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RESUMO

Objetivos: Revisar os diferentes métodos para o
diagnostico de infecgdo urogenital por Chlamydia
trachomatis.

Material e métodos: Revisdo de literatura médica
especializada.

Conclusdes: Na escolha do método diagnoéstico
deve-se considerar a sensibilidade e especificidade da
técnica pretendida, a individualidade do caso e a ade-
quagdo aos recursos disponiveis. O exame cultural
para Chlamydia trachomatis constitui-se no teste pa-
drdo, por apresentar a melhor especificidade na
deteccdo da infeccdo. Entretanto, estudos recentes
sugerem que as técnicas de amplificacdo de acido
nucléico tém demonstrado maior sensibilidade e
especificidade semelhante ao teste cultural.
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ABSTRACT

Objective: To review the different methods for the
diagnosis of genital infection caused by Chlamydia
trachomatis.

Material and methods: Review of medical litera-
ture.

Conclusions: By choosing the method, it must be
consider the sensitivity and specificity of the technique, the
individuality of the case and the available possibilities.
The culture exam for Chlamydia trachomatis is the
gold-standard test, due to its’ best specificity in the de-
tection of this disease. Nevertheless, recent trails suggests
that the nucleic acid amplified tests have shown better
sensibility and equal specificity when compared to the
cultural test.

KEY WORDS: Chlamydia INFECTIONS; Chlamydia trachomatis;

UROGENITAL SYSTEM; LABORATORY TECHNIQUES AND
PROCEDURES.

* Professor adjunto de Ginecologia da Faculdade de Medicina da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.
** Membro do Servico de Ginecologia do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.
*** Médico Residente do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.
**** Doutoranda do 6° ano da Faculdade de Medicina da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.

Scientia Medica, Porto Alegre: PUCRS, v. 15, n. 2, abr./jun. 2005

97



Diagnéstico da infecgédo urogenital ...

INTRODUCAO

A Chlamydia trachomatis pertence a classe das
Clamidias responsaveis por algumas infec¢oes
humanas; compromete sistemas como os olhos
(tracoma e conjuntivite de inclusdo do recém-nas-
cido), o trato genital (linfogranuloma venéreo,
uretrite ndo-gonocdccica e doenga inflamatoéria
pélvica) e o trato respiratério (pneumonite).

A C. trachomatis é uma das mais freqiientes
doengas sexualmente transmissiveis (DST), cau-
sando aproximadamente 90 milhdes de novos
casos por ano no mundo, e estd relacionada a
esterilidade em ntimero bastante significativo de
mulheres®?. Mais de 70% das mulheres com
lesdo tubaria apresentam anticorpos circulantes
para Chlamydia trachomatis®.

Entre os testes laboratoriais disponiveis para
a deteccdo direta da Chlamydia esta a cultura, a
imunofluorescéncia direta (DFA), e indireta (IFI),
o enzimoimunoensaio (EIA), a microimuno-
fluorescéncia indireta (MIF) e as técnicas de am-
plificacdo de 4cidos nucléicos, que apresentam
maior sensibilidade.

Tendo em vista as complicagdes, comorbi-
dades, dificuldades diagnoésticas e custos ori-
ginados através da infeccdo pela Chlamydia
trachomatis, este estudo se propde a relacionar e
analisar os diferentes métodos para o diagnosti-
co de infeccdo urogenital por este microorga-
nismo.

INFECCAO

A infeccao por Chlamydia trachomatis pode ser
adquirida através da relagcao sexual ou pelo con-
tato da mucosa com outra drea infectada. No tra-
to genital feminino, tem afinidade pelas células
do epitélio colunar, sendo a endocérvice o prin-
cipal alvo®.

Em cerca de 70% das mulheres, a infeccao por
Chlamydia trachomatis é assintomética. Sua asso-
ciacdo com a gonorréia é muito freqiiente poden-
do chegar a 40 a 60% das mulheres com a infec-
cao02),

A prevaléncia geral de infeccdo é em torno
de 15%, podendo variar de 8 a 40% de acordo
com a populagdo estudada. As taxas mais altas
estdo relacionadas a grupos de risco (adolescén-
cia, promiscuidade, antecedentes de DST, parcei-
ro com uretrite ndo gononcoécica, presenca de
ectopia cervical e/ou cervicite mucopurulenta).
Macleod et al, em um estudo realizado na Ingla-
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terra, identificou uma prevaléncia geral de
Chlamydia entre as mulheres de 3,6%, sendo a
mesma maior em jovens com menos de 25 anos
(6,2%). Ele identificou como o mais forte de-
terminante para a infeccao a presenca de um ou
mais parceiros sexuais no passado®. Por sua vez,
analisando as mulheres gravidas, Sheffield con-
cluiu que a prevaléncia de infeccdo assintomatica
por Chlamydia trachomatis foi de 9%, com taxa
de resolugao espontanea de quase 50%®).

Na mulher, a infec¢do inicia-se usualmente
pela endocérvice e ascende ao restante do trato
genital. Pode causar cervicite, endometrite,
salpingite ou doenga inflamatodria pélvica (DIP);
como consequéncia, a infertilidade e a gravidez
ectépica, sdo seqiielas comuns. A forma assinto-
matica também pode ser causa de severo dano
tubério.

Ao analisar a transmissibildade de doencas
sexualmente transmissiveis (DST) em prostitutas,
Lyttle e Thompson concluiram que essas mulhe-
res requerem regular screening para DST, mesmo
com o uso regular do condon, o qual oferece pro-
tecdo entre 30 e 90% contra doencas transmitidas
no sémen e secrecdes uretral, vaginal ou cervical,
como HIV, gonorréia e Clamydia®).

O CDC (Center for Disease Control and Pre-
vention) preconiza a triagem em todas as mu-
lheres sexualmente ativas: com evidéncia de
cervicite mucopurulenta e idade inferior a 20
anos, em mulheres com idade entre 20-30 anos
que nao utilizam métodos contraceptivos de bar-
reira regularmente e/ou que tenham trocado de
parceiro nos ultimos 90 dias e em todas as mu-
lheres com idade inferior a 30 anos atendidas em
clinicas de planejamento familiar@”. Pospisil des-
tacou a importancia de um regular screening para
adolescentes sexualmente ativas e concluiu que
o melhor método seria o Ligase Chain Reaction
(LCR)®.

CICLO DE DESENVOLVIMENTO

Os sorotipos das Clamidias podem ser classi-
ficados de acordo com as diferentes apresenta-
¢Oes clinicas: os sorotipos A, B, Ba, C estdo asso-
ciados ao tracoma endémico; L1, L2, L3 ao
linfogranuloma venéreo; D, E, F, G, H, L, ], K a
infeccdes genitais e em neonatos(2).

A Chlamydia trachomatis é um organismo
gram-negativo; apresenta um ciclo de desenvol-
vimento bifdsico e replicacdo dentro de vacto-
los da célula hospedeira, originando inclusdes
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citoplasmaticas caracteristicas. Este ciclo é forma-
do por duas fases distintas: uma elementar (for-
ma infecciosa) e outra reticular (forma repro-
dutiva). A bactéria forma um corpo elementar
(EB) que nado pode se dividir, servindo apenas
para propagar a infeccdo de uma célula para
outra. Apo6s incorporada a célula hospedeira,
os corpos elementares se agrupam formando
vacuolos que geram as formas reprodutiveis de
Chlamydia trachomatis metabolicamente ativas,
chamadas corpos reticulares (RB)®29).

Desta forma, a Chlamydia trachomatis é um
parasita intracelular obrigatério, reconhecida
como verdadeira bactéria. Tem atividade meta-
boélica bastante restrita e ndo é capaz de produzir
sua propria energia, utilizando o ATP produzi-
do pela célula hospedeira; por isso, é considera-
da parasita energético.

Os dois antigenos melhor relacionados ao
diagnostico e patogénese da infeccdo sao o anti-
geno lipopolissacaridico (LPS), mais encon-
trado no RB, constituido principalmente por
acido cetodeoxietanodico e o antigeno major outer
membrane protein (MOMP). Os antigenos da
MOMP, por serem espécies e subespécies-espe-
cificos, sdo utilizados para sorotipagem®.

MANIFESTACOES CLINICAS

As principais alteragdes clinicas causadas
pela Chlamydia trachomatis sdo: bartolinite; en-
docervicite (sitio mais acometido); sindrome
uretral aguda (caracterizada por disdria, pola-
citria e pitria em mulheres com urocultura
negativa); doenca inflamatéria pélvica (a infer-
tilidade é a sequela mais temida); infecc¢des
neonatais (mais comum nos partos vaginais) e
sindrome de Fitz-Hugh-Curtis (processo inflama-
torio agudo peri-hepatico). Como a Chlamydia
trachomatis ndo se desenvolve no epitélio vagi-
nal, ndo causa vaginite®.

Em estudo recente envolvendo mulheres da
Eslovaquia, Simko observou que os mais fre-
quentes diagndsticos associados a infecgdo por
Chlamydia foram: anexite (38%), cervicite (22%),
dor pélvica (9%), infertilidade (9%), parto prema-
turo (9%), abortamentos inexplicaveis (4%) e cis-
tite e uretrite (3%)0.

METODOS DIAGNOSTICOS

A sensibilidade e especificidade do teste
diagnoéstico tém relacdo direta com a amostra
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coletada. Para o exame cultural e pesquisa direta
da Chlamydia emprega-se, tradicionalmente, o
swab endocervical ou uretral. Para os testes de
amplificacdo podem ser usadas amostras de uri-
na. Nos testes indiretos, é recomendada especial
atencgao para a possibilidade de reacées cruzadas
interespécies. A Tabela 1 demonstra os principais
métodos para o diagnostico de infeccdo por
Chlamydia trachomatis.

TABELA 1 - Metodologias laboratoriais para o diag-
nostico direto e indireto da infeccdo por Clamidia
Tracomatis®.

Cultura celular

* Pesquisa de antigenos
Imunoflorescéncia direta (DFA)
Enzimaimunoensaio (EIA)

* Pesquisa de acidos nucléicos
Sonda de DNA
Amplificagdo (PCR, LCR, TMA)

* Pesquisa de anticorpos
Imunodluorescéncia indireta (IFT)
Microimunofluorescéncia indireta (MIF)
Enzimaimunoensaio indireto (EIA)

Exame cultural

E considerado o teste padrao no diagndstico.
Geralmente utiliza-se swab endocervical ou
uretral para sua coleta. O meio de crescimento
mais utilizado para o cultivo é o de McCoy. A
presenca de inclusodes citoplasmaticas de corpos
elementares e reticulares, apés o tecido ter sido
corado com anticorpo monoclonal fluorescente,
indica positividade do teste. Possui sensibilida-
de de 70-85% e especificidade de 100%. O custo
elevado, a demora no resultado (48-72 horas apods
a inoculacdo) e os cuidados para manter os
microorganismos vidveis sdo os aspectos desfa-
vorédveis do método>91112),

Imunoflorescéncia direta

Consiste na identificagdo dos corptsculos ele-
mentares com o uso de anticorpos monoclonais
fluorescentes. Possui sensibilidade em torno de
85% e especificidade de 98%, quando compara-
do ao teste cultural. A coleta de material é feita
por swab endocervical. As estruturas antigénicas
sdo visualizadas através do uso de anticorpos
monoclonais contra o LPS ou o MOMP; este ulti-
mo oferece menos resultados falsos positivos, por
ser mais especifico; ja, o primeiro, favorece a rea-
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¢Oes cruzadas com outras bactérias ou subtipos
de Chlamydia®”. A técnica e interpretacao dos re-
sultados exigem treinamento técnico adequado,
uma vez que, as ligacOes inespecificas dos anti-
corpos levam a resultados falso-positivos®912.

Enzimaimunoensaio (EIA)

Detecta o antigeno LPS ou MOMP através de
anticorpos mono ou policlonais marcados com
enzimas. O resultado final é visualizado por
fotometria, fluorescéncia ou quimiofluorescéncia.
Semelhante a imunofluorescéncia, quando utili-
zado anticorpos anti-LPS, o teste fica sujeito a
reacOes cruzadas com o LPS de outros micro-
organismos, como algumas bactérias gram-nega-
tivas (Acinetobacter sp., Gardnerella, Neisserias,
salmonelas e algumas enterobactérias), revelan-
do resultados falsamente positivos. A sensibili-
dade gira em torno de 62-75% e a especificidade,
proxima a 98% @712, Tem a vantagem de poder
ser realizado em equipamento automatizado e de
utilizar um anticorpo bloqueador, aumentando
a especificidade do teste. Em estudo recente,
Forward comparou o EIA com o Polymerase Chain
Reaction (PCR) para a deteccao de Chlamydia, ob-
servando um aumento de 46% na sensibilidade
de identificacdo a favor do PCR. Além disso, o
custo para cada PCR positivo foi de $ 208.00 do-
lares contra $ 226.00 délares para o enzimaimu-
noensaio®3.

Pesquisa de anticorpos

Apesar da alta resposta imunologica as infec-
¢oes por Chlamydia, a sorologia ndo é o melhor
método para o seu diagnoéstico. Nao deve ser uti-
lizado para screening, uma vez que, infecgdes pré-
vias para Chlamydia trachomatis podem deixar ni-
veis séricos de anticorpos elevados, tornando di-
ficil a distingdo temporal de um processo infec-
cioso; além disso, podem ocorrer reagdes cruza-
das com outras espécies de Clamidias. Podem ser
usadas técnicas de imunoflorescéncia indireta,
enzimaimunoensaio indireto e a microimuno-
florescéncia indireta. Detectam anticorpos con-
tra o antigeno LPS dos corpos elementares ou
reticulares. Quando forem dosados separada-
mente anticorpos IgG, IgM e IgA, podemos con-
siderar positivo para infeccdo recente se houver
presenca de IgA e/ou IgM e IgG com aumento
significativo (a0 menos dois titulos) entre uma
amostra coletada na fase aguda e outra na con-
valescente. A microimunofluorescéncia é a mais
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sensivel das técnicas e tem a vantagem de ser es-
pécie e subespécie-especifica, porém, é laboriosa
e de alto custo®1112,

Pesquisa de acidos nucléicos

A pesquisa de acidos nucléicos é o exame
mais promissor para o diagndstico das infecgdes
por Chlamydia. Pode ser feita através de sondas
de DNA ou da amplificacao de 4cidos nucléicos.

Sondas de DNA com seqiiéncia complemen-
tar ao RNA ribossomal 16S do genoma da
Chlamydia e marcadas com éster de acridina, ao
hibridizar com o DNA da Chlamydia trachomatis,
sdo absorvidas por magnetismo, e a reacao é
quantificada com uso de luminémetro. Amostras
hemolisadas sdo inadequadas devido ao efeito de
autofluorescéncia, podendo produzir resultados
falso-positivos.

Sua sensibilidade gira em torno de 75% e a
especificidade entre 95-99%. E um teste que, a
partir da década de 80, ganhou cada vez mais
espaco, especialmente pelo fato de ser rdpido na
obtencgdo dos resultados (2-3horas) e necessitar
pequena amostra de material>21112),

A Amplificacao de Acidos Nucléicos consis-
te na amplificagdo de seqiiéncias de acidos
nucléicos especificos do microorganismo pesqui-
sado, pela obtencao de milhares de cépias de um
segmento de DNA a partir de primers (iniciado-
res) de uma seqiiéncia de DNA-alvo. Os primers
definem as regides de DNA a serem amplificadas
e a especificidade da técnica. E capaz de detectar
pequenas quantidades de acidos nucléicos nas
amostras utilizadas. Além do swab endocervical
e uretral, possibilita a utilizacdo de amostras de
urina®19. Schachter sugere ainda a possibilida-
de de coleta de material com swab vaginal@®. Os
testes comerciais podem diferir na técnica empre-
gada, sendo os principais a “Polymerase Chain
Reaction” (PCR), a “Ligase Chain Reaction”
(LCR) e a “Transcription-Mediated Amplification
Assay” (TMA). As duas primeiras amplificam
uma seqiiéncia de nucleotideos do plasmidio,
enquanto a dltima é dirigida a porcdo 23s
do RNA ribossomal da Chlamydia. Quando
os primers empregados sdo especificos para a
Chlamydia trachomatis, a confianca no resultado
do PCR, a técnica mais utilizada, aumenta signi-
ficativamente®”.

Os testes de amplificacao tém sensibilidade
de 77 a 93%, ou seja, em torno de 20% maior do
que a da cultura. Kellogg et al comparou os tes-
tes de amplificagdo de DNA e as técnicas de cul-
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tura na deteccdo de Chlamydia trachomatis em
criancas suspeitas de abuso sexual, identifican-
do que, enquanto 11,1% das criangas suspeitas
apresentaram teste posistivo para Chlamydia por
LCR, apenas 0,8% tiveram exames culturais po-
sitivos®). Quando comparou os resultados entre
PCR realizado a partir de secregdo cervical e rea-
lizado a partir de amostra urinaria, George et
al.®® identificou sensibilidade, especificidade e
valor preditivo positivo e negativo de 100%, 98 %,
96% e 100%, respectivamente, para amostra
genital e 82%, 100%, 100% e 92%, respectivamen-
te, para amostra urindria. A sensibilidade da PCR
cervical é maior quando secrecdo endocervical
mucopurulenta esta presente (84%)®.

Em uma revisdo relacionada a acurdcia e a
eficicia dos testes de screening para a detecgao
de Chlamydia trachomatis, Watson e colaborado-
res concluiram que os testes de amplificagdo do
acido nucléico usados em amostras ndo-inva-
sivas, como urina, sdo mais efetivos para detec-
tar infeccdo assintomatica que testes conven-
cionais®,

As desvantagens destes testes relacionam-se
aos custos elevados e a possibilidade de proble-
mas relacionados a inibicao. Sdo mais dispen-
diosos que outros métodos nao-culturais, mas, de
menor custo que a cultura.

A Tabela 2 compara as principais caracteris-
ticas das diferentes técnicas de deteccdo direta de
infeccao por Chlamydia.
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CONCLUSAO

Na escolha do método diagndstico deve-se
considerar a sensibilidade e especificidade da téc-
nica pretendida, a individualidade do caso e a
adequagao aos recursos disponiveis.

A cultura é o teste padrdo para o diagnds-
tico das infec¢bes urogenitais por Chlamydia
trachomatis; tem a maior especificidade na com-
paracdo com as demais técnicas, porém apresen-
ta custo elevado. As técnicas de PCR, embora,
com alta sensibilidade, também apresentam cus-
to elevado e disponibilidade restrita, mas estu-
dos recentes tém demonstrado especificidade se-
melhante a da cultura. Os testes indiretos (pes-
quisa de anticorpos) apresentam reagdes cruza-
das com freqiiéncia, levando a um consideravel
numero de exames falsamente positivos, além de
condutas clinicas inadequadas.

Os diferentes métodos existentes tendem
amitde confundir o clinico, de maneira que gera
embaracos na hora da escolha; assim, algumas
vezes, é necessaria a combinag¢do de diferentes
métodos para maior confiabilidade diagndstica,
outras vezes, dependendo da suspeita clinica,
idade da paciente, desejo de gestagado, recursos
técnicos e financeiros, é aconselhédvel, indepen-
dente da técnica a ser empregada, instituir o tra-
tamento de imediato, especialmente se conside-
rarmos o risco da seqiiela feminina mais temida,
a infertilidade.

TABELA 2 - Sumario comparativo das principais caracteristicas de detecgdo direta®.

Detecciio de Antigeno

Deteccio de acidos nucléicos

Cultura DFA EIA Sonda PCR LCR TMA
Prevaléncia 70-85 75 62-71 75 90 87 ND
Especificidade 100 99,8 99,5 99,9 96-100 99-100 >99
Material Biologico Qualquer END, END, END, END, END, END,
URE, URE, URE, URE, URE, URE,
oC OcC, oC OC, OocC, OcC,
URIm URI URI URI
Viabilidade S N N N N N N
Tempo de execucdo 48-72h 40min 2-3h 2-3h 2-3h 4-5h 4-5h
Teste confirmatorio N N S S N N N
Rea¢do Cruzada N N S N N N N
Equipamento N N S S S S S
Contaminagéo N N N Inibigdo Inibigdo Inibigdo Inibigdo
S =sim; N = ndo; ND = nao-disponivel; END = secrecdo endocervical; OC = secrecdo ocular;
URE = secregdo uretral; URI = urina; URIm = urina de pcte do sexo masculino
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