1997).

b) Imunofluorescéncia Indireta

O teste de imunofluorescéncia indireta descrito por Richmond & Caul
(1975) detecta anticorpos para clamidia contra o antigeno LPS dos CE ou CR,
utilizando laminas onde estédo aderidos os antigenos de clamidia, sobre a qual
sera acrescentado o soro diluido do paciente. Esta preparacdo € incubada com
conjugado fluorescente (fluorescéncia ligado a uma anti-imunoglobulina
humana), apdés etapas de lavagem. A leitura é feita com o auxilio de
microscopio de fluorescéncia. Esta técnica utiliza como antigenos
C.trachomatis L2, que reage com todos os sorotipos de C. trachomatis e com
as outras espécies de clamidia (Barnes, 1989; Seadi et al., 2002).

Este teste € adequado para triagem de um grande numero de
amostras de soro por ser de metodologia simples e por detectar anticorpos
contra os sorotipos mais predominantes. Por outro lado, 0 mesmo ndo permite
a distincédo entre as cepas que usualmente infectam o olho e o trato genital, ou

entre C. trachomatis e outras espécies de clamidia (Ishak et al., 1988).
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¢) Microimunofluorescéncia

A microimunofluorescéncia (MIF) € o método usado para detectar os
sorotipos de C. trachomatis e de C. pneumoniae. Diluicbes seriadas da amostra
séo colocadas sobre uma lamina na qual antigenos dos diferentes sorotipos de
C. trachomatis e de C. pneumoniae foram fixados. Este complexo antigeno-
anticorpo na lamina € incubado com um conjugado fluorescente (fluorescéncia
ligado a uma anti-imunoglobulina humana). A positividade é demonstrada pela

presenca de fluorescéncia (Wang, 2000; Solomon et al., 2004).

7z s

A principal desvantagem é que a MIF é muito trabalhosa, os
antigenos séo onerosos e a disponibilidade € limitada. Por estas razdes, o teste

€ realizado apenas em laboratérios de pesquisa (Black, 1997).

1.1.11.3. Técnicas Moleculares

O desenvolvimento de testes baseados na tecnologia de
amplificacdo de acidos nucléicos surgiu como 0 mais importante avanco no
diagnostico da clamidia desde que a técnica cultura de células (in vitro)
substituiu a técnica de isolamento em ovos embrionados (Black, 1997). Os
testes de amplificagdo de &cido nucléico disponiveis comercialmente sao:
reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR), reacdo em cadeia mediada
pela ligase (LCR), amplificacdo mediada por transcricdo (TMA) e amplificac&o
de deslocamento de fita (SDA) (Gaydos et al., 2008).

Estes testes oferecem a possibilidade de utilizacdo de técnicas néo
invasivas, para deteccdo de infec¢cdes em individuos assintomaticos, que

normalmente ndo procuram atendimento clinico. Esta € uma vantagem critica,
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uma vez que a maioria das infeccbes em mulheres e uma proporgcéo

significativa das infecc6es no homem sao assintométicas (Black,1997).

As técnicas de amplificacdo detectam, com rapidez, pequenas
guantidades de &cidos nucléicos em amostras clinicas. A amplificacdo de DNA
ou RNA consiste na obtencédo de cépias de um segmento de DNA a partir de
iniciadores de uma sequéncia de DNA-alvo. Os iniciadores definem as regides
do DNA a serem amplificadas (Seadi et al., 2002). Jespersen e colaboradores
(2005) constaram que os testes de amplificacdo de acidos nucléicos séo
significativamente mais sensiveis que a cultura celular, e podem ser
considerados o novo “padrao ouro” para o diagnostico laboratorial da infecgéo

por C. trachomatis.

A PCR quando comparada a técnicas sorologicas de deteccao
direta de antigenos, mostrou-se 0 método mais sensivel para deteccédo de
clamidia em amostras clinicas de urina, sangue periférico, fluido sinovial e
leucéeitos do sangue periférico (Kuipers et al.,, 1995). Verificou-se que a
sensibilidade da PCR foi de 95% e 96% da TMA, a especificidade foi de 99,1%
e 98%, respectivamente. A SDA apresenta sensibilidade de 100% (Gaydos et
al., 2008). Jha e colaboradores (2007) verificaram que a nested-PCR é mais
sensivel e especifica que os outros métodos moleculares para deteccéo de C.

pneumoniae.

A area que o teste utiliza como alvo para iniciar a amplificagcdo pode
interferir no resultado. Ripa & Nilsson (2007) evidenciaram resultado falso-
negativo em PCR que amplifica sequéncia de nucleotideos do plasmideo.

Estes PCR néo detectaram cepas de C. trachomatis com uma delecdo no
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plasmideo. E a positividade ocorreu em teste de amplificacdo de acido nucléico
gue utilizou como alvo a sequéncia do gene ompA. Sendo, mais confiavel a
utilizacdo de teste que tenha dois alvos diferentes.

Para a confirmacéao de resultados positivos de testes de amplificacéo
de acidos nucléicos, a estratégia a ser usada pode ser a amplificagcdo de uma
sequéncia de &cido nucléico, diferente da anteriormente usada, com a amostra

original ou coleta em duplicata (Schachter et al., 2005).

1.2 TREPONEMA PALLIDUM SUBESPECIE PALLIDUM
1.2.1 Histérico

Embora, as antigas escrituras biblicas e chinesas descrevam alguns
sinais da sifilis, a doenca somente foi reconhecida no final do século XV na
Europa e, desde entdo, sua origem é alvo de especulacfes e controvérsias
(Baughn & Musher, 2005). Existem duas teorias, a primeira estabelece que
com a tripulacdo de Cristovdo Colombo, em 1493, a sifilis foi levada do Novo
Mundo ao continente Europeu. Esta teoria é apoiada por evidéncias da sifilis
em fosseis encontrados na Republica Dominicana, onde Colombo
desembarcou (Rothschild, 2005). Mas, uma segunda origem, denominada pré-
colombiana, estabelece que a doenca surgiu através de eventos mutacionais
ocorridos em um tipo de espiroqueta, similar a bouba, que ja existia na Africa
(Baughn & Musher, 2005).

No inicio do século XVI, a doenc¢a rapidamente atingiu proporcdes
epidémicas na Europa e em todo mundo (Fraser et al.,, 1998). Em 1838, foi

esclarecido que sifilis e gonorréia eram infec¢cdes distintas (Lafond & Lukehart,
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2006). Em 1905, o agente etioldgico da sifilis foi identificado com sucesso por
Schaudinn e Hoffmann, que demonstraram a presenca de espiroguetas no
fluido de lesdes de sifilis secundérias, coradas pelo Giemsa (Schaudinn e

Hoffman apud Singh & Romanowski, 1999).

Em 1906, os primeiros testes sorologicos para sifilis foram
desenvolvidos. E em 1943, apds o emprego de diversas terapias, foi realizado
com sucesso 0 primeiro tratamento para sifilis administrando-se a penicilina
(Singh & Romanowski, 1999). Apesar, do avanco terapéutico a sifilis
permanece como um problema global de saude publica (Fraser et al, 1998;

WHO, 2001).

1.2.2 Classificacéao

O Treponema pallidum subespécie pallidum é um membro da ordem
Spirochaetales, familia Spirochaetaceae, e género Treponema (apud Singh &
Romanowski, 1999). Este género € composto de duas espécies patogénicas ao
homem: o Treponema carateum, que é o agente etiolégico da pinta e o
Treponema pallidum, que inclui 3 subespécies: Treponema pallidum
subespécie pallidum, que causa a sifilis e também infec¢c&o no sistema nervoso
central e cardiovascular; o T. pallidum subespécie endemicum, que causa a
sifiis endémica (bejel); e o T. pallidum subespécie pertenue, que causa a
bouba (Centurion-Lara et al., 2006).

As espécies do género Treponema s&do morfologicamente e
geneticamente semelhantes, muito embora, as manifestacfes clinicas das

infeccOes causadas sejam diferentes (Miao & Fieldsteel, 1980). Entretanto, a
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diferenciacdo das subespécies de T. pallidum pode ser realizada através de

métodos moleculares (Centurion-Lara et al., 2006).

1.2.3 Caracteristicas Estruturais e Morfologicas

O T. pallidum varia de 6 a 15 um de comprimento e 0,2 um de
didmetro, com o corpo em forma de espiral (Figura 2), altamente mével que se
impulsiona por movimentos de rotacdo em torno de seu eixo longitudinal
(Thomas et al., 1988; Lafond & Lukehart, 2006).

A morfologia béasica inclui uma membrana externa, que delimita a
superficie celular e uma membrana citoplasmaética, que circunda o citoplasma
cilindrico da bactéria (Johnson et al., 1973). A estabilidade estrutural das
membranas €& proporcionada por uma fina camada de peptideoglicano no
espaco entre as membranas. Adicionalmente, a auséncia de LPS, justifica a
fragilidade da membrana externa (Fraser et al, 1998; Lafond & Lukehart,
2006).

No espaco entre as membranas, o endoflagelo, que € uma estrutura
de fibrilas, se extende de uma extremidade a outra da bactéria, estando
aderido em granulos citoplasmaticos. Esta organela é responsavel pela
motilidade caracteristica do T. pallidum (Johnson et al., 1973; Norris et al.,

2001).

1.2.4 Patogenia
A fixagdo do T. pallidum a célula do hospedeiro é favorecida por

adesinas. As proteinas Tp0155, Tp0483 e Tp0136 do T. pallidum tém a
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habilidade de se ligar a fibronectina, e desta forma, favorece a interacéo entre o
T. pallidum e a célula do hospedeiro (Cameron et al., 2004; Brinkman et al.,
2008) .

Outra proteina, a Tp0751, liga-se especificamente a laminina. A
adesdo pode ocorrer em multiplos locais ao longo do comprimento e nas
extremidades da bactéria (Cameron, 2003).

ApoOs a adesdo, o T. pallidum penetra nos tecidos e na circulacao,
pelas juncdes entre o tecido endotelial. A forma em espiral desta bactéria e a
vigorosa motilidade facilitam a invas&o (Thomas et al., 1988). A invaséo resulta
em uma infec¢do bacteriana disseminada, com varios estagios desde a leséo
eritematosa endurecida, até o estabelecimento da infec¢do crénica (Fieldsteel
et al., 1981; Cameron et al., 2004).

Na auséncia de citotoxicinas e outros fatores de viruléncia é provavel
gue a inflamacéo e a resposta imunologica ao T. pallidum sejam a causa da
destruicdo dos tecidos (Lafond & Lukehart, 2006).

O T. pallidum induz as células endoteliais (em cultura celular) a
expressarem moléculas de adesdo, que promovem aderéncia e saida de
leucécitos dos vasos sanguineos para os tecidos infectados, e estao presentes
nas lesdes da sifilis priméaria, embora, a infiltracdo seja curta (Riley et al.,
1994).

Os mediadores liticos como a perforina e granzima B, produzidos
por células TCD8+, talvez sejam parcialmente, responsaveis pela destruicdo

dos tecidos na sifilis (Lafond & Lukehart, 2006).
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1.2.5 Caracteristicas Gendmicas

O genoma do T. pallidum subespécie pallidum foi descrito por Fraser e
colaboradores (1998) e consiste de um Unico cromossoma circular de
1.138,006 pb contendo uma média de 52% de guanina e citosina, um total de
1041 regibes de matriz de leitura aberta (ORF) com média de 1023 bp cada,
representando 92,9% do total de DNA gendmico.

Apresenta sistemas intactos para replicacdo do DNA, transcricao,
traducdo e reparacdo; porém, as atividades catabdlicas e de biossintese séo
reduzidas (Walker et al., 1995; Fraser et al., 1998).

O T. pallidum é microaerofilico e cresce somente em reduzidas
concentracfes de oxigénio. Esta bactéria, aparentemente, ndo tem genes que
codificam superéxido dismutase, catalase e peroxidase, que protegem contra a
toxicidade do oxigénio (Fitzgerald et al., 1975; Fraser et al., 1998).

Os genes associados a motilidade sao altamente conservados no T.
pallidum, consistente com a importancia desta atividade nesta espiroqueta
altamente invasiva. A bactéria tem 36 genes que codificam proteinas
envolvidas na estrutura e funcao flagelar. A membrana externa contém baixo
namero de proteinas integrantes, uma caracteristica que talvez permita a
bactéria evadir-se da resposta imune (Fraser et al., 1998).

A analise do genoma confirma os estudos morfolégicos que indicam
a auséncia de lipopolissacarideo ou exotoxinas potentes, embora atividade
citotoxica contra neuroblastos e outros tipos celulares foram observados em

concentracdes relativamente altas nesta bactéria (Fraser et al., 1998).
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1.2.6 Manifestacdes Clinicas das Infec¢cbes por T. pallidum
1.2.6.1 Sifilis Priméaria

O periodo de incubacdo varia entre 10 a 90 dias (geralmente 14 a 21
dias) antes do desenvolvimento do cancro da sifilis primaria que se manifesta
como uma Uulcera, geralmente, acompanhada de linfoadenopatia regional. A
Ulcera, na maioria das vezes, € Unica, ndo dolorosa e possui a base endurecida
recoberta por um exsudato seroso claro (Rompalo et al., 2001; French et al.,

2009).

As lesOes, tipicamente, se localizam no pénis, regido anal e boca,
apesar de atipicos, os cancros dolorosos foram observados em 35% dos
pacientes (Hourihan et al., 2004). Individuos portadores do HIV sdo mais

afetados por multiplas ulceras genitais (Rompalo et al., 2001).

1.2.6.2 Sifilis Secundaria

A sifilis secundaria se desenvolve entre 3 a 6 semanas depois do
aparecimento do cancro (French et al., 2009). Contudo, verificou-se que em
25% dos casos de sifilis secundéria, a lesdo primaria ainda estava presente. A
linfoadenopatia generalizada, usualmente, ndo dolorosa, envolve toda a
estrutura linfatica, como resultado da passagem do treponema (Hourihan et al.,

2004; Baughn & Musher, 2005).

As manifestac@es clinicas incluem erup¢cdes maculares, maculopapular,
placas mucosas e condilomas planos, alopecia difusa e osteocondrite, além de

erupcOes localizadas no tronco, extremidades, regides palmar e plantar
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(Rompalo et al., 2001; Gutierrez-Galhardo et al., 2005). Também pode ocorrer
erupcao cutanea pruriginosa (Hourihan et al., 2004).

Concomitante ao quadro dermatolégico ocorre manifestacdes
sisttmicas como a meningite, hepatite, esplenomegalia, periostite e
glomerulonefrite (French et al., 2009). Os pacientes podem apresentar uma
variedade de sintomas, como leve mal-estar, cefaléia, anorexia, nausea, dores
musculares e febre baixa (Rompalo et al., 2001; Baughn & Musher, 2005).

Paciente com sifilis ocular pode apresentar sintomas visuais que
incluem a diminuigdo da viséo e fotofobia, acompanhado de les&o cuténea e
cefaléia (Parc et al., 2007). A sifilis quando latente pode ser precoce ou tardia,
a latente precoce é a ocorréncia da doenca inferior a 1 ano, enquanto que a
sifilis latente tardia é definida como a ocorréncia apés 1 ano (Baughn &

Musher, 2005).

1.2.6.3 Sifilis Terciaria

A fase terciaria ocorre varios anos ou décadas depois da infeccao
primaria. Pode afetar o sistema nervoso central, sistema cardiovascular e pele.
Sem tratamento com antimicrobiano, estas complicagdes irdo aparecer em
cerca de 40% das pessoas com infeccéo latente (OMS, 2008).

A sifilis cardiovascular envolve a aorta e na maioria dos casos €
assintomatica. Entretanto, em individuos néo tratados, os sinais clinicos
encontrados sao a angina, regurgitacdo e aneurisma adrtico, além de estenose
coronariana (Lafond & Lukehart, 2006; French et al., 2009). Lesdes nodulares e

granulomatosas, denomindadas de gomas sifiliticas, envolvem varios 6rgéos e
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estruturas, principalmente a pele e ossos. Pode resultar em lesdes destrutivas
com perfuracao ou em infiltrados (Goh, 2005).

Em pacientes com neurossifilis, a cefaléia foi a unica manifestacéo
clinica encontrada (Gutierrez-Galhardo et al., 2005). Mas, pode haver
comprometimento ocular, auricular, meningovascular e parenquimatosa
(paresia generalizada e tabes dorsalis), além de mudancas na personalidade,
instabilidade emocional e alucina¢cdes (Lafond & Lukehart, 2006).

Kassutto & Doweiko (2004) descreveram um caso de neurossifilis,
em individuos portadores do HIV com 35 anos de idade, em que ocorreu rapida
progressdo da sifilis primaria para a neurossifilis e com titulos elevados de
anticorpos em teste ndo treponémico, sendo recentemente diagnosticado com
a co-infeccdo. Constatando-se, que a sifilis pode ter seu curso alterado em
individuos portadores do HIV, sendo diferente da historia natural da doenga em

HIV-negativo.

1.2.6.4 Sifilis Congénita

As mulheres gravidas infectadas pela sifilis podem transmitir a
infeccao ao seu feto, causando sifilis congénita, com consequéncias graves em
80% dos casos (OMS, 2008). A sifilis congénita, se ndo tratada, pode afetar
profundamente a gravidez, resultando em aborto espontaneo, morte fetal, parto
prematuro, peso reduzido ao nascer ou morte perinatal. As manifestacdes pés-
natal sdo divididas em fases precoces (até o 2° ano de vida) e tardias (Singh, &

Romanowski, 1999).
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A sindrome clinica da sifilis congénita precoce envolve uma renite
persistente, lesbes mucosa e cutanea, condiloma plano, osteite, periostite,
osteocondrite, hepatite, ascite, hepatoesplenomegalia, glomerulonefrite e
anemia (French et al.,, 2009). As manifestacdes de sifilis congénita tardia
surgem apos o0 2° ano de vida e incluem de triade de Hutchinson (dentes
incisivos pequenos, conicos e com entalhe, ceratite intersticial, surdez por
les&o no VIII nervo craniano), joelhos de Clutton, relevo frontal, maxilas curtas,
mandibula curva, arco palatatino elevado, retardo mental e hidrocefalia (Lafond

& Lukehart, 2006).

1.2.7 Epidemiologia das Infec¢des por T. pallidum

Desde a descoberta da penicilina, a sifilis pode ser, ndo so evitada
como também tratada. Apesar disso, a sifilis continua a ser um problema
mundial, estimando-se em 12 milhdes de casos novos a cada ano. A maioria
destes casos estdo distribuidos em regifes como a Africa Subsaariana (4
milhdes), Sul e Sudeste da Asia (4 milhdes) e 3 milhées na América do Sul e
Caribe, 370 mil na Oriente Médio e Norte da Africa, 240 mil na Asia Oriental e
Pacifico, 100 mil na América do Norte, 140 mil na Europa Ocidental, 100 mil na
Europa Oriental e Asia Central, 10 mil na Australia e Nova Zelandia (WHO,

2001; OMS, 2008).

Na Suécia, 192 casos de sifilis foram notificados em 2004, este foi 0
maior numero de notificacbes desde a década de 1980. Observou-se que 60%
foram de homens que praticam sexo com outros homens e 38% das infec¢des

foram de heterossexuais (Payne et al., 2005).
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Na Franca, o ressurgimento da sifilis ocorreu a partir do ano de
2000, sendo que em 2004 foram identificados 06 casos de sifilis congénita em
criancas menores de um (01) ano, todos RN de mées diagnosticadas com sifilis
(Nicolay et al., 2008). Na Italia, observou-se 14,0% em imigrantes ilegais,
transexuais profissionais do sexo, sendo que 42,3% foram positivos no teste

HIV, com média de idade de 27,8 anos (Saleri et al., 2006).

No Nepal, o tréfico sexual de mulheres adultas e adolescentes para
a India tem também contribuido para epidemiologia da doencga, com 20,4% de
casos reativos no VDRL, e neste grupo 31% estavam co-infectadas com HIV
(Silverman et al., 2008). Nos Estados Unidos, em 2007, o numero de casos de
sifilis primaria e secundaria notificados foi de 11. 466, com um aumento de

17,5% em relac&o a 2006 (CDC, 2008).

No Brasil, na cidade de Salvador, foram detectados anticorpos em
2% das mulheres atendidas em uma clinica de planejamento familiar; 3,9% nas
escolas e 5,1% na comunidade. Enquanto, que em homens da comunidade a
frequéncia foi de 6,7% (Codes et al., 2006). No Parana, 2,1% dos doadores de
sangue de um hemondcleo foram reativos, através do ELISA (Oliveira, V.M., et
al., 2008). No Par4, na cidade de Itaituba, 42% (77) foram reativos utilizando-se

0 ELISA (Santos et al., 1995).

Em gestante, os 6.143 casos de sifilis foram notificados em 2007
(Brasil, 2008). Na gravidez, a sifilis ndo tratada precocemente, resulta em uma
taxa de 25% de natimorto e é responsavel por 14% das mortes neonatais
(WHO, 2007). A sifilis congénita é doenca de notificacdo compulséria no Brasil

desde 1986. A analise dos dados de 1998 a junho de 2008 revela que foram
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notificados 46.530 casos de sifilis congénita em menores de um ano de idade.

(Brasil, 2008).

Nos Estados Unidos, foram detectados 93 casos durante um surto
de sifilis em uma reserva indigena (Gerber et al., 1989). No periodo entre 2006
a 2007 a taxa de sifilis aumentou em 6,3% entre indios americanos/nativos do

Alaska (CDC, 2008).

Na populacéo indigena, Chayahuita, da regido Amazénica do Peru,
verificou-se que a prevaléncia foi de 6,3% em indios adultos com sifilis, com a
faixa etaria de 46 a 60 anos sendo a mais acometida (14,3%). Os fatores de
risco associados foram que nenhum dos participantes nunca havia usado
preservativo, 0 comportamento como parte da tradicao cultural, que incluem o

inicio precoce em atividade sexual e poligamia (Zavaleta et al., 2007).

Em indios das tribos Kayapés, a prevaléncia de sifilis foi de 37%, em
pessoas acima de 40 anos foi de 89,2%, na idade de 0 a 4 anos néo foi
detectado nenhum caso positivo. Evidéncias da continua exposi¢cdo foram
comprovadas através da retestagem depois de um intervalo de tempo, no qual
se constatou a soroconversdo de negativos para positivos. Entre os indios
Parakand néo foi detectado nenhum caso. E foram detectados 3 casos em

indios Tiriyo (Lee et al., 1978).

1.2.7.1 Modos de Transmissao

A sifilis é transmitida através de relacbes  sexuais

ou a transmisséo é vertical da mae ao feto (Goh, 2005). Outras formas menos
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comuns incluem a inoculacdo acidental e transfusdo de sangue (Singh &

Romanowski, 1999).

1.2.8 Medidas de Prevencéao e Controle

A prevencéo e controle da sifilis congénita inluem estratégias, como
0 aumento do acesso e a melhoria da qualidade de servicos de salde para
maes e RN, detectacdo e tratamento das mulheres gravidas e seus parceiros
(OMS, 2008). Assim como, outras IST, as estratégias para prevencdo e
controle da sifilis, incluem a promoc¢é&o de comportamentos sexuais saudaveis,
uso de preservativos, notificacdo de parceiros, servicos de salde acessiveis
(WHO, 2007). E a triagem soroldgica continua do sangue de bancos de sangue
(Singh & Romanowski, 1999).

A penicilina permanece a droga de escolha para o tratamento da
sifilis, e a doxiciclina como a segunda opc¢ao, para tratar sifilis em adultos, sifilis
congénita e materna (WHO, 2005; 2007; French et al., 2009). Em caso de
paciente, com complicacdo cerebral, a penicilina foi usada com sucesso 1 vez

ao dia por 14 dias (Kassutto & Doweiko, 2004).

1.2.9 Diagnodstico Laboratorial das Infec¢cdes por T. pallidum

O diagnostico da sifilis é baseado na avaliagdo clinica, em testes
sorolégicos ou na identificacdo do T. pallidum na amostra (Wheeler et al.,
2004). Embora, o T. pallidum n&o possa ser cultivado em cultura celular,
existem métodos diretos, testes treponémicos e ndo-treponémicos usados para

o diagnostico da sifilis (Ratnam, 2005).
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1.2.9.1 Métodos Diretos
a) Microscopia de Campo Escuro

Na deteccdo direta, o T. pallidum €& observado na lamina por
microscopia de campo escuro. As amostras de linfa sdo coletadas a partir de
lesBes suspeitas, no pénis, anus, vaginal, vulva, e pele. A identificacdo do T.
pallidum é baseada em caracteristicas morfolégicas e de motilidade (Wheeler
et al., 2004).

Este método nédo é aconselhado para Ulceras orais, pois este local
geralmente abriga outras espiroquetas nao patogéncias (Palmer et al., 2003). E
um teste econdmico, rapido, sensivel e especifico. Contudo, a realizacdo do
teste pode ser inviabilizada, devido a falta de treinamento e experiéncia do
técnico microscopista, falha do equipamento e coletas inadequadas (Hourihan
et al., 2004). Wheeler e colaboradores (2004) verificaram que a sensibilidade

foi de 97% em lesdes de sifilis primaria e 84% na sifilis secundaria.

b) Imunofluorescéncia Direta para o Treponema pallidum (DFA-TP)

Este método detecta antigenos e, deste modo, nao requer a
presenca de treponemas moveis. Entretanto, ndo diferencia o T. pallidum
subesp. pallidum de outros treponemas patogénicos, somente o diferencia dos
nao patogénicos. Utiliza anticorpos anti-treponema conjugados a fluorescéncia,
para identificar a bactéria presente na amostra. E mais sensivel quando as
lesbes estdo presentes. A sensibilidade varia entre 73 a 100% e a

especificidade em 89 a 100% (Peeling & Ye, 2004; Ratnam, 2005).



53

1.2.9.2 Testes N&o Treponémicos

A positividade em um teste n&o treponémico n&o confirma a
infeccdo pelo T. pallidum, sem que seja confirmado por algum outro método
para o diagnéstico da sifilis (Larsen et al., 1995). Estes testes detectam entre
80 a 86% dos casos de sifilis primaria, 100% de secundéaria, 80% das infec¢des

latentes e 71 a 76% dos casos tardios (WHO, 2005).

a) Venereal Disease Research Laboratory (VDRL)

E um teste de microfloculagcio que necessita de microscopio optico
para a leitura do teste. Uma solucdo alcodlica, contendo uma mistura de
cardiolipina, lecitina e colesterol, é usada como antigeno, que deve ser
preparada diariamente para pesquisa de anticorpos anti-cardiolipina, que
ocorrem como uma consequéncia da sifilis ou de outras doencas em que
ocorram danos aos tecidos. E necessério que se realize a inativagdo do soro,
através do aquecimento das amostras (Larsen et al., 1995; Ratnam, 2005).

Para realizar o VDRL, inicialmente, um teste qualitativo é realizado
colocando-se o soro ndo diluido e uma gota do antigeno, a leitura € feita
imediatamente ap6s a rotagdo. O teste quantitativo é realizado de maneira
comparavel ao teste qualitativo, exceto que as diluicbes seriadas da amostra
devem ser preparadas em solugdo salina (Larsen et al., 1995).

Nesta técnica, Azevedo e colaboradores (2006) constataram que, 0
emprego de amostras diluidas na realizacdo do VDRL tem elevada importancia

na prevencdo de resultados falso-negativos, quando elevados titulos de

anticorpos estéao presentes (fendmeno pro-zona).
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A sensibilidade deste teste encontra-se entre 78% e 100% e a
especificidade é de 100% (Peeling & Ye, 2004), sendo menos sensivel que
teste de aglutinacdo passiva para anticorpos de T. pallidum (Creegan et al.,
2007). O VDRL é usado para o diagnostico e para o acompanhamento do
curso da doenca durante e apos o tratamento da sifilis (Gutierrez-Galhardo et

al., 2005).

b) Reaginina Plasmatica Répida (RPR)

O RPR é um teste de floculagdo macroscoépica para a sifilis, que
utiliza plasma ou soro (Larsen et al., 1995). Detecta anticorpos anti-cardiolipina,
presentes na amostra de pacientes infectados com T. pallidum (Singh &
Romanowski, 1999). O exame € realizado em um cartdo contendo circulos,
onde sera adicionada a amostra e a suspensao antigénica de cardiolipina,
lecitina e colesterol, juntamente com particulas de carbono. O carbono favorece
a leitura visual sem a necessidade de um microscopio. A suspensao de
antigeno contém cloreto de colina que dispensa a necessidade de inativacéo
da amostra (Portnoy et al., 1957; 1962).

O RPR apresenta sensibilidade de 86-100% e especificidade de 93-
98% (Peeling & Ye, 2004) e, o RPR também pode ser utilizado para monitorar

o tratamento (Kassutto & Doweiko, 2004).

1.2.9.3 Testes treponémicos.
S&o utilizados como testes confirmatoérios para sifilis (Larsen et al.,

1995).
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a) Absorcao de Anticorpos Treponémicos Fluorescentes (FTA-Abs).

O FTA-Abs € um teste de imunofluorescéncia indireta para absor¢éo
de anticorpos anti- treponémicos. Utiliza uma solugcédo preparada a partir de
treponemas nao patogénicos, que remove o0s anticorpos inespecificos a
treponemas patogénicos que estejam presentes na amostra. Apos a absorcao,
a amostra é colocada sobre uma lamina aderida com o antigeno, que consiste
de uma suspenséo liofilizada de T. pallidum, seguido de processo de lavagem
e incubacdo. Uma antiglobulina conjugada com fluorescéncia € adicionada a
lamina. A leitura é feita com o auxilio de microscoépio de fluorescéncia (Hunter

et al., 1964).

Embora, este teste seja altamente sensivel e especifico, podem
produzir resultados variaveis, devido a variacdo dos equipamentos,
reagentes e interpretacdo (Ratnam, 2005). A sensibilidade pode variar de 70 a
100%, enquanto que a especificidade, de 94 a 100% (Peeling & Ye, 2004). O
FTA-Abs pode ser reativo em casos considerados como sifilis latente, em

pacientes assintomaticos (Zavaleta et al., 2007).

b) Teste de Microaglutinacdo Passiva para Anticorpos de T. pallidum e Teste

de Aglutinacdo Passiva para Anticorpos de T. pallidum (TP-PA)

Na hemaglutinagdo passiva eritrocitos de ovelha sdo sensibilizados
com antigenos de T. pallidum (lisado de T. pallidum) que reagem com
anticorpos anti-treponema presentes na amostras. As amostras de soro do

paciente sao pré-tratadas, para remover anticorpos inespecificos de treponema
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nao patogénicos, antes da adicdo nas microplacas (Larsen et al., 1995; Singh &
Romanowski, 1999).

O teste de aglutinacdo passiva para anticorpos de T. pallidum
baseia-se em uma preparacdo de particulas gelatinosas coloridas
sensibilizadas com o antigeno (T. pallidum) ao invés de eritrécitos. E menos
oneroso e menos complicado que o FTA-Abs. Os resultados sdo lidos sem a
necessidade de microscépio, também podem ser usados para monitorar terapia

(Ratnam, 2005).

¢) Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Exames imunoenzimaticos para deteccao de anticorpos especificos
de T. pallidum no soro de pacientes com sifilis utilizam antigenos preparados a
partir desta bactéria e também enzimas conjugadas a anti-anticorpos
(Veldkamp & Visser, 1975). O ELISA pode detectar anticorpos das classes IgG
ou IgM no soro do paciente (Ratnam, 2005).

Um maior numero de sorologia positiva aos anticorpos anti-
Treponema por ELISA é observado em relacdo ao VDRL (Oliveira, V.M., et al.,
2008). Tem sensibilidade entre 82 a 100% e especificidade entre 97 a 100%
(Peeling & Ye, 2004; Ratnam, 2005). Na sifilis secundéaria o ELISA mostrou-se

com elevada sensibilidade, mas pouca na sifilis primaria (Wheeler et al., 2004).

d) Técnicas Moleculares
Os testes para amplificacdo de acidos nucléicos, como a rea¢do em

cadeia da polimerase (PCR), sdo desenvolvidos e avaliados, com resultados
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gue indicam o aumento da sensibilidade (91%) para o diagndstico da infeccao
pelo T. pallidum. As amostras de sangue total em heparina ou EDTA, exsudado

e esfregaco das lesfes, sdo Uteis para utilizacdo na PCR (Wicher et al.,1992).

O DNA do T. palidum foi detectado no soro, liquido cerebroespinhal
e fluido amnidtico de pacientes com sifilis, mas ndo em controles néo-sifilicos
(Burstain et al.,1991). Também, foi detectado em lesbes de pele em recém-
nascido com sifilis congénita apés tratamento com a clindamicina durante a
gravidez, sendo importante para o diagndstico da sifilis congénita (W oznicova

et al., 2007).

A sensibilidade e especificidade para a sifilis primaria foram 94,7% e
98,6%, respectivamente e, para a sifilis secundaria estes foram 80,0% e 98,6%
(Palmer et al., 2003). Técnicas de PCR-transcriptase reversa e PCR em tempo
real foram desenvolvidas utilizando alvos direcionados e especificos da

bactéria (Centurion-Lara et al., 1997; Leslie et al., 2007).

e) Anticorpos Anti-treponema Detectados por Western-Blotting (WB)

O Western-Blotting (WB) é usado para detectar anticorpos
especificos contra proteinas antigénicas. Os anticorpos especificos, caso
estejam presentes na amostra, irdo fixar-se as proteinas do T. pallidum
aderidas nas fitas de nitrocelulose. A fita € lavada para remover o material néo
fixado. Os anticorpos que se fixaram especificamente as proteinas do T.
pallidum, podem ser visualizados por uma série de reacdes que envolvem o

uso de anticorpo anti-lgG ou anti-lgM humana conjugado a enzima ou material
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radioativo. Este método é uma ferramenta adicional para confirmacdo da
infecgdo pelo T. pallidum (Hensel et al., 1985; Larsen et al., 1995).

As principais proteinas utilizadas como antigenos recombinantes séo
a Tpl7, Tpl5 e Tp 47 (Miranda & Sato, 2008). Esta técnica apresentou 93,8%
de sensibilidade e 100% de especificidade, com a sensibilidade igual ou
superior a do FTA-ABS, contituindo-se um excelente teste confirmatério para

sifilis (Byrne et al., 1992).
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1 Obejtivo Geral:

Descrever a distribuicdo das infeccdes bacterianas por Chlamydia

trachomatis, Chlamydia pneumoniae e Treponema pallidum nas aldeias

indigenas Bakaja, Apyterewa, Xingu e Mrotdidjam, localizadas no municipio de

Altamira, Pard, Brasil.

1.3.2 Objetivos Especificos:

e Descrever a soroprevaléncia das infec¢cbes pelo T. pallidum nas

aldeias de acordo com sexo e idade.

e Descrever a soroprevaléncia das espécies e sorotipos de

Chlamydia nas aldeias de acordo com sexo e idade.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 POPULACAO ESTUDADA

Este é um estudo de prevaléncia, descritivo, do tipo transversal que
incluiu 270 amostras de indios pertencentes as aldeias indigenas, Bakaja
(109), Apyterewa (65), Xingu (45), Mrotdidjam (50) e Pot-Kro (1) atendidos pelo

Centro de Testagem e Aconselhamento (CTA) de Altamira, Para, Brasil.

2.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas no ano de 2007, pelo CTA de
Altamira, a partir de uma expedicdo Médica, sendo encaminhadas pela
Secretaria de Estado de Saude Publica do Para (SESPA) ao Laboratério de
Virologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da Universidade Federal do

Para (UFPA), com finalidade de diagndstico.

Foram coletados 10 mL de sangue periférico em sistema de
colheita a vacuo, em tubos contendo EDTA como anticoagulante. As amostras
foram transportadas ao Laboratério de Virologia, onde foram processadas por
centrifugacéo a 4.000 rotagdes por minuto, durante 10 minutos, para obtencé&o

de plasma, o qual foi estocado a - 20 °C.

2.3 SOROLOGIA

A abordagem soroepidemioldgica consistiu em testar as amostras
de plasma dos individuos para deteccdo de anticorpos especificos para as

bactérias T. pallidum e Chlamydia.
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Para pesquisa de anticorpos anti-Chlamydia foi utlizada a
técnica de ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA e, para a determinacao dos
sorotipos de C. trachomatis e da espécie C. pneumoniae foi utilizada a técnica
de microimunofluorescéncia. Para a pesquisa de anticorpos para sifilis, foram
utiizados o ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de anticorpos

especificos e a reaginina plasmatica rapida.

2.3.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para Chlamydia

Para a deteccdo de anticorpos anti-Chlamydia trachomatis foram
utilizados os testes imunoenziméticos — Chlamydia trachomatis IgG (Diagnostic
Automation Inc. - Microwell, California, EUA) e Chlamydia trachomatis IgM
(Diagnostic Automation Inc. - Microwell, Califérnia, EUA) que detecta anticorpos
contra o género Chlamydia. As microplacas séo sensibilizadas com antigeno L,
de Chlamydia trachomatis, que reage com todas as espécies do género. As
amostras de plasma, posteriormente, foram adicionadas as placas

sensibilizadas com o antigeno.

Os anticorpos especificos IgM e/ou IgG presentes na amostra
unem-se aos antigenos da fase sodlida, formando imunocomplexos antigeno-
anticorpo especificos. Apos a primeira série de lavagens, foi adicionado um
conjugado que corresponde a anticorpos monoclonais anti-lgG ou anti-lgM
humana biotinilados unidos com estreptavidina e horse radish peroxidase
(HRP) para sinalizar a soropositividade. Posteriormente, foi adicionada uma
solucdo de substrato enzimatico e cromégeno e em seguida, adicionada a

solucéo de parada (HRP, 0.344M de acido sulfurico), que provoca a interrupgao



62

da acdo enzimatica. A leitura do teste foi realizada através de

espectrofotdbmetro que medira a absorbancia de cada amostra.

2.3.2 Microimunofluorescéncia para Chlamydia trachomatis e C
pneumoniae

Dentre as 72 amostras que apresentaram resultado positivo para
0 género Chlamydia no teste de ELISA, foi selecionada uma amostragem
aleatdria de 50% (36) entre 0s positivos, para serem sorotipadas por MIF, em
diluicdo inicial de 1:8 em solucéo salina tamponada (PBS). Para realizacéo da
técnica de microimunofluorescéncia, as laminas foram preparadas no
Laboratorio de Virologia, ICB, UFPA. Foram utilizados como antigenos,
corpusculos elementares dos 15 sorotipos de Chlamydia trachomatis (A, B, Ba,
C,D,E, F G, H, |, J, K, L, L, e Lg) e da Chlamydia pneumoniae (Washington
Research Foundation, Seatle, Washington, USA).

As preparagbes antigénicas sdo constituidas de corpusculos
elementares inteiros, obtidos a partir de infeccdo em células HeLa 229 e
purificados em gradiente de concentracdo, apresentando superficie intacta e
tratados com formalina, sem que ocorra a modificagcdo da antigenicidade. Cada
preparacdo apresenta cerca de 10° particulas/ mL de CE em PBS, contendo
formalina. Volumes de 0,1mL de suspensfes de gema de ovo, foram
adicionadas a iguais volumes de suspensdes antigénicas e homogeneizadas
em Vortex com o objetivo de facilitar a fixacdo da suspenséo de antigeno sobre
a lamina e a visualizacdo do material ao microscopio. Para elaboracdo das

laminas, foi utilizado um molde com dezesseis pontos, com um espagamento
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de 5 mm de distancia entre si, para orientar a distribuicdo dos antigenos. Com
0 auxilio de uma pena para tinta nanquim (Hunt Artist’s Pens 104 n 9404), cada
um dos dezesseis antigenos foi depositado sobre a lamina e apos 30 minutos
de secagem, a temperatura ambiente, as laminas foram fixadas em acetona,

durante 15 minutos, em temperatura ambiente.

Ap0s o preparo, o soro diluido a 1:8 foi depositado sobre cada um
dos antigenos; as laminas, entdo, foram incubadas a 37 °C, em camara umida,
durante 30 minutos e apo0s esse periodo passaram por lavagens em PBS por
guatro vezes durante 5 minutos, cada lavagem, e em seguida lavadas trés
vezes em agua destilada por 1 minuto. Apés a lavagem, sem deixar a lamina
secar, foi adicionado o conjugado (imunoglobulina anti-IgG humana conjugada
ao isotiocianato de fluoresceina) previamente titulado. Em seguida, as laminas
foram incubadas, como na etapa anterior, e submetidas a um novo ciclo de
lavagens. Ainda observando que a lamina ndo pode secar, seguiu-se a
montagem, utilizando glicerina tamponada (pH 9.0). As amostras que
mostraram fluorescéncia clara, nitida e esverdeada frente a qualquer um dos
sorotipos foram consideradas positivas. Foram levado em consideragdo o
numero de CE apresentando fluorescéncia e a intensidade da mesma. Utilizou-

se controle negativo e controle positivo.

2.3.3 Ensaio Imunoenzimatico para Sifilis
Para pesquisa de anticorpos anti-Treponema pallidum foi
utilizado o teste imunoenzimatico ELISA - IgG anti-Treponema pallidum

(Diagnostic Automation Inc., Califérnia, EUA) para a deteccao qualitativa em
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amostras de plasma. O teste sera executado segundo a especificacdo dada

pelo fabricante.

As amostras de plasma foram depositadas nos pocos das placas
sensibilizadas com antigenos de Treponema pallidum (p15, pl7 e p47). As
amostras que apresentarem anticorpos especificos para T. pallidum formaram
complexos antigeno-anticorpo especificos, e entdo, foi adicionado o conjugado
(anticorpos  monoclonais anti-lgG  humana biotinilados unidos com
estreptavidina e horse radish peroxidase (HRP) para sinalizar a
soropositividade. O conjugado se ligou somente aos anticorpos especificos. A
leitura do teste foi realizada através de espectrofotdmetro o qual medird a

absorbancia de cada amostra.

2.3.4 Reaginina Plasmatica Rapida (RPR)

As amostras de plasma que apresentaram reagcao positiva para o
T. pallidum no teste de ELISA foram testadas pelo RPR (RPR Bras, Laborclin,
Parana, Brasil), com realizacdo do teste qualitativo seguido do quantitativo.
Para realizar a etapa qualitativa, inicialmente as amostras foram testadas puras
e em uma diluicdo a 1:10. Em uma escavacao da placa de Kline foi adicionada
a amostra e uma gota (aproximadamente 50uL) da solugdo antigénica
(cardiolipina-lecitina-colesterol) presente no Kit. A placa foi colocada em um
agitador de placas mecanico (Vortex — Ts 2000a VDRL Shaker) e submetida a
agitacao de 180 = 2 rpm, durante 4 minutos, sendo em seguida levadas para
andlise em microscopio Optico convencional (Microscépio Optico, Olimpus

BX41, Brasil), foram utilizados os controles positivo e negativo. As amostras
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consideradas reagentes apresentaram a formacao de grumos.

2.4 METODOS ESTATISTICOS

As informacfes obtidas foram armazenadas no programa
Microsoft Office Excel 2007 e Access 2007. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do programa Bioestat 5.0 (Ayres et al.,, 2007) e, foi
empregado teste exato de Fischer e teste ndo paramétrico, Qui-quadrado, com

nivel de significancia de 95% (p< 0,05).
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3 - RESULTADOS
3.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

Para analise dos resultados a seguir utilizaram-se amostras de plasma
de 270 indigenas provenientes do municipio de Altamira. Na Tabela 1 esta
descrito a distribuicdo dos indigenas, de acordo com a aldeia de origem, no
municipio de Altamira, no ano de 2007. Verifica-se que 40,4% (109/270) das
pessoas foram oriundas da aldeia Bakaja e 24,1% (65/270) da aldeia

Apyterewa.

Tabela 1 — Distribuicdo da populacdo examinada, de acordo com a aldeia de

origem, no municipio de Altamira, no ano de 2007.

Aldeia n %
Bakaja 109 40,4
Apyretewa 65 24,1
Mrotidjam 50 18,5
Xingu 45 16,7
Pot-kro 01 0,4
Total 270 100,0

A Figura 3 representa os valores percentuais da distribuicdo dos
indigenas examinados de acordo com o sexo, no municipio de Altamira, no ano
de 2007. Pode-se verificar que 50,7% (137/270) das amostras foram
provenientes de individuos do sexo feminino e 49,3% (133/270) do sexo
masculino.

E possivel constatar (Tabela 2) que na aldeia Xingu o nimero de
mulheres foi duas vezes maior que o de homens e, na Pot-kro somente um
representante da aldeia (sexo masculino) foi examinado, pelo fato das

amostras terem sido encaminhadas com finalidade diagnostica.
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®mFeminino

O Masculino

Figura 3 - Distribuicdo da populacdo de indigenas de acordo com 0 sexo, no

municipio de Altamira, no ano de 2007.

Tabela 2 — Distribuicdo dos indigenas de acordo com 0 sexo e a aldeia, no

municipio de Altamira, no ano de 2007.

Aldeia Sexo Total
Feminino Masculino

Bakaja 52 57 109

Apyretewa 29 36 65

Mrotidjam 26 24 50

Xingu 30 15 45

Pot-Kro 0 1 1

Total (%) 137 (50,7) 133 (49,3) 270 (100)

Considerando a distribuicdo do grupo examinado, de acordo com a faixa

etaria e a aldeia, no municipio de Altamira, observou-se (Tabela 3) que a aldeia
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Mrotidjam apresenta maior concentracao de individuos na faixa etaria de 0 a 14
anos e a aldeia Bakaja concentra o maior numero de individuos acima de 60
anos. No total, a maioria do grupo examinado apresentou-se na faixa etéaria de

15 a 40 anos.

Tabela 3 — Distribuicdo do grupo de indigenas, de acordo com a faixa etaria e a

aldeia de origem, no municipio de Altamira, no ano de 2007.

Faixa etaria Bakaja Apyretewa Mrotidjam Xingu Pot-Kro Total
(anos)
0Oal4 16 8 18 12 0 54 (20)
15a 20 28 18 9 4 1 60 (22,2)
21 a 30 28 20 9 12 0 69 (25,6)
31a40 10 6 9 4 0 29 (10,7)
41 a 50 7 2 0 21 (7,8)
51 a 60 4 3 2 0 11 (4,1)
Acima de 60 18 3 1 4 0 26 (9,6)
Total 109 65 50 45 1 270 (100)

3.2 SOROLOGIA

3.2.1 Prevaléncia de anticorpos para Chlamydia.

As 270 amostras de plasma examinadas foram submetidas a ensaios
imunoenziméticos do tipo ELISA para deteccdo de anticorpos anti-Chlamydia
das classes 1gG e IgM.

Verificou-se que 72 amostras (26,7%) foram positivas para anticorpos de
classe 1gG, sendo que nenhuma destas amostras foi soropositiva para
anticorpos da classe IgM (Tabela 4). A aldeia Bakaja apresentou maior

prevaléncia 56% (61/109) e a Mrotdjam a menor (2,0%). A Figura 4 mostra que
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dentre os positivos para anticorpos contra Chlamydia, 62,5% (45/72) foram
mulheres, apresentando diferenca significativa (p=0,022)
Tabela 4 — Prevaléncia de anticorpos da classe 1gG para Chlamydia, entre

indigenas, de acordo com a aldeia de origem, no municipio de Altamira, ano

2007.
Aldeia n Positivo (%)
Bakaja 109 61 (56)
Apyretewa 65 4(6,1)
Mrotidjam 50 1(2,0)
Xingu 45 6 (13,3)
Pot-Kro 1 0
Total 270 (100) 72 (26,7)
80% 62,5 % (45/72)

= 60%

% 40%

£ 0%

0% T T
Feminino Masculino

Sexo
Figura 4 — Prevaléncia de anticorpos da classe IgG para Chlamydia, entre
indigenas, de acordo com o sexo, no municipio de Altamira, no ano de 2007.

A Tabela 05 apresenta a prevaléncia de anticorpos da classe IgG para
Chlamydia, de acordo com a faixa etaria. A faixa etaria de 15 a 30 anos
concentrou os individuos com maior niumero de resultados positivos no teste
ELISA. No entanto, ndo apresenta relacdo com a soropositividade para

Chlamydia.
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Tabela 05 - Prevaléncia de anticorpos da classe IgG para Chlamydia, entre

indigenas, de acordo com a faixa etaria, no municipio de Altamira, no ano de

2007

Faixa etaria n Positivo (%) PPA *
(anos)

0Oal4 54 8(11,1) 15 (8/54)
15 a 20 64 15 (20,8) 20,2 (23/114)
21 a 30 69 22 (30,6) 24,6 (45/183)
31a40 29 8(11,1) 25 (53/212)
41 a 50 21 5 (7) 24,9 (58/233)
51 a 60 11 4 (5,6) 25,4 (62/244)
Acima de 60 26 10 (13,8) 26,7 (72/270)
Total (%) 270 72 (100)

* Percentual Positivo Acumulado

3.2.2 Soroprevaléncia de anticorpos para Chlamydia trachomatis e
Chlamydia pneumoniae.

A reatividade aos sorotipos da C. trachomatis e a C. pneumoniae foi
determinada pelo uso do teste de MIF. Dentre as 72 amostras que
apresentaram resultado positivo para o género Chlamydia no teste de ELISA,
foi selecionada uma amostragem aleatéria de 50% (36/72), e destas, 29
amostras foram procedentes da aldeia Bakaja, 3 da Apyretewa e 4 da aldeia
Xingu. A prevaléncia de anticorpos para C. trachomatis foi de 100% (Figura 5),
sendo que todas as 36 amostras testadas reagiram com um ou mais sorotipos
desta espécie.

Anticorpos para C. pneumoniae estavam presentes em 61,1% das

amostras (22/36). Nenhuma amostra apresentou sororreatividade isoladamente
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para esta espécie, assim sendo, todas as amostras soropositivas para C.

pneumoniae também foram positivas para C. trachomatis.

100 %%
100%
51,1 %o
== 80%% -
]
=
£ 60% -
w
=  40% -
[ =
20%% - e
,’/ ”,l’
0246 -
. trachormaltis . priewmonias
Especie
Figura 5 — Prevaléncia de anticorpos da classe IgG para Chlamydia

trachomatis e Chlamydia pneumoniae, entre indigenas, no mucinipio de

Altamira, no ano de 2007.

Na Figura 6 se observa que o sorotipo E foi o mais frequente com 72,2%

(26/36) de prevaléncia, seguido do sorotipo F com 66,7% (24/36). O sorotipo

menos prevalente foi o L3 com 22,2% (8/36).
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Figura 6-Prevaléncia de anticorpos da classe IgG para os sorotipos de C.

trachomatis, entre indigenas, no municipio de Altamira, no ano de 2007.
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3.2.3 Soroprevaléncia de anticorpos para o Treponema pallidum

As 270 amostras foram testadas pelo ELISA e as amostras positivas
foram testadas pelo RPR, observou-se que 1,5% (4/270) das amostras foram
soropositivas no ELISA, indicando que este grupo apresentou anticorpos anti-

treponémicos. Nenhuma amostra foi reagente no RPR (Tabela 06).

Tabela 06 — Distribuicao da sororreatividade ao Treponema pallidum por meio
de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) nas aldeias indigenas Bakaja,
Apyterewa, Xingu e Mrotdidjam, Altamira, Par4, ano de 2007.

Aldeia Positivo %
Bakaja 3 1,1
Apyretewa 1 0,4
Mrotidjam 0 0
Xingu 0 0
Pot-Kro 0 0
Total 4 15

A presenca de anticorpos ocorreu em maior frequéncia entre as
mulheres, mas, néo teve relacdo com soropositividade para o T. pallidum
(p=0,328). A distribuicdo por faixa etaria mostrou maior frequéncia entre
mulheres acima de 51 anos. Entretanto, a faixa etaria ndo esta relacionada

com a reatividade para o T. pallidum (p=0,239) (Tabela 7).
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Tabela 7 — Distribuicdo dos indigenas examinados quanto a presenca de
anticorpos para Treponema pallidum de acordo com a faixa etaria e sexo, no

municipio de Altamira, no ano de 2007.

Faixa etaria Feminino Masculino Total (%)
(anos)

0Oal4 0 0 0
15a20 0 0 0
21 a 30 0 0 0
3l1a40 1 0 1(0,37)
41 a 50 0 1 1(0,37)
51 a 60 1 0 1(0,37)
Acima de 60 1 0 1(0,37)
Total 3 1 4(1,5)




74

4 - DISCUSSAO

7

O presente trabalho é um estudo soroepidemiolégico efetuado com o
intuito de conhecer a epidemiologia descritiva das bactérias do género
Chlamydia — em particular as espécies C. trachomatis e a C.pneumoniae — e T.
pallidum, entre comunidades indigenas residentes no municipio de Altamira,

Para, Brasil.

Este tipo de estudo permite avaliar a prevaléncia de infeccbes em uma
determinada populacéo, as quais podem ter sido introduzidas através de novas
praticas culturais, afetando o0 estado de saude/doenca dos individuos

(Ambrosio et al., 2009).

Foram examinados 270 individuos procedentes de 04 comunidades
indigenas. O maior nimero de indigenas examinados foi proveniente da aldeia
Bakaja e a aldeia Xingu teve o0 menor namero de examinados. A composicao
demografica dos individuos foi equivalente entre ambos os sexos. A idade
minima dos examinados foi de 1 ano e a maxima foi 80 anos. A faixa etaria de
15 a 40 anos concentrou a maioria dos examinados.

A prevaléncia de anticorpos IgG para o género Chlamydia foi de 26,7%.
Este achado de positividade para Chlamydia é coerente com um estudo
realizado nas llhas do Pacifico em mulheres gravidas (26,1%), sendo que esta
prevaléncia variou de acordo com o0 pais, com baixa prevaléncia nas llhas

Saloméo (7,3%) e média na Samoa (40,7%) (Cliffe et al., 2008).

No entanto, foi menor que a encontrada em populagdes urbanas, do
municipio de Belém, (64,2%) em portadores de HIV (Almeida, 2009). E menor

também, que outro estudo realizado em individuos com bronquite cronica, no
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municipio de Belém, onde se encontrou prevaléncia de 50% para o género
Chlamydia (Costa, 2002). Em um estudo realizado em popula¢des indigenas
da Amazoénia brasileira, a prevaléncia foi maior que neste estudo (48,5%)
(Ishak & Ishak, 2001). E possivel verificar que a prevaléncia varia de acordo
com a populacédo estudada, atingindo principalmente individuos com algum tipo

de comprometimento no estado de saude.

No perfil dos indigenas positivos para o género Chlamydia, em relacao a
aldeia, observou-se que a aldeia Bakaja teve metade dos individuos testados
apresentando sorologia positiva e a aldeia Mrotidjam teve o menor numero de
individuos positivos. Outro trabalho realizado com populagfes indigenas ja
havia evidenciado elevada prevaléncia entre os indigenas da aldeia Bakaja,
este mesmo estudo, também verificou prevaléncia variavel entre as diferentes

aldeias testadas.

O emprego de método sorolégico para a deteccdo de anticorpos de
longa duracdo torna possivel comprovar grande variabilidade de exposi¢céo
associada a larga disseminacdo da Chlamydia nos grupos testados (Ishak &
Ishak, 2001), desta forma, é de fundamental importancia nos estudos

soroepidemioldgicos.

Foi encontrado que o sexo tem influéncia sobre a presenca de
anticorpos para o género Chlamydia (IgG), em que foi maior em mulheres
(p = 0,022). Na populacdo da Noruega, foram encontrados dados semelhantes,
em que 61% foram mulheres (Klovstad & Aavistsland, 2009). Contudo, em
individuos portadores de HIV, no municipio de Belém, a presenca de anticorpos

se mostrou maior em homens (56, 9%) (Almeida, 2009).
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A idade minima entre os positivos foi de 7 anos e a maxima foi 71 anos,
com a faixa etaria de 15 a 30 anos tendo o maior numero entre 0s positivos.
Nas Ilhas do Pacifico em mulheres gravidas a prevaléncia foi maior na faixa
etaria de 15 a 19 anos (31,4%) e diminuiu com o aumento da idade (Cliffe et
al., 2008). Estes numeros sdo semelhantes aos encontrados em um estudo
realizado na populacdo da Noruega, em que 40% dos individuos encontravam-
se na faixa etaria de 15 a 24 anos (Klovstad & Aavistsland, 2009). Em
populacfes indigenas da Austrdlia, as prevaléncias especificas da faixa etaria

foram semelhantes a este estudo (Miller et al., 2003).

Contudo, Almeida (2009) encontrou uma associa¢cdo da infeccdo com
uma faixa etaria mais avancada. Frequéncia elevada de anticorpos IgG para
Chlamydia, em adultos jovens, é importante, pois estes individuos podem estar
sendo expostos a infeccdo em idades mais baixas, uma vez que nao foi
detectado anticorpos da classe IgM entre os individuos testados, além disso,

podem estar disseminando a infec¢éo.

As reacOes dos individuos positivos aos quinze sorotipos da C.
trachomatis e ao antigeno de C. pneumoniae foi detectada por MIF. A utilizagao
desse método tornou possivel detectar que todas as amostras selecionadas
reagiram para C. trachomatis, uma menor frequéncia de reacdes foi encontrada

para C. pneumoniae.

Mas, em nenhuma amostra ocorreu falta de reatividade, como
encontrado em um estudo anteriormente realizado com indigenas, em que a
falta de reacéo na MIF (10,8%), poderia estar sendo causadas por C. psittaci

ou outra espécie ainda ndo associada a infeccdo em seres humanos, como a
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C. pecorum (Ishak & Ishak, 2001). Assim sendo, os individuos examinados
apresentaram reatividade para espécies causadoras de diversas infeccfes em

humanos.

Os resultados deste estudo indicam que os sorotipos associados ao
tracoma estdo presentes nas comunidades examinadas, nas diversas faixas
etarias, sendo que somente um individuo, com idade de 7 anos, apresentou
reatividade apenas para 0s sorotipos associados ao tracoma. A maior
frequéncia detectada foi do sorotipo B. Em comunidades indigenas da Australia
foram identificados os gendtipos Ba e C causando infec¢cdes oculares (Porter et

al., 2008).

Nos indigenas da regido Amazébnica as condicbes de saneamento
ambiental, elevado numero de pessoas dividindo a mesma habitagéo e higiene
pessoal deficitaria favorece a transmissao dos sorotipos associados ao tracoma
(Giatti et al., 2007; Reilly et al., 2007). Isto pode ser confirmado por evidéncias
de sinais clinicos do tracoma nestes grupos (Paula et al., 2002). Os resultados
comprovam que a cadeia de transmissao nao esta sendo interrompida, apesar
das medidas de prevencdo e disseminacdo desta doenca serem simples e

eficazes.

Entre os sorotipos associados as infeccdes sexualmente transmissiveis,
todos o0s estavam presentes, bem como, 0s sorotipos associados ao
linfogranuloma venéreo. Dentre estes, o E foi mais frequente e entre os
sorotipos associados ao linfogranuloma venéreo, o L2 foi o mais frequente e o
L3 foi o menor. Em individuos portadores de HIV de Belém o sorotipo L1 foi o

mais prevalente (Almeida, 2009). Ishak & Ishak (2001) ja haviam detectado a
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ocorréncia de sorotipos relacionados a IST e ao linfogranuloma venéreo em

comunidades indigenas.

Além da clamidia, a transmissdo sexual do HTLV foi evidenciada em
grupos indigenas da regido Amazonica, este achado comprova a ocorréncia de
outros agentes infecciosos que comprometem a fertilidade destas comunidades
com pouco ou nenhum recurso médico disponivel e que estdo propensas a
contatos com pessoas nao diretamente relacionadas com a comunidade (Ishak
et al., 2003). Estes fatos estdo aliados a falta de conhecimento sobre os modos
de transmissédo destas doencas e a ocorréncia maior de clamidia nas mulheres
(Wiik, 2001).

Portanto, os resultados mostram que 0s sorotipos transmitidos por via
sexual estdo disseminados nestas comunidades, sendo relevante, uma vez,
gue foi encontrada uma associacdo significativa da infeccdo com o0 sexo
feminino, em idade fértil, pois além das infeccBes genitais como a cervicite, 0s
sorotipos causadores de IST estdo associados com aborto e infertilidade.

Anticorpos para C. pneumoniae foram detectados em 61,1% das 36
amostras testadas. Prevaléncia mais baixa (25%) foi encontrada em pacientes
com doencas respiratorias em Belém (Costa, 2002). Na Tailandia, a
prevaléncia entre paciente hospitalizados com pneumonia adquirida na
comunidade foi de 8,7% (Reechaipichitkul et al., 2005). Almeida (2009)
detectou prevaléncia mais altas de anticorpos 1gG (73,5%) e IgM (70,5%) para

C. pneumoniae em individuos portadores de HIV.

No entanto, em populacdes indigenas da Amazonia ja se detectou uma

maior frequéncia de reacdes para a C. pneumoniae do que neste estudo (Ishak
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& Ishak, 2001). A circulacdo desta espécie nestas comunidades € importante,
ja que nas habitacdes destes individuos convive um grande nuamero de
pessoas, em contato intimo, sem condicbes de higiene e também a
inacessibilidade do diagndstico laboratorial favorece a transmissao desta

bactéria e, acabam ficando sem tratamento adequado para estes casos.

Com o objetivo de descrever a soroprevaléncia de T. pallidum nas
comunidades indigenas. Detectou-se baixa prevaléncia de anticorpos anti-
Treponema pelo teste de ELISA e ndo houve casos de RPR positivo. Desta
forma, nenhuma amostra teve ambos os resultados positivos, o que indicaria
uma infeccdo presente ou latente (Peterman et al., 2008). Mas, os individuos
positivos no ELISA podem estar no inicio da infecgdo pelo T. pallidum quando
os testes nao-treponémicos como o RPR, ainda apresentam resultados nao
reagentes (LaFond & Lukehart, 2006). Estes individuos, também podem ter tido
a infeccdo em algum momento no passado, mas ndo se pode distinguir se a
infeccdo foi ou ndo tratada. Estes testes podem produzir resultados reagentes
para a vida toda, mesmo ap6s um tratamento adequado para a sifilis

(Peterman et al., 2008).

Assim como neste trabalho, um estudo realizado com gravidas na
Nicardgua encontrou valores semelhantes (1,5%) (Hoekstra et al.,, 2006). No
sul do Brasil, se verificou que, apesar da tribo de indios Kaingang
apresentarem alta taxa de miscigenacao, foi observado auséncia de casos de
T. pallidum, pelo RPR, e nenhum caso de infec¢éo pelo HIV-1 (Ambrosio et al.,
2009). Anticorpos anti-cardiolipina e anti-treponémicos foram encontrados em

3,9% e 3,2% respectivamente, entre indigenas da Amazoénia peruana (Bartlett
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et al., 2008). Entre indios Chayahuitas do Peru, observou-se prevaléncia de

6,3% (Zavaleta et al., 2007).

No México a soroprevaléncia para o T. pallidum foi de 3,1% em adultos
(Conde-Gonzalez, 2007). Prevaléncias superiores foram detectadas em
portadores de HIV-1 na cidade de Belém (34,9%) (Almeida, 2009). O baixo
conhecimento sobre IST, a baixa adeséo ao uso do preservativo e as relacdes
sexuais extraconjugais, inclusive com trabalhadoras do sexo da &rea urbana,

fazem parte da cultura indigena (Zavaleta et al., 2007; Bartlett et al.,2008).

Podemos constatar que a frequéncia desta IST nestes grupos
populacionais difere dos achados em populacbes urbanas. Apesar destes
grupos indigenas da Amazobnia estarem em comunidades isoladas, Bartlett e
colaboradores (2008) evidenciaram que existe contato entre indigenas e
populacdes urbanas, proporcionando uma persistente rota pela qual os
individuos podem ser infectados com IST na area urbana e reintroduzir as

infecgdes em suas comunidades de origem.

Considerando o0 sexo, 0 maior numero de casos positivos para o T.
pallidum foi observado em mulheres. Este mesmo achado foi observado com a
positividade para Chlamydia neste estudo. Em um surto ocorrido em tribos
indigenas americanas verificou-se que a maioria dos casos ocorreu em
mulheres (Johnson et al.,, 2010). Contudo, em grupos indigenas do Peru o
namero de positivo foi maior em homens (Zavaleta et al., 2007; Bartlett et al.,
2008). A infeccdo em mulheres é preocupante por causa da sifilis congénita,
mas em homens, mesmo que a infeccdo afete um pequeno numero, isso pode

ter um grande impacto sobre a satde de uma grande parte da populagéo.
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Neste estudo a metade dos casos foi em individuos com idade acima de
51 anos. Em mulheres gravidas da Nicaragua 75% dos positivos foram na faixa
etaria de 21 a 30 anos (Hoekstra et al., 2006). Nos indios chayahuitas, do Peru,
observou-se que a prevaléncia também aumentou com a idade, sendo maior

na faixa etaria de 46 a 60 anos (Zavaleta et al., 2007).

Em grupos indigenas americanos, a maioria dos casos de sifilis foi
detectada em pessoas com idade acima de 25 anos (Johnson et al., 2010).
Entre individuos néo indigenas, Almeida (2009) encontrou propor¢do maior de
positividade na faixa etéria de 37 a 58 anos. A ocorréncia da positividade no

ELISA em individuos com idade mais elevada pode indicar infeccdo passada.

O presente estudo confirma a presenca de Chlamydia e T. pallidum nas
comunidades indigenas da Amazoénia brasileira e estabelece soroprevaléncias
para ambos os agentes, nestas comunidades, inferiores as encontradas em
estudo anteriores, em outras comunidades indigenas. O fato destes agentes
estarem presentes na populacdes indigenas, que tém habitos culturais
diferentes das populacdes urbanas € preopocupante, pois estas podem se
disseminar silenciosa e rapidamente, afetando todas as faixas etarias.

Pelo fato de todos os sorotipos da C. trachomatis e a C. pneumoniae
estarem presentes nas amostras testadas, pode-se ter nestes grupos uma
variedade de doencas, que incluem infec¢cdes oculares, como a conjuntivite
neonatal e o tracoma em criancas; infeccdes sexualmente transmissiveis em
adultos e adolescentes; infec¢gbes pulmonares causadas pela C. pneumoniae

em individuos idosos.
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Ainda existem poucos dados sobre infeccbes sexualmente
transmissiveis disponiveis sobre populacGes indigenas, principalmente das
causadas pela Chamydia. Os estudos realizados sobre soroprevaléncia destas
infeccbes sao direcionados, prioritariamente, a grupos especificos de
populacdes urbanas, havendo preocupacdo maior para o risco de expor
populacdes urbanas a essas infec¢des, do que aos riscos de se introduzir as
infeccbes e doencas, originadas nos grupos urbanos, em populacdes
indigenas.

Os resultados mostram que a Chlamydia e o T. pallidum s&o mais
frequentes nas mulheres que correm o risco de abortamento e sequelas
cronicas da infeccao por clamidia, sendo necessario implementar estratégias
para prevenir a propagacao destas infeccdes que sdo um problema de saude

publica, mas que podem ser resolvidos.
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5— CONCLUSOES

(i) A prevaléncia de anticorpos da classe IgG para Chlamydia entre indigenas
residentes no municipio de Altamira foi de 26,7% e nenhum individuo
examinado apresentou anticorpos da classe IgM;

(i) A aldeia Bakaja apresentou a maior prevaléncia de anticorpos para
Chlamydia, envolvendo mais da metade de seus integrantes e a aldeia Mrotdjam teve
0 menor numero.

(i) Foi encontrada uma associacao significativa entre a infeccao por Chlamydia
e 0 sexo feminino, mas nao com a idade;

(iv) Todos os individuos (100%) que mostraram anticorpos para Chlamydia
foram positivos para um ou mais sorotipos de C. trachomatis e 61,1% para C.
pneumoniae.

(v) Os sorotipos mais prevalentes na populacdo indigena foram o E e o F
associados a transmissao sexual,

(vi) A prevaléncia de anticorpos anti-Treponema foi baixa e nédo se evidenciou

nenhum caso apresentando resultado laboratorial indicativo de sifilis.
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