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Chlamydia trachomatis O objetivo deste artigo é revisar e comentar as vantagens e desvantagens dos diferentes tipos
Reagio em cadeia da de testes de deteccéo de Chlamydia trachomatis na rotina de laboratérios clinicos, com énfase
nas técnicas de amplificacdo. A Chlamydia trachomatis € considerada a bactéria sexualmente

polimerase . . . . . ] )
transmissivel mais freqliente em paises desenvolvidos e de grande impacto no sistema

Padrdo ouro reprodutivo das mulheres. E 0 agente causador de doencas do trato urogenital,
linfogranuloma venéreo (LGV), tracoma, conjuntivite de inclusdo e pneumonia no recém-
nascido. Um dos fatores de risco para a infeccdo é a pratica sexual entre adolescentes.

A recorréncia das infeccdes € comum. Episédios sucessivos de infeccdo aumentam o risco de
desenvolver seqiielas e a chance de contrair a infec¢éo pelo virus da imunodeficiéncia
humana. O diagnéstico da infeccdo pela Chlamydia trachomatis ainda € critico, devido a
frequiéncia de infec¢des assintomaticas. As técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos
permitem utilizar urina para a deteccdo da clamidia, simplificando a coleta. Apresentam
maior sensibilidade do que a cultura e do que os testes mais utilizados, como a
imunofluorescéncia direta e o enzimaimunoensaio. A cultura celular, utilizada como padréo-
ouro, tem especificidade de 100% e sensibilidade de 70% a 85%. De acordo com o Centers
for Disease Control (CDC), um diagnéstico é considerado definitivo quando positivo em
cultura ou em pelo menos dois testes ndo-culturais distintos. Os testes de amplificacdo séo
mais dispendiosos do que os demais testes ndo-culturais, mas de menor custo que a cultura.

abstract IFSF T

The purpose of this article is to review and comment the advantages and disadvantages of | Chlamydia trachomatis
Chlamydia trachomatis tests in clinical laboratories routine, emphasizing the techniques of
amplification. Chlamydia trachomatis is considered the most frequent sexually transmitted

bacterium in developed countries and it has an important impact on reproductive female tract. It
causes diseases on urogenital tract, venereal limphogranuloma, trachoma, conjunctivitis and
newborn pnemonia. One of the main risks of infection is the sexual practice among adolescents.
Repetitive episodes of infection raise the risk of developing sequel as well as the chance of getting
the infection with the human immunodeficiency virus. Its hard to diagnose the infection caused by
Chlamydia trachomatis because most of times there are no symptoms. Nucleic acid amplification
techniques allow us to use urine to detect chlamydia. It simplifies the sampling and offers greater
accuracy than bacteria culture. It is even better than tests such as direct fluorescent antibodies
and immunoassay. Cellular culture as reference techniques results in 100% of specificity and 70 to
85% of sensitivity. According to the Centers for Disease Control (CDC) is considered definitive
when positive culture or, at least, two non culture distint tests. Amplification tests are more
expensive than other tests, but cheaper than culture.

Polymerase chain reaction

Gold standard
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Introducéo

A Chlamydia trachomatis é o agente causador de
doencas do trato urogenital, linfogranuloma venéreo
(LGV), tracoma, conjuntivite de inclusdo e pneumonia
no recém-nascido. O maior impacto da infeccdo por
clamidia ocorre no sistema reprodutivo das mulheres. A
recorréncia das infec¢des é comum (1, 4, 19, 30), espe-
cialmente nos individuos que se infectam antes dos 20
anos (33), e a imunidade desenvolvida é parcialmente
protetora, considerando-se os 15 ou mais sorotipos da
C. trachomatis (1, 4). Episédios sucessivos de infeccdo
aumentam o risco de se desenvolver seqlielas e a chance
de se contrair a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (1, 16, 21, 35).

A Organizacdo Mundial da Salde estima que ocorram,
anualmente, mais de 90 milhdes de casos novos de infec-
¢oes por clamidia em todo o mundo. Destes, 4 milhdes
ocorrem nos Estados Unidos, representando um custo de
mais de US$ 2,4 bilhdes por ano (34). No Brasil, ndo ha
um célculo oficial da prevaléncia da infeccéo.

Entre os testes laboratoriais disponiveis para a deteccéo
direta da clamidia estdo a cultura, a imunofluorescéncia
direta (DFA), o enzimaimunoensaio (EIA), a sonda de DNA e
as técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos que apre-
sentam maior sensibilidade (1, 13, 33, 42). Ha ainda tes-
tes de diagnéstico indireto através da pesquisa de
anticorpos (Quadro).

Metodologias laboratoriais para o
diagnostico direto e indireto da

Quadro RGCELCUR ARG Tl

Cultura celular

Pesquisa de antigenos
Imunofluorescéncia direta (DFA)
Enzimaimunoensaio (EIA)

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

Pesquisa de anticorpos
Imunofluorescéncia indireta (IFI)
Microimunofluorescéncia indireta (MIF)
Enzimaimunoensaio indireto (EIA)

Seadi et al.

A infeccéo é assintomatica em até 50% dos homens e
em 70% das mulheres (1, 33). No homem, a clamidia é res-
ponséavel por 30% a 50% dos casos de uretrite ndo-
gonocdcica, e, quando ndo-tratada, pode levar a sindrome
de Reiter (1, 34, 42). Uma caracteristica desta sindrome é a
recorréncia, e inclui uretrite, artrite, uveite e, freqlientemente,
lesdes de pele e de membranas mucosas (25 ,42).

Na mulher, a infeccdo genital pode causar salpingite,
cervicite, uretrite, endometrite, doenca inflamatéria
pélvica (DIP), infertilidade e gravidez ectépica (1, 9, 15,
25, 33). Quando sintomatica, observam-se corrimento
vaginal, disdria e sangramento apds as relacdes sexuais.
Ainfeccdo se inicia usualmente pela endocérvice, poden-
do ocorrer na uretra e no reto, sendo incomum apenas
na uretra (5% a 30%). Ocorre mais freqlientemente na
endocérvice e na uretra, em 50% a 60% dos casos (1). A
ascensdo do microrganismo do trato geniturinario para
o endométrio e para as trompas de Falépio pode ser causa
de dor no baixo ventre e de anormalidades menstruais
(44). O paradoxo em relacdo a infeccdo por clamidia é
que, mesmo assintomatica, pode causar severa imuno-
patologia tubéria. Os testes de triagem para o diagnosti-
co e o tratamento promoveram uma reducdo de aproxi-
madamente 56% na incidéncia de DIP (36). Mdltiplos
estudos (1, 9, 15, 33, 44) apontam a infeccdo sintomati-
ca ou assintomdtica como associada a gravidez ectépica.
A salpingite latente e ndo-tratada é uma importante cau-
sa de infertilidade (1, 42).

Em gestantes, a infeccdo pode causar problemas como
parto precoce, morte neonatal e doenca inflamatéria
pélvica pds-parto. A gravidez ectépica pode causar morte
durante o primeiro trimestre de gravidez (15).

A infeccdo por exposicdo perinatal ocorre em aproxima-
damente dois tercos dos recém-nascidos de maes infectadas.
A transmissdo ocorre durante o trabalho de parto, sendo a
causa mais comum de conjuntivite de inclusdo que se de-
senvolve dentro de duas semanas ap6s o nascimento e, quan-
do ndo-tratada, pode causar pneumonia. A profilaxia das
conjuntivites em recém-nascidos expostos a infeccéo falha
em 15% a 25% dos casos (1, 44). O tratamento da pneumo-
nia pode necessitar de hospitalizagdo prolongada, podendo
deixar como sequiela uma deficiéncia na funcdo pulmonar
destas criancas (42).

O Centers for Disease Control (CDC) recomenda a
triagem em todas as mulheres sexualmente ativas com
evidéncia de cervicite mucopurulenta e idade inferior a
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20 anos; em mulheres com idade entre 20 e 30 anos que
nao utilizam preservativos regularmente e/ou que tenham
trocado de parceiro nos Ultimos 90 dias, e em todas as
mulheres com idade inferior a 30 anos atendidas em clini-
cas de planejamento familiar (17).

Ciclo de desenvolvimento da clamidia

A espécie Chlamydia trachomatis pertence a familia
Chlamydiaceae. E responsavel pela etiogenia de patologias
diferentes, associadas as biovariedades tracoma, linfo-
granuloma venéreo e infeccdes genitais (42). Os sorotipos
podem ser classificados de acordo com as diferentes apre-
sentacdes clinicas: os sorotipos A, B, Ba (esté correto), C es-
tdo associados ao tracoma endémico; L1, L2, L3 ao LGV; D,
E, F G, H,I,J, Kainfeccdes genitais e em neonatos (1, 3, 42).

E uma bactéria imével, com ciclo de desenvolvimento
bifasico e replicacdo dentro de vactolos na célula hospe-
deira, formando inclusdes citoplasmaticas caracteristicas
(3). A replicacdo apresenta um ciclo multimérfico e sem
sincronismo de desenvolvimento. Dentro deste ciclo
multimérfico ocorrem duas formas bem distintas: os cor-
pos elementares (EB) e os corpos reticulares (RB) (14, 35).
Os corpos elementares sdo a forma infecciosa, entram no
endossoma da célula hospedeira, depois de penetrar atra-
vés de receptores na superficie da célula epitelial susceti-

Diagndstico laboratorial da infecgéo pela Chlamydia trachomatis

vel a clamidia (35) (Figura 1). Aproximadamente oito ho-
ras ap6s a entrada na célula, comecga a replicacéo por divi-
s&o binéria, completando-se o ciclo dentro do endossoma.
O RB é maior em tamanho e mais rico em RNA; é a forma
metabdlica e ndo-infecciosa da clamidia. Em 24 a 72 ho-
ras o RB retorna a forma EB, formando vaclolos contendo
de 100 a 1.000 EB. Quando estes vactolos substituem quase
todo o citoplasma da célula hospedeira, ocorre lise e lan-
camento de EB para o meio extracelular, podendo dar ini-
cio a um novo ciclo de infeccédo (42).

Apesar de ser antigenicamente complexa, sdo dois os
antigenos mais relacionados ao diagnéstico e a pato-
génese da infeccdo por essa bactéria. Séo eles: o antigeno
lipopolissacaridico (LPS), mais encontrado no RB, consti-
tuido principalmente por écido cetodeoxietanéico; e o
antigeno da major outer membrane protein (Momp) (42).
Os antigenos da Momp sdo espécie e subespécie-especi-
ficos; por isso sdo utilizados para a sorotipagem (carac-
terizacdo realizada através de painel de anticorpos mono-
clonais) (35).

Essa bactéria possui restrices metabdlicas, sendo inca-
paz de sintetizar ATP e necessitando de fonte externa de
energia. A parede celular é caracteristica de bactéria gram-
negativa, mas, por ter vida intracelular obrigatéria, foi ori-
ginalmente considerada um virus. Entretanto, diferente-
mente dos virus, possui RNA e DNA (3, 14, 35).

EB: corpo elementar (forma infecciosa)

OO

Adesao

Receptor da célula
hospedeira

Células epiteliais da mucosa
urogenital

RB: corpo reticular
(forma intracelular)

Lise da célula

Figura 1 - Ciclo de desenvolvimento da Chlamydia trachomatis
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Métodos de diagnéstico laboratorial

Independentemente do método de deteccéo direta em
amostra clinica utilizado, a coleta adequada é essencial e
se relaciona diretamente com a sensibilidade e a especi-
ficidade do teste diagnéstico (10, 18). O exame citoldgico
direto por coloracdo de Giemsa pode ser Gtil no diagndstico
da conjuntivite de inclusdo em recém-nascidos, mas é pou-
co sensivel no diagndstico da conjuntivite do adulto e de
infeccdes do trato urogenital (35) (Tabela).

A coleta da amostra para cultura e pesquisa direta
emprega tradicionalmente swab endocervical ou uretral.
Os testes de amplificacdo permitem utilizar também amos-
tras de urina.

Para o controle de qualidade dos testes ndo-culturais,
o CDC recomenda (42):

1) realizacdo de testes confirmatérios em amostras posi-
tivas de populacdes de baixa prevaléncia (< 5%) ou
assintomaticas;

2) avaliacdo citolégica periddica da qualidade da amostra;

3) ndo-utilizacdo de amostras para as quais o teste ndo
foi aprovado.

Para os testes indiretos, é recomendada especial aten-
¢do para a possibilidade de reacdes cruzadas interespécies
da clamidia.

Seadi et al.

Pesquisa de anticorpos (Ac)

As técnicas soroldgicas mais comuns, como a fixacdo
do complemento, a imunofluorescéncia indireta (IFl), que
utiliza células infectadas com o sorotipo L,, e 0 enzima-
imunoensaio heterogéneo, que utiliza antigenos recom-
binantes, detectam anticorpos género-especificos, ou seja,
contra o antigeno LPS presente nos corpos elementares
ou reticulares (1, 35).

As técnicas que permitem detectar separadamente
anticorpos de classe IgG, IgA e IgM sdo mais Uteis, embo-
ra a pesquisa de IgM seja freqlientemente indetectével
quando a infeccdo é recorrente (35). A presenca de
anticorpo IgM e/ou IgA e um aumento significativo (pelo
menos dois titulos) de IgG entre uma amostra colhida na
fase aguda e outra na convalescente evidenciam uma in-

feccao recente (42).

A microimunofluorescéncia (MIF) descrita por Wangs
et al. (43) para a pesquisa de anticorpos é espécie e
subespécie-especifica. O principio da técnica é o mesmo
da IFl, mas difere nos antigenos, que sao utilizados em
quantidades minimas, representando todas as espécies e
sorotipos da clamidia (agrupados opcionalmente por afi-
nidades). O MIF é a técnica de escolha para a pesquisa do
anticorpo IgM no diagnéstico de pneumonia por clamidia
no recém-nascido e a mais sensivel entre as técnicas
soroldgicas, mas € laboriosa e de alto custo (1, 35, 42).

Sumario comparativo das principais caracteristicas das técnicas de deteccao direta,

Tabela
Deteccdo de antigeno

utilizando como referéncia o padrao-ouro expandido, abordadas neste artigo

Deteccdo de acidos nucléicos

Cultura DFA Sonda PCR LCR TMA
Sensibilidade clinica
(Prevaléncia < 5%) 70-85 75 62-71 75 90 87 ND
Especificidade clinica 100 99,8 99,9 96-100 99-100 >99
Material biologico Qualquer  END, URE,  END, URE, END, URE, END, URE, END, URE, END, URE,
0C 0C, URIm 0C 0C, URL 0C, URL 0C, URI

Viabilidade S N N N N N
Tempo de execucdo

aproximado 48-72h 40min. 2-3h 2-3h 4-5h 4-5h 4-5h
Teste confirmatorio N N S N N N
Reacdo cruzada N S N N N N
Equipamento N N S S S S
Contaminacdo N N Inibicao Inibicdo Inibicdo  Inibicdo

Adaptado das referéncias 1 e 14. S = sim; N = ndo; ND = ndo-disponivel; END = secrecdo endocervical; OC = secrecéo ocular; URE = secregdo uretral;

URI = urina; URIm = urina de pacientes do sexo masculino.
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Existem poucos estudos publicados a respeito dos
enzimaimunoensaios heterogéneos indiretos e imuno-
eletrotransferéncia (1), e parecem promissores os que uti-
lizam a heat shock protein da C. trachomatis (Chsp60) como
antigeno (38, 42). A presenca de anticorpos anti-Chsp60
esta associada a um risco duas a trés vezes maior de de-
senvolver DIP (31).

A sorologia é recomendada para estudos epidemio-
l6gicos e infecgdes sistémicas, como pneumonia em re-
cém-nascidos, LGV, salpingites, epididimites, infertilidade,
gravidez ectdpica, onde os titulos de anticorpo IgG sdo
frequientemente elevados (maiores ou iguais a 1:256, se
realizados por IFl) (35, 38, 42, 44). Entretanto nao é reco-
mendada para o diagndstico de infec¢des urogenitais por
causa da frequiéncia de exposicdo aos sorotipos da C.
trachomatis e pela ocorréncia de reagdes cruzadas com
outras espécies, especialmente a C. pneumoniae, tornan-
do dificil valorizar determinacdes de anticorpo em uma
Unica amostra (11). A sororreatividade em clinicas de
doencas sexualmente transmissiveis é maior que 60% (35,
42, 44), e a prevaléncia de Ac contra a C. pneumoniae na
populacao dos Estados Unidos é de 50% a 70 % (11). Por
outro lado, em alguns individuos a resposta de anticorpo
em infec¢des urogenitais € moderada ou ausente (42).

Cultura

Vérias linhagens celulares permitem o cultivo da
clamidia, sendo mais utilizadas as células McCoy distribui-
das em monocamadas sobre microplacas. Para verificar a
positividade do teste, através da presenca de inclusdo
citoplasmatica constituida de EB e RB, cora-se o tecido
cultivado preferentemente com anticorpo monoclonal fluo-
rescente. Outros métodos de visualizacdo das inclusdes
podem ser utilizados, mas a DFA contribui para a maior
especificidade do método (1, 28, 42).

Avantagem da cultura é a baixa probabilidade de con-
taminacdo e a preservacao do microrganismo para estu-
dos adicionais, como o teste de suscetibilidade a terapia
antimicrobiana e genotipagem (1). Devido a alta especi-
ficidade, até meados de 1998, era a Unica metodologia
aceita para fins médico-legais em suspeita de estupro e
abuso sexual, conforme recomendacao do CDC. Se a cul-
tura ndo for disponivel, pode-se utilizar, para este fim, um
teste de amplificacdo de acido nucléico, desde que seja
confirmado por outro teste de principio diferente (7).
Apresenta como desvantagem a necessidade de infra-es-
trutura de laboratério muito onerosa. Esta cultura, além
disso, é trabalhosa, exige cuidados na conservacdo da

Diagndstico laboratorial da infeccéo pela Chlamydia trachomatis

amostra (microrganismos viaveis). Por isso, embora a
especificidade seja de 100%, a sensibilidade, mesmo em
laboratérios de exceléncia, é de 80% (1, 28).

A cultura tem sido considerada o padrdo-ouro (gold
standard), podendo, por vezes, subestimar a especifici-
dade de outras técnicas mais sensiveis. Resultados dis-
cordantes em relacéo a cultura ja foram até mesmo con-
siderados falso-positivos, quando na verdade faltava
sensibilidade a cultura (23). Por outro lado, avaliar testes
menos sensiveis comparando-os com a cultura é supe-
restimar a sensibilidade do teste em relacdo a verdadeira
infeccdo (1, 12).

Aagéncia americana Food and Drug Administration (FDA)
tem ampliado a definicdo de um resultado verdadeiramente
positivo para a infeccao por clamidia, baseando-se na com-
binacdo de dois testes (cultural e ndo-cultural) (1). De acor-
do com o Guia da Pratica Clinica, publicado pelo CDC, um
diagnéstico é definitivo quando a cultura é positiva ou um
teste ndo-cultural é confirmado por um segundo teste nao-
cultural (6). A associacéo de duas técnicas ndo-culturais posi-
tivas é aceita como padrédo-ouro expandido.

Pesquisa de antigenos (Ag)

Os testes de deteccdo de antigenos baseiam-se na rea-
¢do com os antigenos contidos no LPS e no Momp.

A visualizacdo direta das estruturas antigénicas da
clamidia, através de DFA, pode ser realizada utilizando-
se anticorpos monoclonais fluorescentes dirigidos aos EB
e RB. Além disto, a DFA possibilita avaliar simultanea-
mente a adequacdo da amostra. A DFA tem uma sensibi-
lidade em torno de 85% e uma especificidade de 98%
em relacdo a cultura quando ambas sdo realizadas em
condigOes 6timas (1, 44). A desvantagem do método é a
necessidade de um microscopista treinado e a dificulda-
de em se processar um grande nimero de amostras. A
experiéncia na interpretacdo da imunofluorescéncia é
fundamental, porque a ligacéo inespecifica do anticorpo
a outros microrganismos pode ocorrer, levando a um
resultado falso-positivo (14, 42).

A deteccéo direta de antigeno também pode ser reali-
zada por testes de EIA, os quais podem variar quanto ao
tipo de fase sélida (como microplacas, pérolas, tubos) onde
esta ligado o anticorpo primério. Quando o antigeno esta
presente, este reage com um anticorpo marcado com
enzima, cujo produto final pode ser avaliado por espectro-
fotometria, fluorescéncia ou quimiluminescéncia e correla-
cionado com a positividade ou ndo do teste.
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Técnicas de EIA que empregam anticorpo anti-LPS
apresentam a desvantagem de poderem resultar em rea-
cdo cruzada com o LPS de outras bactérias (1, 44), levan-
do a resultados falsamente positivos. Sdo descritas rea-
¢des cruzadas com bactérias gram-negativas como
Acinetobacter sp., membros da familia das enterobactérias,
Gardnerella, neisserias e salmonelas (42). Em geral, a sen-
sibilidade dos EIA € menor do que a cultura (13, 35). Um
estudo comparativo de determinacdo de sensibilidade
envolvendo cinco testes nao-culturais (trés EIA) em rela-
¢do a cultura encontrou uma variacdo entre 61,9% e 75,3%
de sensibilidade para estes testes (28). Utilizando-se o tra-
tamento das amostras positivas com anticorpo bloqueador
e obtendo-se resultado negativo para estas amostras tra-
tadas, confirma-se o resultado positivo. A especificidade
da técnica com anticorpo bloqueador é de 99,5% (1, 42).

A possibilidade de o EIA ser realizado em equipamen-
to automatizado é uma vantagem para laboratérios que
processam um grande ndmero de amostras (42).

Pesquisa de acidos nucléicos

A partir de 1980, a tecnologia de deteccdo de acidos
nucléicos encontrou ampla aplicacdo no diagnéstico de
infeccdo por clamidia, por ser mais rapida e sensivel e por
ndo depender da viabilidade da amostra.

Sondas de DNA com sequiéncia complementar ao RNA
ribossomal 16S do genoma da clamidia e marcadas com
éster de acridina, ao hibridizar com o DNA da clamidia,
sdo absorvidas por magnetismo, e a reacdo é quantificada
com o uso de um luminémetro. Amostras hemolisadas
sao inadequadas devido ao efeito de autofluorescéncia,
podendo produzir resultados falso-positivos (1).

A técnica da sonda de DNA é uma unidade logaritmica
mais sensivel do que os EIA em amostras que contém mi-
crorganismos purificados (Figura 2) (1). Dependendo da
técnica de referéncia utilizada, a sensibilidade pode variar
entre 60% e 80%, e a especificidade, entre 95% e 99%
(42). Em relacdo aos testes de amplificacdo, a sensibilida-
de é de 77% a 93% (1).

Ao final da década de 80, a tecnologia de amplifica-
¢do de acidos nucléicos surgiu como o mais importante
avanc¢o no diagndstico da C. trachomatis desde que a téc-
nica de cultura de células (in vitro) substituiu a técnica de
isolamento em ovos embrionados (35).

As técnicas de amplificacdo detectam com rapidez
pequenas quantidades de acidos nucléicos em amostras
clinicas. A amplificagdo de DNA ou RNA consiste na ob-
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Figura 2 — Comparagtio dos limites de detecgdio do ntimero de EB em escala logaritmica
entre as diferentes tecnologias usadas no diagndstico de C. trachomatis (adaptado de Black,
Black, M.C. Current methods of laboratory diagnosis of Chlamydia trachomatis infections.
Clin. Microbiol. Rev, 10(1): 160-84, 1997)

tencéo de milhares de cépias de um segmento de DNA a
partir de primers (iniciadores) de uma seqiiéncia de DNA-
alvo. Os primers definem as regides de DNA a serem
amplificadas e a especificidade da técnica (20, 33).

A sensibilidade dos testes de amplificacio de DNA
€ em torno de 20% maior do que a da cultura, da DFA e
do EIA (5, 13).

Os testes comerciais de amplificacdo de DNA aprova-
dos pelo FDA sdo: a polymerase chain reaction (PCR)
(Amplicor C. trachomatis Assay — Roche Molecular Systems),
a ligase chain reaction (LCR) (LCX C. trachomatis Assay —
Abbott Laboratories) e o transcription-mediated ampli-
fication assay (TMA) (Gen-Probe Amplified C. trachomatis
[AMP-CT] Assay), além de outros em processo de
licenciamento (2). A PCR e a LCR amplificam uma sequién-
cia de nucleotideos do plasmidio, e a TMA é dirigida ao
rRNA da clamidia. Técnicas mais sensiveis, como as de am-
plificacdo, ndo necessitam de EB intactos, e poucas cdpias
do gene sdo suficientes para um resultado positivo, em-
bora existam problemas de inibicdo e de coleta que influ-
enciam os resultados (5, 39).

A técnica que esté sendo utilizada hd mais tempo € a
PCR (13). A seqiiéncia do DNA da clamidia presente na
amostra clinica é exposta por tratamento com detergen-
tes ou por lise do microrganismo através de aquecimento
e extraida para anélise. O DNA extraido é colocado em
um tubo contendo todos os reativos necessarios para a
reacdo da PCR. A reacdo ocorre em um termociclador, onde
inicialmente a dupla hélice é desnaturada, de modo que
os primers possam se hibridizar nas sequéncias comple-
mentares. A enzima taq polimerase promove a adicdo de
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bases, compondo uma nova molécula de DNA, que serve
de molde para outros ciclos de desnaturacao, anelamento
e extensao. Mltiplos ciclos produzirdo uma amplificacao
logaritmica de um segmento de DNA. A deteccdo do DNA
pode ser realizada, entre outros métodos, por eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, com corante fluorescente, ou
por captura hibrida, a qual aumenta o limite de deteccéo
(13). A captura hibrida requer uma sonda especifica de
oligonucleotideos marcada com enzima. A sonda pode
estar aderida a microplaca e serve para capturar o produ-
to da amplificacdo. A atividade da enzima pode ser
quantificada pela leitura da densidade ética e traduzida
para um resultado positivo ou negativo.

A reacédo da PCR dirigida ao plasmidio da clamidia é
considerada mais sensivel, ja que este pode conter de sete
a dez copias de DNA, enquanto a PCR dirigida ao genoma
codificador Momp dispde de uma sé cépia (1, 8, 40, 41).
A possibilidade de a PCR plasmidial ndo detectar amostras
clinicas infectadas que perderam o plasmidio foi descrita,
mas estudos comparativos entre PCR-plasmidio e PCR-
Momp ndo revelaram qualquer linhagem adicional sem
plasmidio (29). A PCR-Momp (nao-disponivel comercial-
mente) tem sido utilizada como método de confirmacéo
de resultados positivos ou discordantes (32, 37) e para a
genotipagem.

A especificidade e a sensibilidade da técnica de PCR
dependem dos primers utilizados, da técnica de referén-
cia, do tipo de material, da populacdo a ser analisada, da
preparacdo da amostra e do método de deteccéo do pro-
duto amplificado, considerando-se a presenca de inibidores
(24, 39). Para identificar a presenca de inibidores na amos-
tra € necessario introduzir-se na reagdo controles de am-
plificacdo (10, 13, 32). Recursos para detectar inibicdo,
tais como repeticdo da PCR em amostras diluidas (24) e
reacdo em duplicata contaminando propositalmente uma
das amostras, ndo sao adequados para serem introduzi-
dos na rotina de laboratérios clinicos (35).

Boas praticas de laboratério e procedimentos de de-
sinfeccdo sdo imprescindiveis para minimizar problemas
de contaminacao.

Podem-se utilizar suspensdes de cultura de linhagens
de Chlamydia trachomatis, de Chlamydia pneumoniae e de
Chlamydia psittaci, para avaliar a especificidade dos primers.
A reacdo da PCR positiva apenas para linhagens de
Chlamydia trachomatis demonstra que os primers sdo es-
pecificos (29).

A sensibilidade dos vérios sistemas de deteccdo pode
ser determinada pela verificacdo da quantidade minima
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de células infectadas com as sorovariedades mais frequien-
tes, que em diluicBes seriadas obtidas de suspensdes de
cultura ainda produzem sinal de amplificacdo de DNA. Para
aumentar a sensibilidade, pode-se utilizar o recurso da rea-
cédo de nested PCR, que também pode ser Gtil como teste
confirmatério do PCR plasmidial (22), porém aumenta o
risco para resultado falso-positivo devido a facilidade de
contaminacao das reacdes negativas pelas positivas.

Outra importante vantagem do emprego da reacéo
de PCR é a genotipagem, que pode ser realizada por
restriction fragment length polymorphism (RFLP) ou por
seqlienciamento de nucleotideos direto da amostra clini-
ca submetida a reacdes de amplificacdo do gene ompT,
diferente da sorotipagem, que é realizada a partir de cul-
tura sequida de aplicagdo de um painel de anticorpos
monoclonais (26, 27).

O beneficio da amplificacéo é a sensibilidade e a pos-
sibilidade de se utilizar urina para a deteccao de DNA da
clamidia, o que simplifica a coleta. Sua desvantagem é o
custo e os problemas relacionados a inibicdo (24, 37).
Embora a sensibilidade seja maior em relacdo a outros
métodos, 5% das amostras positivas para a cultura po-
dem ser negativas por amplificacdo (35).

Os testes de amplificacdo sdo mais dispendiosos do
que outros métodos nado-culturais, mas de menor custo
do que a cultura. A morbidade e o custo/beneficio de iden-
tificar e tratar pessoas infectadas justificam a adocdo do
teste (5).

Conclusao

Ao longo deste artigo procurou-se sintetizar, de modo
sistematico e didatico, o conhecimento disponivel sobre
os métodos de diagndstico laboratorial mais aplicados na
pratica de deteccdo da clamidia, revisando vantagens,
desvantagens, precaugdes e meios de otimizar a qualidade
de resultados.

Assim, por exemplo, ao abordarmos a pesquisa indire-
ta, registramos a existéncia de situacdes em que é neces-
saria a coleta de duas amostras em intervalos de pelo
menos 15 dias, com o risco de altos percentuais de rea-
¢Oes cruzadas pelas técnicas de EIA e de IFl. A ma admi-
nistracao de tais limites do método compromete seus re-
sultados.

Por outro lado, a cultura, apesar de exigir infra-estru-
tura pouco acessivel da maioria dos laboratérios de roti-
na, oferece maior seguranca quanto a contaminacao de
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amostras. Sua sensibilidade, mesmo sendo inferior somente
a da PCR, compensa-se pela sua especificidade.

Ainda manual e subjetiva, a DFA continua sendo im-
portante op¢ao em nosso meio para o diagndstico de in-
feccdo por clamidia, pois é a Unica tecnologia que permi-
te avaliar a qualidade da coleta, embora necessite de
investimento intensivo e rigido treinamento de micros-
copistas a fim de assegurar resultados confidveis.

A EIA, tecnologia automatizada, supera em muito o
aspecto trabalhoso dos demais métodos. Suas restricdes
sao as reacdes cruzadas e os resultados falso-positivos.
Porém a repeticdo do teste com o uso de anticorpo
bloqueador, apesar de aumentar o custo do teste, pode
assegurar resultados precisos.

Seadi et al.

Finalmente, os métodos mais completos em termos
de sensibilidade e especificidade e com menores riscos sao
os de deteccdo de acidos nucléicos, dos quais a PCR é o
mais difundido, apesar de seus custos elevados.

Na atualidade, em nosso meio, varias dessas tecno-
logias, com seus riscos e beneficios, séo utilizadas, tendo
em vista que os métodos baseados na deteccao de acidos
nucléicos sdo ainda inacessiveis ao laboratério de rotina
por causa dos seus custos elevados.

Enquanto a melhor tecnologia nao esta ao alcance de
todos, a ética e o senso de profissionalismo devem preva-
lecer no cotidiano do laboratério, refletindo a consciéncia
sobre o quanto custa tratar conseqiiéncias adversas e so-
bre a morbidade da infec¢do por clamidia.
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