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Resumo

Para confirmação de foco de tracoma em locais onde não existiam casos ante-
riormente relatados, a Secretaria de Estado da Saúde preconiza a realização de
exames laboratoriais principalmente pelo fato da doença ter sido considerada
erradicada no Estado de São Paulo, Brasil, na década de 70. Foram colhidas,
durante investigações epidemiológicas, lâminas de raspado conjuntival de indi-
víduos com diagnóstico clínico de tracoma inflamatório (TF/TI). Analisaram-
se os resultados dos exames laboratoriais por imunofluorescência direta (IFD),
quanto à freqüência de exames adequados para análise e sua positividade se-
gundo a quantidade de corpúsculos elementares (EBs) encontrados (sensibili-
dade do teste). Foram estudadas 385 lâminas, sendo que 241 (62,6%) foram
consideradas adequadas para análise. Considerando-se o critério de posi-
tividade de 5 ou + EBs, a sensibilidade do teste foi de 19,9%. O teste de IFD
apesar de ser o melhor teste laboratorial para ser utilizado em trabalhos de cam-
po, não apresenta sensibilidade suficiente para confirmar todos os casos clí-
nicos diagnosticados de tracoma, mas pode confirmar a circulação do agente
etiológico em uma comunidade. Portanto, em zonas endêmicas o diagnóstico
clínico de tracoma continua sendo o critério para confirmação de casos.

Tracoma, diagnóstico. Imunofluorescência, utilização.

Abstract

For the confirmation of trachoma foci in places where no previous cases had
been reported, the State Health Secretariat of S. Paulo makes provision for the
realization of laboratory exams, particularly because the disease was
considered to have been eradicated from the State in the seventies. During the
epidemiological investigations, conjuntival scrapings were collected from the
subjects with inflamatory trachoma (TF/TI), clinically diagnosed. The results
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INTRODUÇÃO

O tracoma é uma infecção ocular causada pela
Chlamydia trachomatis que produz alterações ocula-
res clinicamente características. O diagnóstico clíni-
co em áreas endêmicas é simples e bem definido.

“Nos programas de controle do tracoma os exa-
mes laboratoriais não são indispensáveis. Entretanto,
podem ser utilizados por diversas razões: para apoiar
o diagnóstico clínico da doença em casos individuais;
para medir a prevalência da infecção em uma
comunidade onde o tracoma é endêmico (isto é, para
calcular a intensidade da infecção); para avaliar o efei-
to do tratamento em indivíduos ou comunidades; para
calcular a exposição total de uma população à infec-
ção por clamídia; para avaliar mudanças no sorotipo
dentro de uma população determinada que poderiam
indicar a influência de um agente estranho à comuni-
dade ou a possível transmissão de um reservatório
genital” (Dawson e col.2, 1981).

Os exames laboratoriais mais utilizados para a de-
monstração do agente são a coloração de Giemsa, a
cultura e a reação de imunofluorescência direta (IFD).

A coloração de Giemsa é uma técnica bem esta-
belecida, que apesar de sua alta especificidade, tem
sensibilidade baixa e requer um microscopista alta-
mente experiente, além de exigir muito tempo para a
leitura de cada lâmina9, 21. Esse longo tempo para um
único exame inviabiliza seu emprego em trabalhos
de campo, onde geralmente existe número elevado
de casos20.

A cultura de Chlamydia trachomatis é o método
padrão para o diagnóstico laboratorial, com alta sen-
sibilidade, porém exige condições adequadas de rea-
lização, de estocagem de material, além de equipa-
mentos sofisticados de alto custo que inviabilizam
seu emprego no trabalho de campo3, 9.

A imunofluorescência direta é realizada com a
utilização de anticorpos monoclonais marcados,
que se dirigem contra uma proteína comum aos 15

sorotipos da Chlamydia trachomatis, identifican-
do os corpúsculos elementares extracelulares (EB)
ao microscópio de fluorescência16. Em nosso meio
a imunofluorescência direta é o método de escolha
para o diagnóstico laboratorial8, 14, 15 por ser uma
técnica suficientemente simples e rápida, não exi-
gindo meios sofisticados de refrigeração para o
transporte e estocagem, além de possuir requisitos
suficientes quanto à sensibilidade e especificidade.
Estudos indicam ser uma técnica que apresenta
melhores resultados em termos de sensibilidade e
especificidade que as demais técnicas disponíveis
para o diagnóstico laboratorial de Chlamydia
trachomatis10, 11, 17, 18, 20.

Para análise dos resultados da imunofluorescência
direta existem critérios importantes a serem conside-
rados em relação à qualidade do material colhido e
ao número de corpúsculos elementares por lâmina.
Uma lâmina é considerada adequada para análise,
quando a quantidade de células epiteliais do raspado
conjuntival for de pelo menos 100 células epiteliais20,
sendo que este critério modificou recentemente o
anterior, que era de 200 ou mais células19.

Não há concordância entre diversos autores quanto
ao critério de positividade do exame. Alguns consi-
deram o exame positivo com presença de pelo menos
um EB7,outros com cinco8, 10, 19, 20, 21 e com dez3, 12, 14, 20.

A Secretaria de Estado de Saúde de São Paulo
(SES/SP) preconiza a realização de exames
laboratoriais para confirmação de área com foco de
tracoma, em locais onde não existiam casos previa-
mente15, pelo fato da doença ter sido considerada
erradicada do Estado no final da década de 705.

O presente trabalho visa a avaliar os resultados
dos exames laboratoriais por imunofluorescência di-
reta (IFD) realizados pela SES/SP, de casos clinica-
mente diagnosticados como tracoma inflamatório
(TF/TI), quanto à freqüência de exames adequados
para análise e a positividade segundo a quantidade
de EBs encontrados (sensibilidade do teste).

of the immunofluorescence (DFA) exams were analysed in the light of the
frequency of the appropriate exams and their positive results, by the quantity of
elementary bodies (EB) found. A total of 385 slides were studied, the criteria
for positivity being 5 or more EBs. The test’s sensitivity was 19.9%. The DFA
test is considered to be the best laboratorial exam to be used in field work,
though it does not show a sufficient sensitivity to confirm all clinically
diagnosed cases of trachoma; it can only confirm the circulation of the
aetiological agent within a community. In endemic areas the clinical diagnosis
continues to be the criterion for case confirmation.

Trachoma, diagnosis. Fluorescent antibody technique, utilization.
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Tabela 1 - Distribuição das lâminas de Imunofluorescência direta para Chlamydia trachomatis, segundo quantidade de
células epiteliais por número de corpúsculos elementares (EBs), Estado de São Paulo, 1991.

EBs

Número de 0 1  –  2 3  –  4 5  –  9 10  ou + Total
células

——————— ——————— ——————— ——————— ——————— ———————
nº % nº % nº % nº % nº % nº %

0-99 céls. 106 (49,5) 26 (31,7) 6  (17,1) 6  (16,2) —  — 144  (37,4)

100 ou + céls. 108 (50,5) 56 (68,3) 29  (82,9) 31  (83,8) 17 (100,0) 241  (62,6)

Total 214 (100,0) 82 (100,0) 35 (100,0) 37 (100,0) 17 (100,0) 385 (100,0)

MATERIAL E MÉTODO

Foi colhido material de raspado da conjuntiva tarsal
superior de indivíduos com diagnóstico clínico de tracoma
inflamatório (TF/TI), durante as investigações realizadas
pela vigilância epidemiológica da SES/SP, no período de
janeiro de 1990 a dezembro de 1991.

Os examinadores receberam instruções teórico-práti-
cas para reconhecer e classificar clinicamente os casos de
tracoma segundo o critério preconizado pela Organização
Mundial de Saúde21. Todos examinadores foram padroni-
zados com nível de concordância de 80% dos diagnósticos
com o monitor e também foram treinados para realizar co-
leta para o exame laboratorial.

Realizou-se coleta de raspado conjuntival da pálpebra
superior evertida, sendo o swab esfregado por 10 vezes. O
material obtido foi depositado no círculo da lâmina própria,
deixou-se secar e fixou-se com metanol. As lâminas foram
transportadas em caixas de isopor com gelo reciclável e fi-
caram estocados a -20oC até o processamento e a leitura.

O material foi examinado no Instituto Adolfo Lutz -
Central por técnicos com experiência na execução da leitu-
ra pela reação de imunofluorescência direta.

Os esfregaços foram corados utilizando-se 25 µl de anti-
corpos monoclonais conjugados à fluoresceína, dirigidos
contra a principal proteína da membrana externa (MOMP),
presente nos corpúsculos elementares (EBs) dos 15
sorotipos da Chlamydia trachomatis16.

Após 30 min de incubação em câmara úmida, à tempe-
ratura ambiente, as lâminas foram lavadas com água desti-
lada e secas ao ar.

As lâminas foram examinadas em microscópio fluo-
rescente com epi-iluminação, inicialmente com aumento
de 400 vezes, visando ao rastreamento dos EBs, que se
apresentavam como corpúsculos verdes fluorescentes ca-
racterísticos, os quais foram confirmados em aumento de
mil vezes.

Os esfregaços foram analisados quanto ao número de
células epiteliais, com o objetivo de avaliar sua qualidade,
sendo agrupados em:

• menos de 100 células epiteliais;
• 100 ou mais células epiteliais;
• 200 ou mais células epiteliais.
Para avaliação dos resultados, utilizou-se a sensibili-

dade do teste que é a relação entre o número de resultados
positivos e o número total de lâminas examinadas e testes
estatísticos de significância.

RESULTADOS

Foram avaliadas 385 lâminas colhidas em diver-
sos municípios do Estado de São Paulo. Do total de
lâminas analisadas, 54 (14,0%) apresentaram 200
células ou mais; 187 (48,6%) apresentaram de 100 a
199 células e 144 (37,4%) apresentaram menos que
100 células.

Segundo a Tabela 1, das 214 lâminas que não
apresentam EBs, 106 (49,5%) continham menos que
100 células epiteliais; das 82 lâminas que apre-
sentaram 1 a 2 EBs, 56 (68,3%) continham 100 ou
mais células; das 35 lâminas que apresentaram 3 a 4
EBs, 29 (82,9%) continham 100 ou mais células; das
37 lâminas apresentando 5 a 9 EBs, 31 (83,8%) con-
tinham 100 ou mais células, e das 17 lâminas apresen-
tando 10 ou mais EBs, 17 (100%) continham 100 ou
mais células.

O comportamento do IFD utilizando-se diferen-
tes critérios de positividade do teste e quantidade de
células epiteliais existentes no esfregaço encontra-
se na Figura. A maior sensibilidade encontrada para
o teste de IFD foi de 55,6% nas lâminas contendo
200 células ou mais, utilizando-se o critério de 1 ou
mais EBs como positivo. A sensibilidade do IFD foi
diminuindo conforme a mudança do critério de
positividade para 3 EBs (35,2%), 5 EBs (27,8%) e
10 EBs (12,9%).

Os valores da sensibilidade encontrados para as
lâminas com 100 ou mais células foram menores que
as das lâminas com 200 ou mais células, indepen-
dente do critério de positividade adotado, porém es-
tas diferenças não foram estatisticamente
significantes (p>0,005).

As lâminas com menos de 100 células apresenta-
ram sensibilidades que variaram de 26,4%, quando
o critério de positividade foi igual a 1 ou mais EBs,
a zero, quando o critério de positividade foi igual 10
ou mais EBs. A sensibilidade do teste nessas lâminas
foi consideravelmente menor do que a das lâminas
com 100 ou mais células e 200 ou mais células, uti-
lizando-se qualquer um dos critérios de positividade.
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lisadas (62,6%) apresentaram 100 células epiteliais
ou mais. Verificou-se que a percentagem de lâminas
com 100 ou mais células aumentou proporcional-
mente com o número de EBs encontrado: 1 e 2 EBs
(68,3%); 3 e 4 EBs (82,9%); 5 a 9 (83,8%) e 10 ou
mais EBs (100%) (Tabela 1).

A sensibilidade do teste de IFD nas lâminas con-
tendo menos que 100 células apresentou-se mais bai-
xa que a das lâminas contendo 100 ou mais células e
200 ou mais células, considerando-se qualquer um
dos critérios de positividade. A diferença foi estatis-
ticamente significante.

A diferença da sensibilidade entre as lâminas con-
tendo 100 ou mais células e 200 ou mais células,
considerando-se todos os critérios de positividade
adotados não foi estatisticamente significante, ape-
sar da sensibilidade das lâminas com 200 ou mais
células ter sido maior. Dessa forma o critério para se
considerar uma lâmina adequada para análise deve
ser de 100 células ou mais devido aos resultados esta-
tísticos encontrados, o que está de acordo com os
resultados de Taylor20, 1991. A qualidade das lâmi-
nas de IFD é mencionada em trabalhos científicos8,

19, 20 e lâminas inadequadas para análise geralmente
são retiradas do estudo.

Apesar deste fato, nos trabalhos de campo onde
o objetivo é detectar a circulação do agente
etiológico, configurando foco de doença, analisam-
se também as lâminas de qualidade inadequada, isto
é, com número menor que 100 células epiteliais, pois
ainda que não preencham as exigências de qualidade,
preenchem os critérios de positividade.

Segundo a Tabela 2, a sensibilidade do IFD va-
riou de 19,9% a 27,8%, considerando-se o critério
de positividade de 5 ou mais EBs, para as lâminas
com 100 ou mais células ou 200 ou mais células,
respectivamente. Considerando o critério de positi-
vidade de 10 ou mais EBs, a sensibilidade do teste
variou de 7,1% a 12,9%. Essas diferenças não foram
significantes estatisticamente (p > 0,005).

Estudos sobre a sensibilidade do teste utilizando
a clínica como padrão e o critério de positividade de
5 ou mais EBs, mostraram resultados que variaram
de 11%10, 13,3%13, 19,4%8, 38%20 a 54,7%19. Outros
estudos utilizando o critério de positividade de 10
ou mais EBs mostraram resultados que variaram de

Comparando-se estas lâminas com os outros dois gru-
pos de lâminas, as diferenças foram estatisticamente
significantes para todos os critérios de positividade
(p < 0,005) (Fig.).

A sensibilidade do teste de IFD nas lâminas apre-
sentando 100 ou mais células foi de 19,9%, conside-
rando o critério de positividade de 5 ou mais EBs e
de 7,1%, quando o critério foi de 10 ou mais EBs;
nas lâminas contendo 200 células ou mais a sensibi-
lidade foi de 27,8%, com o critério de positividade
de 5 ou mais EBs, e de 12,9%, com o critério de 10
ou mais EBs (Tabela 2).

A diferença de sensibilidade entre as lâminas de
100 células ou mais e de 200 células ou mais, consi-
derando-se os dois critérios de positividade, não foi
estatisticamente significante (5 EBs: X2 = 1,62 e p =
0,203; 10 EBs: X2 = 2,06 e p = 0,151).

DISCUSSÃO

No presente estudo foram analisadas 385 lâminas
de raspado conjuntival pela técnica de IFD para
Chlamydia trachomatis; a maioria das lâminas ana-

Tabela 2 - Sensibilidade do teste de imunofluorecência direta (IFD) para Chlamydia trachomatis, segundo quantidade de
células no esfregaço conjuntival e número de corpúsculos elementares presentes, Estado de São Paulo, 1991.

Número de células 5 EBs ou + 10 EBs ou + Número total lâminas

100 ou + células 48/241 (19,9%) 17/241 (7,1%) 241

200 ou + células 15/54  (27,8%) 7/54 (12,9%) 54

0
1 EB e + 3 EBs e + 5 EBs e + 10 EBs e +

10

Fonte: CVE - Instituto Adolfo Lutz - SES/SP
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Figura - Lâminas de imunofluorescência direta (IFD) para
C. trachomatis, segundo quantidade de corpúsculos
elementares (EBs) e de células. Estado de São Paulo - 1991
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coletadas foram em sua maioria de casos clínicos le-
ves e moderados, poderia ter ocorrido alteração na
sensibilidade do teste.

O teste de IFD, apesar de ser o melhor teste
laboratorial para ser utilizado em trabalho de campo,
não apresenta sensibilidade suficiente para confirmar
todos os casos clínicos diagnosticados de tracoma, não
só pelas características do teste, mas também devido
às características da doença, pois nem todos os casos
podem ser confirmados laboratorialmente pelos tes-
tes atualmente disponíveis.

Segundo Fletcher e col.4, 1989 “é desejável dis-
por-se de um teste que seja altamente sensível e alta-
mente específico. Infelizmente, com freqüência, isto
não é possível”. Entretanto, o teste de IFD pode ser
usado para a confirmação da circulação do agente
etiológico em uma população onde existe grande
número de casos clínicos da doença.

De acordo com Taylor19 (1989) “o diagnóstico
laboratorial da infecção clamidiana em geral e do
tracoma em particular tem sido frustrado pela ocor-
rência freqüente de testes falsos-negativos. Isto é ver-
dadeiro para as áreas endêmicas de tracoma, onde o
exame clínico é fácil e o diagnóstico clínico da doen-
ça ativa é preciso”.

Por todas as considerações feitas, conclui-se que
em zonas endêmicas o diagnóstico clínico de tracoma
continua sendo o critério para confirmação de casos,
sempre e quando existir pessoal treinado e com con-
duta padronizada para a realização do diagnóstico
clínico.

Recomenda-se a retirada de lâminas inadequa-
das para análise, quando da realização de estudos epi-
demiológicos envolvendo controles sadios, pois a in-
clusão delas aumentaria a quantidade de falsos-ne-
gativos, podendo alterar a sensibilidade, como tam-
bém a especificidade, pela não detecção de falsos-
positivos.
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zero, 13,8%20, 9,9%3, 66,7%14 a 69,3%12. A sensibi-
lidades do teste de IFD no presente trabalho encontra-
se próxima à maioria dos estudos.

Um dos fatores que poderia influenciar na sensi-
bilidade do teste seria a existência de uma correlação
entre a infecção clamidiana e a intensidade do qua-
dro clínico. Quanto mais grave o tracoma, maior a
freqüência de detecção de inclusões clamidianas nos
exames laboratoriais1, 18.

Em trabalho realizado na Tunísia foram detecta-
das inclusões clamidianas em raspados conjuntivais
em 49% dos casos severos, 23% dos casos modera-
dos e 5% dos casos leves1.

A Clamídia não pode ser detectada por cultura
ou citologia em macacos recebendo inoculações pe-
riódicas do agente etiológico após cerca de 10
semanas, independente da presença de reinoculação
periódica contínua18.

Em humanos, a Clamídia também não foi detec-
tada em muitos indivíduos com tracoma ativo, in-
cluindo alguns deles com a doença mais severa1.

As lâminas foram colhidas em trabalhos siste-
máticos da vigilância epidemiológica em que os
resultados poderiam ser influenciados por dificul-
dades operacionais em nível de campo, tais como:
muitos profissionais coletando material, problemas
no transporte e outras condições adversas do cam-
po; mesmo assim os resultados da sensibilidade
encontram-se próximos dos trabalhos epidemio-
lógicos que tentaram controlar essas variáveis
adversas.

É consenso entre os epidemiologistas que “na
prática muitas características dos pacientes, tais
como estágio e gravidade da doença podem estar
relacionados à sensibilidade/especificidade de um
teste e a prevalência, porque diferentes tipos de
pacientes são encontrados em situações de
prevalência alta e baixa4”. Isso também ocorre com
o tracoma, pois se a prevalência é baixa tendo gran-
de quantidade de casos leves, a sensibilidade do
teste de IFD pode alterar-se.

As prevalências do tracoma inflamatório (TF/TI)
no Estado de São Paulo6, 8 são menores quando com-
paradas com as encontradas no Nordeste brasilei-
ro5, 12, 13, 14 e em áreas endêmicas de outros países sub-
desenvolvidos1, 18, 20. Deste modo, se as lâminas
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