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Resumo

Para confirmacdo de foco de tracoma em locais onde ndo existiam casos ante-
riormente relatados, a Secretaria de Estado da Saide preconiza a realizacao de
exames laboratoriais principalmente pelo fato da doenca ter sido considerada
erradicada no Estado de Sao Paulo, Brasil, na década de 70. Foram colhidas,
durante investigagdes epidemioldgicas, laminas de raspado conjuntival de indi-
viduos com diagndstico clinico de tracoma inflamatério (TF/TI). Analisaram-
se os resultados dos exames laboratoriais por imunofluorescéncia direta (IFD),
quanto a freqiiéncia de exames adequados para andlise e sua positividade se-
gundo a quantidade de corpusculos elementares (EBs) encontrados (sensibili-
dade do teste). Foram estudadas 385 laminas, sendo que 241 (62,6%) foram
consideradas adequadas para andlise. 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, ndo apresenta sensibilidade suficiente para confirmar todos os casos cli-
nicos diagnosticados de tracoma, mas pode confirmar a circulacdo do agente
etiolégico em uma comunidade. Portanto, em zonas endémicas o diagndstico
clinico de tracoma continua sendo o critério para confirmagao de casos.

Tracoma, diagnodstico. Imunofluorescéncia, utilizacgao.

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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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.

INTRODUCAO

O tracoma € uma infec¢do ocular causada pela
Chlamydia trachomatis que produz alteracdes ocula-
res clinicamente caracteristicas. O diagndstico clini-
co em areas endémicas € simples e bem definido.

“Nos programas de controle do tracoma os exa-
mes laboratoriais ndo s@o indispensaveis. Entretanto,
podem ser utilizados por diversas razdes: para apoiar
o diagnéstico clinico da doenga em casos individuais;
para medir a prevaléncia da infec¢do em uma
comunidade onde o tracoma é endémico (isto é, para
calcular a intensidade da infeccdo); para avaliar o efei-
to do tratamento em individuos ou comunidades; para
calcular a exposicao total de uma populagdo a infec-
¢do por clamidia; para avaliar mudancgas no sorotipo
dentro de uma populacio determinada que poderiam
indicar a influéncia de um agente estranho & comuni-
dade ou a possivel transmissdo de um reservatorio
genital” (Dawson e col.?, 1981).

Os exames laboratoriais mais utilizados para a de-
monstragdo do agente sdo a coloracdo de Giemsa, a
cultura e a reag@o de imunofluorescéncia direta (IFD).

A coloragdo 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 1amina®2!. Esse longo tempo para um
Unico exame inviabiliza seu emprego em trabalhos
de campo, onde geralmente existe nimero elevado
de casos?.

A cultura de Chlamydia trachomatis é o método
padrio para o diagnéstico laboratorial, com alta sen-
sibilidade, porém exige condi¢des adequadas de rea-
lizacdo, de estocagem de material, além de equipa-
mentos sofisticados de alto custo que inviabilizam
seu emprego no trabalho de campo™°.

A imunofluorescéncia direta € realizada com a
utilizagdo de anticorpos monoclonais marcados,
que se dirigem contra uma proteina comum aos 15

sorotipos da Chlamydia trachomatis, identifican-
do os corpusculos elementares extracelulares (EB)
ao microscopio de fluorescéncia'®. Em nosso meio
a imunofluorescéncia direta € o método de escolha
para o diagndstico laboratorial® '* ! por ser uma
técnica suficientemente simples e rapida, ndo exi-
gindo meios sofisticados de refrigeracdo para o
transporte e estocagem, além de possuir requisitos
suficientes quanto a sensibilidade e especificidade.
Estudos indicam ser uma técnica que apresenta
melhores resultados em termos de sensibilidade e
especificidade que as demais técnicas disponiveis
para o diagnéstico laboratorial de Chlamydia
trachomatis'® 1117 18.20,

Para andlise dos resultados da imunofluorescéncia
direta existem critérios importantes a serem conside-
rados em relag@o a qualidade do material colhido e
ao nimero de corpusculos elementares por ldmina.
Uma lamina é considerada adequada para anilise,
quando a quantidade de células epiteliais do raspado
conjuntival for de pelo menos 100 células epiteliais®,
sendo que este critério modificou recentemente o
anterior, que era de 200 ou mais células'.

Nao hé concordancia entre diversos autores quanto
ao critério de positividade do exame. Alguns consi-
deram o exame positivo com presenga de pelo menos
um EB’,outros com cinco® '%1%20.2 ¢ com dez> > 1429,

A Secretaria de Estado de Saide de Sdo Paulo
(SES/SP) preconiza a realizagdo de exames
laboratoriais para confirmacdo de area com foco de
tracoma, em locais onde ndo existiam casos previa-
mente’, pelo fato da doencga ter sido considerada
erradicada do Estado no final da década de 70°.

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

Foi colhido material de raspado da conjuntiva tarsal
superior de individuos com diagndstico clinico de tracoma
inflamatério (TF/TI), durante as investigacdes realizadas
pela vigilancia epidemioldgica da SES/SP, no periodo de
janeiro de 1990 a dezembro de 1991.

Os examinadores receberam instrugdes tedrico-prati-
cas para reconhecer e classificar clinicamente os casos de
tracoma segundo o critério preconizado pela Organizagao
Mundial de Saide?'. Todos examinadores foram padroni-
zados com nivel de concordancia de 80% dos diagndsticos
com o monitor e também foram treinados para realizar co-
leta para o exame laboratorial.

Realizou-se coleta de raspado conjuntival da pélpebra
superior evertida, sendo o swab esfregado por 10 vezes. O
material obtido foi depositado no circulo da ldmina prépria,
deixou-se secar e fixou-se com metanol. As ldminas foram
transportadas em caixas de isopor com gelo recicldvel e fi-
caram estocados a -20°C até o processamento ¢ a leitura.

O material foi examinado no Instituto Adolfo Lutz -
Central por técnicos com experiéncia na execugdo da leitu-
ra pela reacdo de imunofluorescéncia direta.

Os esfregacos foram corados utilizando-se 25 pl de anti-
corpos monoclonais conjugados a fluoresceina, dirigidos
contra a principal proteina da membrana externa (MOMP),
presente nos corpusculos elementares (EBs) dos 15
sorotipos da Chlamydia trachomatis'®.

Ap6s 30 min de incubag@o em camara imida, a tempe-
ratura ambiente, as ldminas foram lavadas com dgua desti-
lada e secas ao ar.

As laminas foram examinadas em microscépio fluo-
rescente com epi-iluminagdo, inicialmente com aumento
de 400 vezes, visando ao rastreamento dos EBs, que se
apresentavam como corpuisculos verdes fluorescentes ca-
racteristicos, os quais foram confirmados em aumento de
mil vezes.

Os esfregacos foram analisados quanto ao nimero 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 avalia¢do dos resultados, utilizou-se a sensibili-
dade do teste que € a relag@o entre o nimero de resultados
positivos e o nimero total de 1aminas examinadas e testes
estatisticos de significancia.

RESULTADOS

Foram avaliadas 385 laminas colhidas em diver-
sos municipios do Estado de Sao Paulo. Do total de
laminas 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 1aminas que ndo
apresentam EBs, 106 (49,5%) continham menos que
100 células epiteliais; das 82 laminas que apre-
sentaram 1 a 2 EBs, 56 (68,3%) continham 100 ou
mais células; das 35 1aminas que apresentaram 3 a 4
EBs, 29 (82,9%) continham 100 ou mais células; das
37 laminas apresentando 5 a 9 EBs, 31 (83,8%) con-
tinham 100 ou mais células, e das 17 1aminas 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 esfregaco encontra-
se na Figura. A maior sensibilidade encontrada para
o teste de IFD foi de 55,6% nas laminas contendo
200 células ou mais, utilizando-se o critério de 1 ou
mais EBs como positivo. A sensibilidade do IFD foi
diminuindo conforme a mudanga 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
laminas com 100 ou mais células foram menores que
as das laminas com 200 ou mais células, indepen-
dente do critério de positividade adotado, porém es-
tas diferencas nao foram estatisticamente
significantes (p>0,005).

As laminas 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 1dminas
foi consideravelmente menor do que a das laminas
com 100 ou mais células e 200 ou mais células, uti-
lizando-se qualquer um dos critérios de positividade.

Tabela 1 - Distribuicao das l[aminas de Imunofluorescéncia direta para Chlamydia trachomatis, segundo quantidade de
células epiteliais por nimero de corptsculos elementares (EBs), Estado de Sao Paulo, 1991.

Ndmero de 0 1T -2 - 4 5 -9 10 ou + Total
células n° % n° % n° % n° % n° % n° %
0-99 céls. 106 (49,5) 26 (31,7) (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)
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Figura - Laminas de imunofluorescéncia direta (IFD) para
C. trachomatis, segundo quantidade de corpusculos
elementares (EBs) e de células. Estado de Sao Paulo - 1991

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

A sensibilidade do teste de IFD nas 1aminas 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 ldminas 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 diferenca de sensibilidade entre as laminas de
100 células ou mais e de 200 células ou mais, consi-
derando-se os dois critérios de positividade, ndo foi
estatisticamente significante (5 EBs: X?=1,62¢ep =
0,203; 10 EBs: X*=2,06 e p=0,151).

DISCUSSAO

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

lisadas (62,6%) apresentaram 100 células epiteliais
ou mais. Verificou-se que a percentagem de ldminas
com 100 ou mais células aumentou proporcional-
mente com o nimero de EBs encontrado: 1 e 2 EBs
(68,3%); 3 e 4 EBs (82,9%); 5 a9 (83,8%) ¢ 10 ou
mais EBs (100%) (Tabela 1).

A sensibilidade do teste de IFD nas laminas con-
tendo menos que 100 células apresentou-se mais bai-
xa que a das 1Aminas contendo 100 ou mais células e
200 ou mais células, considerando-se qualquer um
dos critérios de positividade. A diferenga foi estatis-
ticamente significante.

A diferenca da sensibilidade entre as 1aminas con-
tendo 100 ou mais células e 200 ou mais células,
considerando-se todos os critérios de positividade
adotados nio foi estatisticamente significante, ape-
sar da sensibilidade das laminas com 200 ou mais
células ter sido maior. Dessa forma o critério para se
considerar uma lamina adequada para anélise deve
ser de 100 células ou mais devido aos resultados esta-
tisticos encontrados, o que estd de acordo com os
resultados de Taylor®, 1991. A qualidade das 1ami-
nas de IFD é mencionada em trabalhos cientificos®
1920 ¢ 1aminas inadequadas para anélise geralmente
sdo retiradas do estudo.

Apesar deste fato, nos trabalhos de campo onde
o objetivo é detectar a circulacdo do agente
etiolégico, configurando foco de doenga, analisam-
se também as 1aminas de qualidade inadequada, isto
¢, com niimero menor que 100 células epiteliais, pois
ainda que ndo preencham as exigéncias 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 ldminas
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 diferencas ndo foram
significantes estatisticamente (p > 0,005).

Estudos sobre a sensibilidade do teste utilizando
a clinica como padréo e o critério de positividade de
5 ou mais EBs, mostraram resultados que variaram
de 11%', 13,3%"3, 19,4%*, 38%*° a 54,7%". Outros
estudos utilizando o critério de positividade de 10
ou mais EBs mostraram resultados que variaram de

Tabela 2 - Sensibilidade do teste de imunofluorecéncia direta (IFD) para Chlamydia trachomatis, segundo quantidade de
células no esfregaco conjuntival e nimero de corpusculos elementares presentes, Estado de Sdo Paulo, 1991.

Ndmero de células 5 EBs ou + 10 EBs ou + Nimero total laminas
100 ou + células 48/241 (19,9%) 17241 (7,1%) 241
200 ou + células 15/54 (27,8%) 7/54 (12,9%) 54
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zero, 13,8%%, 9,9%*, 66,7%'* a 69,3%"2. A sensibi-
lidades do teste de IFD no presente trabalho encontra-
se proxima a maioria dos estudos.

Um dos fatores que poderia influenciar na sensi-
bilidade do teste seria a existéncia de uma correlacio
entre a infeccdo clamidiana e a intensidade do qua-
dro clinico. Quanto mais grave o tracoma, maior a
freqiiéncia de detec¢do de inclusdes clamidianas nos
exames laboratoriais" 8.

Em trabalho realizado na Tunisia foram detecta-
das inclusdes clamidianas em raspados conjuntivais
em 49% dos casos severos, 23% dos casos modera-
dos e 5% dos casos leves'.

A Clamidia ndo pode ser detectada por cultura
ou citologia em macacos recebendo inoculagdes pe-
riédicas do agente etiolégico apds cerca de 10
semanas, independente da presenca de reinoculagio
periddica continua'®,

Em humanos, a Clamidia também nao foi detec-
tada em muitos individuos com tracoma ativo, in-
cluindo alguns deles com a doenga mais severa'.

As laminas foram colhidas em trabalhos siste-
maticos da vigilancia epidemiolégica em que os
resultados poderiam ser influenciados por dificul-
dades operacionais em nivel de campo, tais como:
muitos profissionais coletando material, problemas
no transporte e outras condi¢des adversas do cam-
po; mesmo assim os resultados da sensibilidade
encontram-se préximos dos trabalhos epidemio-
l6gicos que tentaram controlar essas varidveis
adversas.

E consenso entre os epidemiologistas que “na
pratica muitas caracteristicas dos pacientes, tais
como estigio e gravidade da doenga podem estar
relacionados a sensibilidade/especificidade de um
teste e a prevaléncia, porque diferentes tipos de
pacientes sdo encontrados em situacdes de
prevaléncia alta e baixa*”. Isso também ocorre com
o tracoma, pois se a prevaléncia é baixa tendo gran-
de quantidade de casos leves, a sensibilidade do
teste de IFD pode alterar-se.

As prevaléncias do tracoma inflamatério (TF/TT)
no Estado de Sdo Paulo®? sdo menores quando com-
paradas com as encontradas no Nordeste brasilei-
ro® 21314 ¢ em dreas endémicas de outros paises sub-
desenvolvidos! ' 2°. Deste modo, se as laminas

coletadas foram em sua maioria de casos clinicos le-
ves e moderados, poderia ter ocorrido alteracio na
sensibilidade do teste.

O teste de IFD, apesar de ser o melhor teste
laboratorial para ser utilizado em trabalho de campo,
ndo apresenta sensibilidade suficiente para confirmar
todos os casos clinicos diagnosticados de tracoma, ndo
80 pelas caracteristicas do teste, mas também devido
as caracteristicas da doenga, pois nem todos os casos
podem ser confirmados laboratorialmente pelos tes-
tes atualmente disponiveis.

Segundo Fletcher e col.*, 1989 “¢ desejavel dis-
por-se de um teste que seja altamente sensivel e alta-
mente especifico. Infelizmente, com freqiiéncia, isto
ndo € possivel”. Entretanto, o teste de IFD pode ser
usado para a confirmacdo da circulagcdo do agente
etiolégico em uma populacdo onde existe grande
nimero de casos clinicos da doenca.

De acordo com Taylor' (1989) “o diagndstico
laboratorial da infec¢do clamidiana em geral e do
tracoma em particular tem sido frustrado pela ocor-
réncia freqiiente de testes falsos-negativos. Isto € ver-
dadeiro para as areas endémicas de tracoma, onde o
exame clinico é facil e o diagnéstico clinico da doen-
ca ativa € preciso”.

Por todas as consideracdes feitas, conclui-se que
em zonas endémicas o diagndstico clinico de tracoma
continua sendo o critério para confirmacio de casos,
sempre e quando existir pessoal treinado e com con-
duta padronizada para a realizacdo do diagndstico
clinico.

Recomenda-se a retirada de laminas inadequa-
das para anélise, quando da realizagdo de estudos epi-
demioldgicos envolvendo controles sadios, pois a in-
clusdo delas aumentaria a quantidade de falsos-ne-
gativos, podendo alterar a sensibilidade, como tam-
bém a especificidade, pela ndo deteccdo de falsos-
positivos.
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