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RESUMO

As DST estdo entre as doencas infecciosas mais comuns e sdo transmitidas por meio do
contato sexual. De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), estima-se
que, anualmente, 448 milhdes de DST ocorram em todo o0 mundo e que, s6 no ano de 2012, cerca
de 335.000 destes casos foram notificados nos Estados Unidos sendo que 50% corresponderam
a gonorreéia. No Brasil, os estudos relacionados a gonorreia sdo escassos, € 0S poucos existentes
revelam elevada incidéncia da doenca em mulheres que residem nas grandes capitais, bem como
gestantes e pacientes atendidas na rede publica de satde. A Neisseria gonorrhoeae ou Gonococo é
uma bactéria sexualmente transmissivel do tipo diplococo Gram-negativo, ndo flagelado,
encapsulado e que ndo forma esporos. E o agente responsavel pela gonorréia, caracterizada por ser
uma doenga infecciosa do trato urogenital que acomete tanto homens quanto mulheres. A infecgéo
pode muitas vezes ser assintomatica, contudo, no caso das mulheres, 0s sintomas predominantes
sdo a cervicite, corrimento vaginal e disdria que, se ndo tratadas a tempo representam dano
potencial e ascendente ao c6lo do Utero, propiciando a gravidez ectopica, dor crdnica e até mesmo
a infertilidade. O diagndstico considerado padrdo-ouro para deteccdo de N. gonorrhoeae € a
cultura bacteriana. Entretanto, as amostras cervicais e uretrais também podem ser utilizadas para
deteccdo da bactéria, sendo o corrimento uretral fonte mais abundante do Gonococo. Tendo em
vista 0 advento da biologia molecular, uma ferramenta diagndstica alternativa que vem avangando
na area da saude é o diagnostico molecular. Nesse contexto, este projeto objetivou diagnosticar a
nivel molecular o patégeno N. gonorrhoeae através do método de PCR convencional, em 164
mulheres com citologia normal atendidas pelo servico de uma clinica da Rede Basica de Saude da
cidade de Manaus. O par de primers utilizados neste processo amplifica a regido do pseudogene
porA. As pacientes analisadas ndo apresentaram infeccdo por Neisseria gonorrhoeae. Nao foi
possivel relacionar as caracteristicas socio-demograficas a infeccio por N. gonorrhoeae. E
necessario a realizacdo de estudos com fins comparativos de métodos diagnosticos para o
patdgeno em questdo para definirmos se o método molecular pode ser considerado uma
alternativa de diagnostico a ser inserido na rede de sade publica.

Palavras-Chaves: Diagnostico Molecular; Neisseria gonorrhoeae; PCR convencional.
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1. INTRODUCAO

As Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) tém como caracteristica principal a
transmisséo através de préaticas sexuais, havendo assim, muitas vezes, tabus, desinformacéo,
vergonha e preconceito que dificultam e atrasam seu reconhecimento e a busca precoce por
assisténcia, 0 que as caracterizam como um dos problemas mais comuns em todo mundo na
area da saude, acarretando uma maior procura por servicos de satde publica nos paises em
desenvolvimento (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

As mulheres possuem caracteristicas especificas nas complicacbes causadas pelas
DST, principalmente por ndo desenvolverem sintomas significativos. Aproximadamente, 90%
das mulheres nessa condicdo permanecem sem que haja a identificacdo da doenca. Tais
patologias sdo relacionadas como um veiculo facilitador e disseminador de outras infeccdes,
como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Uma das doencas mais
problematicas e mais antigas relatadas pela humanidade é a Gonorreia, causada pela Neisseria
gonorrhoeae e transmitida quase que exclusivamente por contato sexual ou perinatal (PENNA
etal., 2010).

No Brasil, poucos sdo os estudos relacionados a gonorreia, 0s que existem, mostram
um grande indice desta infeccdo em mulheres das principais capitais do pais, incluindo
gestantes e frequentadoras da rede de saude publica (BENZAKEN et al., 2010).

Quando se trata da Regido Norte do pais, a escassez de dados epidemioldgicos reflete
na necessidade de estudos que demonstrem a real situacdo encontrada.

Este estudo € bastante relevante para verificar o quadro epidemioldgico da populacéo
de mulheres atendidas na Policlinica Castelo Branco, as quais podem ter infecgdes subclinicas
sem evidéncia de sintomas relevantes e que possam gerar complicagdes posteriores, dando

continuidade a um “ciclo” de patologias correlacionadas a infec¢des por gonorreia.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral:

v' Realizar o diagndstico molecular da Neisseria gonorrhoeae em um grupo de

mulheres com diagnostico citologico normal/inflamatorio.
2.2. Especificos:

v" Relacionar os resultados da deteccdo molecular da Neisseria gonorrhoeae com
os dados clinicos e comportamentais e as variaveis socio-demogréaficas das mulheres

analisadas no estudo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos ultimos anos, as DST tém sido um grande problema de saude publica por sua
magnitude, dificuldade de diagndstico e, por ser o principal agente facilitador da
disseminacdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Em 1999, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estimou um total de 340 milhdes de casos novos de DST curaveis
em todo o mundo, comprometendo principalmente a populacdo jovem entre 15 e 49 anos,
sendo de todos os casos no mundo, 10 a 12 milhdes sdo registrados apenas no Brasil
(MISTERIO DA SAUDE, 2014).

As DST estdo entre as principais causas de busca de assisténcia médica no mundo,
suas consequéncias podem ser observadas nos ambitos econdmicos, sociais e sanitarios.
Algumas dessas doencas afetam diretamente a vida sexual e reprodutiva de mulheres,
podendo causar algumas complicacGes potencialmente graves principalmente nas mulheres,
como o alto risco de abortos, natimortalidade, Doenca Inflamatéria Pélvica (DIP) e
infertilidade (BENZAKEN et al., 2010).

Neisseria gonorrhoeae ou Gonococo é um diplococo Gram-negativo, nao flagelado,
ndo formador de esporos, encapsulado, anaerébio facultativo, com diametro entre 0,6 a 1,06
um e, quando coradas pelo Gram, apresentam-se a microscopia optica como duas estruturas
justapostas, espelhadas pelas suas concavidades e aproximadas pela extremidade (aparéncia
de rins), quase sempre agrupadas no espaco extracelular e/ou citoplasma de
polimorfonucleares abundantes. O Gonococo possui envelope celular composto de trés
camadas: uma membrana citoplasmatica interna, parede celular de peptidioglicanas e
membrana externa. A camada de peptidioglicanas também contribui para a resposta
inflamatdria. As toxinas liberadas pela resposta inflamat6ria podem causar danos as tubas
uterinas levando a infertilidade (THAYER JD et al., 1966; HECKELS, 1984; PENNA et al.,

2010).



Assim gue o contato sexual com o parceiro hospedeiro do patogeno é feito, e com 0s
mecanismos de defesas e imunoldgicos vencidos, e em periodo de incubacdo relativamente
curto (2 a 5 dias), a infeccdo evoluira para doenca. Nas mulheres que apresentam sintomas,
estes aparecem cerca de 10 dias ap6s o contato sexual com parceiro infectado. Os sintomas
predominantes incluem a cervicite, corrimento vaginal e disuria. Se ndo tratada, a infeccéo
ascendente pode ocorrer entre 10 a 20% dos casos de mulheres infectadas podendo resultar
em DIP, que pode manifestar-se como salpingite, endometrite, abscesso tubo-ovariano, que
pode levar a gravidez ectdpica, esterilidade e dor cronica (SCHIELKE et al., 2010; PENNA et
al., 2010).

Observa-se que as infec¢bes ndo tratadas apresentavam uma resolucdo espontanea em
alguns dias ou semanas, reinfeccdes sdo comuns. Muitos tratamentos foram utilizados, porém
somente com a utilizacdo das sulfonamidas na década de 30 e da penicilina em 1943, houve
uma intervencdo terapéutica eficaz no combate a doenca. No entanto, a faléncia na cura de um
caso de gonorreia tem implicacBes em nivel de satde publica, pelo potencial para transmissao
continuada e pela rapida emergéncia de resisténcia (PENNA, et. al., 2010).

A proporcéo do problema vem se agravando cada vez mais, de uma forma que varios
paises em diferentes regides do mundo, elaboraram programas de vigilancia da resisténcia
antimicrobiana para N. gonorrhoeae, visando monitorar, a nivel nacional, a emergéncia e a
prevaléncia de cepas resistentes e sua circulagdo (BARRETO et al., 2004; FERREIRA et al.,
2007)

No Brasil, em 1996, o Programa Nacional de Doengas Sexualmente Transmissiveis e
AIDS (PNDST/AIDS), do Ministério da Salde, comegou também a implementar a Rede
Nacional de Vigilancia da Resisténcia dos Gonococos (RENAGOGO), inclusive com a
contribuicdo de laboratérios em Manaus/AM (BARRETO et al., 2004; FERREIRA et al.,

2007h).



S&o poucos os dados epidemioldgicos dos paises no mundo que permitem estimativas
confiaveis da incidéncia da gonorreia. No Brasil, a escassez desses estudos mostra-se bastante
evidentes, tanto no que se refere a dados epidemioldgicos quanto a dados de eficacia
terapéutica e de resisténcia (PENNA et al., 2010).

Os maiores indices de infec¢bes de gonorreia estdo entre os jovens de 15 a 30 anos. A
maioria dos casos é encontrada em homens, provavelmente por maior facilidade diagndstica,
ja que 70% das mulheres infectadas permanecem assintomaticas (PENNA et al., 2010).

O diagnéstico laboratorial da gonorreia, na maioria das vezes é feito através de cultura
bacteriana e tem sido realizada como diagndstico definitivo da infeccdo, pois além de ser de
relativo baixo custo, também prové viabilidade para testar susceptibilidade aos antibiéticos.
(ROCHA, 2012).

O advento da biologia molecular na area da saude vem sendo um grande avango para
realizacdo de diagndstico de véarias doencas, dentre elas a gonorreia. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) se destaca nesse contexto, e vem se aperfeicoando na area da Salde, pois
permite a deteccdo de um determinado organismo infeccioso, mesmo que esteja em
quantidades muito pequenas, sendo de grande vantagem para deteccdo em casos especificos
de pacientes assintoméaticas (RODRIGUES et al., 2006; WATSON et al., 2009).

Em 2004 e 2005 foi realizado um estudo de prevaléncia de patégenos sexualmente
transmissiveis envolvendo seis capitais brasileiras, utilizando varios métodos moleculares,
dentre eles a captura hibrida para a deteccdo de N. gonorrhoeae. A prevaléncia global de
gonorreia entre as mulheres foi de 3,3% (67/2057). S6 em Manaus, a prevaléncia chegou a
8,9%, sendo a segunda prevaléncia mais alta. As mulheres que participaram deste estudo séo
frequentadoras da rede de satide publica (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

No interior do Amazonas, na cidade de Coari, outro estudo epidemioldgico de 2010,

utilizando PCR, mostrou que de 361 mulheres analisadas, 47% estavam infectadas por algum



patdgeno sexualmente transmissivel dentre eles a Neisseria gonorrhoeae, que apresentou um
indice de 1,4% (ROCHA 2012).

Em estudo realizado na cidade de Sao Paulo, Pantoja et al. (2012) descreveram uma
prevaléncia negativa para N. gonorrhoeae e uma prevaléncia de 1,1% de Chlamydia
trachomatis em 176 mulheres candidatas ao tratamento topico ou de fertilizacdo in vitro,

através da captura hibrida e PCR.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de Estudo, Populacdo, Amostra e Critérios de Selecdo

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Amazonas (CEP/UFAM) e aprovado sob CAAE 15409213.0.0000.5020. Trata-se de um
estudo do tipo transversal cujo objetivo foi a deteccdo molecular de Neisseria gonorrhoeae
em mulheres com citologia normal/inflamatoria. Foram analisadas 164 amostras cervicais,
coletadas no periodo de marc¢o a julho de 2009, que foram alvo da dissertacdo “Co-infeccédo
do Papilomavirus Humano e Chlamydia trachomatis em mulheres com citologia normal e
alterada”, desenvolvida pela pesquisadora Evelyn Costa Lira.

4.2 Extracdo de DNA gendmico.

As amostras cervicais mantidas a -20°C desde sua coleta foram descongeladas a
temperatura ambiente para a realizacdo da extracdo do DNA através do kit de extracdo do
DNA genémico AccuPrep® (Bionner), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.3 Quantificacdo e Padronizacdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotometria medida pela absorbancia
(ABS) das bases a 260 nm e 280 nm. Apo6s a quantificacdo foi possivel padronizar as
amostras em concentragdo de + 10-20 ng/pL. Amostras que demonstraram concentracdo
superior foram diluidas em TE, e as que demonstraram concentragdo inferior foram

processadas por meio de um protocolo de concentracéo por acetato de amonia.



4.4 Amplificacao controle do DNA Humano
Para confirmar a presenca do DNA cromossomal humano amplificavel conservado, as
amostras foram submetidas a uma Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR), utilizando um par
de primers (ISO5G), que amplificam uma regido microssatélite (GATA)13 do cromossoma 15
humano e evidenciam uma banda corespondente a 270 pares de bases (PONTES et al., 2003).
O sistema utilizado para esta reacdo, bem como as condi¢fes da reacdo estdo descritos

nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Sistema de Reacéo utilizado na PCR para amplifica¢éo controle do DNA Humano

PCR — DNA GENOMICO | VOLUME

H-0 2,2 uL

Tampéo 10x 2,5puL
dNTP 2,5 mM 2,5 uL
MgClz 10mM 2,5 uL
ISO 5G 5pMol 5,0 uL
Taq Polimerase 5pMol 0,3 uL
DNA 5,0 L

Volume final 20,0 uL

Tabela 2: Condig¢des térmicas para Amplificacdo controle do DNA Humano em PCR

ETAPAS TEMPERATURA °C/ TEMPO CICLOS

Pré-desnaturacao 95°C — 2 min 1x
Desnaturacéo 95°C - 40 seg
Anelamento 60°C — 1 min 35 x
Extensdo 72°C — 1 min e 30 seg
Extensdo final 72°C — 10 min 1x
Conservagao 4°C - o0 -

4.5 Detecgdo molecular de Neisseria gonorrhoeae

Apo6s a verificagdo de DNA gendmico, as amostras foram submetidas & deteccéo
molecular de Neisseria gonorrhoeae em que se utilizou um par de primers desenvolvidos por
Whiley et al. (2004), o qual amplifica o pseudogene porA, evidenciando um fragmento de 132

pares de base, conforme descrito na Tabela 3.



Tabela 3: Sequencia alvo dos primers utilizados na deteccdo molecular de N. gonorrhoeae

PATOGENO INICIADORES
Neisseria PapF

SEQUENCIA
5’ CggTTTCCgTgCgTTACgA 3°

gonorrhoeae PapR

5’CTggTTTCATCTgATTACTTTCCA3’

FRAGMENTO

132 pb

O sistema utilizado para esta rea¢do, bem como as condi¢Oes da reacdo estdo descritos

nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4: Sistema de reacao utilizado na PCR na deteccéo de N. gonorrhoeae

PCR — Neisseria

VOLUME

gonorrhoeae
H20 13,6 pL
Tampédo 10x 2,5 uL
dNTP 2,5 mM 0,5 puL
MgCl; 10mM 0,8 uL
PapF 5pMol 2,5 L
PapR 5pMol 2,5 uL
Taq Polimerase 5pMol 0,1 uL
DNA 2,5 uL
Volume final 25,0 uL

Tabela 5: Condicdes térmicas para amplificacdo da PCR de deteccdo da N. gonorrhoeae

ETAPAS TEMPERATURA °C/ TEMPO CICLOS

Pré-desnaturacao 95°C — 5 min 1x
Desnaturacéo 95°C — 30 seg
Anelamento 55°C — 30 seg 35 x
Extenséo 72°C -30 seg
Extensdo final 72°C — 5 min 1x
Conservagao 4°C - o0 -

Os produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2,0%,

corado com brometo de etideo (1 pg/uL), para visualizacdo com auxilio de um

transiluminador para registro em fotografia e apreciacdo dos resultados.

As amostras utilizadas como controle positivo para Neisseria gonorroheae, para

utilizacdo na eletroforese em gel de agarose apos a PCR, foi cedida pela Fundacéo Alfredo da

Mata (FUAM), obtida por método de cultura bacteriana.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a deteccdo molecular de Neisseria gonorrhoeae, foram utilizadas 164 amostras
cervicais de mulheres com citologia normal/inflamatoria, que fizeram parte do projeto “Co-
infeccdo do Papilomavirus Humano e Chlamydia trachomatis em mulheres com citologia
normal e alterada” (2010), realizado pela pesquisadora Evelyn Costa Lira.

O perfil socioecondmico desse grupo de mulheres demonstrou uma média de idade de
36 anos. E valido ressaltar que houve uma concentracio de 55,49% (91/164) de mulheres na
faixa etaria de 21-40 anos. Entre essas mulheres, 55,48% (91/164) eram casadas ou possuiam
unido estavel, 49,39% (81/164) completaram o ensino médio e 44,51% (73/164) recebiam até
1 salario minimo por més. Além disso, a média de idade da primeira relacdo sexual foi de 17
anos e a da primeira gestacdo foi de 21 anos, 50% (82/164) dessas mulheres faziam uso de
algum tipo de anticoncepcional, 62,80% (103/164) ndo eram tabagistas e 40,85% (67/164)
tiveram cinco ou mais parceiros sexuais.

As amostras que compuseram este grupo de estudo foram coletadas em uma
Policlinica que fica localizada na zona centro-sul de Manaus, considerada uma regido de
classe média. Esta Policlinica € apontada como modelo de sistema ambulatorial e
acessibilidade e oferecer atendimento diferenciado ao disponibilizar servicos médicos
especializados nas areas de Pneumologia, Cardiologia, Ginecologia, Otorrinolaringologia,
Urologia, Dermatologia e Gastroenterologia, além de servicos como ultrassonografia,
fisioterapia, nutri¢do, vacinacao, psicologia e curativos aos 500 usuarios que recebe por dia, 0
gue muitas vezes, ndo acontece nas demais regides, bem como nos demais municipios do
Amazonas (SEMSA, 2014).

Todas as amostras foram positivas na PCR para a deteccdo do DNA gendmico
humano, o que tornou possivel a confirmacao da viabilidade das amostras e a continuidade do

estudo (FIGURA 1).
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Figura 1: Produto de amplificacdo do DNA gendmico em gel de agarose a 2,5%,
corado com brometo de etideo (1pg/uL), utilizando os iniciadores ISSO 5G
(PONTES, 2002). M: marcador de peso molecular 100 pb Fermentas; Amostras:
60-106; Br: Branco.

As amostras foram padronizadas em concentracdo de 10-20 ng/uL e submetidas a
deteccdo molecular de Neisseria gonorrhoeae, através da PCR convencional, utilizando-se
como controle positivo uma amostra de cultura de Neisseria gonorrhoeae, cedida pelo

Alfredo da Matta, como mostrado na FIGURA 2.

200pb —>

<«——— =132pb
100pb —> P

As 164 amostras apresentaram resultado negativo para o DNA de Neisseria

gonorrhoeae.



No estudo realizado em Coari, em 2010, com mulheres atendidas pela Rede Basica de
Saude, foi encontrada uma prevaléncia de 1,4% (5/361) para este mesmo patégeno (ROCHA,
2012).

Codes et al. (2006) encontraram uma prevaléncia de 0,5% (1/202) da infec¢do por
Neisseria gonorrhoeae em mulheres que realizam o0 exame ginecoldgico rotineiramente, na
cidade de S&o Paulo.

O Ministério da Saude encontrou uma prevaléncia de 1,5% (14/2913), de mulheres
infectadas pela Neisseria gonorrhoeae, na cidade do Rio de Janeiro, ao desenvolver um
estudo multicéntrico nacional (BRASIL, 2008).

A negatividade para o patdgeno em guestdo assemelha-se apenas a encontrada em um
estudo realizado em Séo Paulo, cuja amostra era composta de mulheres inférteis (PANTOJA
etal., 2012).

Os principais fatores de risco apontados para a infeccdo por Neisseria gonorrhoeae
sdo o inicio precoce de atividade sexual, 0 nimero de parceiros sexuais e a baixa adesdo ao
uso de preservativo. Sua prevaléncia também pode variar de acordo com o género, presenca
de sintomas, area geografica e o teste empregado para o diagndéstico, o que dificulta sua
deteccdo real (BIGNELL et al., 2006; PIAZZETTA et al., 2011).

Testes de amplificacdo dos &cidos nucléicos para Neisseria gonorrhoeae estdo
disponiveis desde a década de 1990. Varios ensaios j& foram desenhados desde entdo, no
entanto, sempre foram considerados problematicos quanto a falso-positivos, bem como a
falso-negativos (FREDLUND et al., 2004).

Apesar do ensaio diagnostico utilizado neste estudo ser uma adaptacdo para PCR
convencional, ele foi testado e mostrou-se efetivo como pode ser observado no estudo da
pesquisadora Rocha (2012) e também neste estudo quando considerado que obtivemos

positividade para as amostras conhecidamente positivas para Neisseria gonorrhoeae.



Entretanto, os préprios autores ressaltam ser o diagndstico molecular desta bactéria, por meio
da amplificacdo dos &cidos nucléicos, um desafio continuo (WHILEY, TAPSOLL, SLOOTS,
2006).

A quantidade de participantes desse estudo pode ser apontada como um fator de
impedimento para o resultado negativo deste patdgeno, quando comparada aos demais
estudos realizados. Além disso, por se tratarem de amostras pertencentes a outra pesquisa e,
portanto, ja coletadas, fomos impossibilitados de realizar a cultura bacteriana, considerada
padrdo-ouro na deteccdo da Neisseria gonorrhoeae, e assim, comparar 0s resultados
encontrados pelo diagnostico molecular.

Apesar dos resultados negativos, pode-se aprender e aprimorar o método da PCR que

pode ser aplicado nos mais diversos tipos de pesquisas.



6. CONCLUSOES

As pacientes analisadas, com citologia normal/inflamatorias submetidas ao
diagnostico molecular, ndo apresentaram infecgcdo por Neisseria gonorrhoeae.

Ao observarmos as caracteristicas sécio-demograficas concernentes as pacientes
analisadas demonstram um fator de exposicédo relevante a partir dos dados observados como o
da primeira relacdo sexual, numero de parceiros, etc e facilitacdo a infeccdo por uma DST
aumentado, no entanto, ndo foi possivel relaciona-las a infeccdo pela Neisseria gonorrhoeae.

Como obtivemos um resultado negativo da PCR utilizando como alvo o gene por A
seria necessario a realizacdo de um estudo comparativo analisando diferentes alvos no DNA
da Neisseria gonorrhoeae para verificar a eficacia da PCR para o diagndstico desta bactéria.

Neste estudo nao foi possivel realizar a cultura para o diagnostico da Neisseria
gonorrhoeae, pois as amostras ja haviam sido coletadas em trabalho anterior como citado
anteriormante, fato este que dificultou a avaliacdo dos dados obtidos.

Consideramos extremamente valida a experiéncia de pesquisa ja que aprendemos um
método diagnostico de extrema relevancia e que pode ser utilizado em pesquisa de diversos

patdgenos.
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