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RESUMO

Detecéo de Neisseria gonorrhoeae em amostras de urina de utentes de uma
consulta de venereologia

Raquel Alexandra Carita Machado Mota Martins

Palavras- chave: Neisseria gonorrhoeae, IST, PCR.

Introducéo: A vigilancia epidemioldgica dos agentes infeciosos é fundamental como
atividade de controlo das doengas sexualmente transmissiveis. A gonorreia é uma das
infegdes sexualmente transmissiveis (IST) mais comum e é causada pela bacteria
Neisseria gonorrhoeae. Os dados sobre os diferentes microrganismos causadores de IST
s8o escassos em Portugal e a vigilancia tradicional ndo é suficiente. Em muitos casos de
infecdo por N. gonorrhoeae, os pacientes sdo tratados empiricamente através de uma
abordagem sindromatica por vezes sem recurso a analises laboratoriais que confirmem a
infecdo e, além disso, existem 0s casos assintomaticos que contribuem para a continua
propagacdo da infecdo por N. gonorrhoeae. A gonorreia é tratavel e curavel mas nao
estd disponivel uma vacina. Consequentemente, o controlo desta doenca depende da
identificacdo e tratamento de individuos infetados e dos seus contactos na rede de
transmissdo. Por outro lado, quando € efetuada cultura os resultados apresentam
ocasionalmente falsos negativos, devido as caracteristicas exigentes de crescimento da
N. gonorrhoeae in vitro ou a automedicacao prévia do doente.

Objetivos: Avaliar a ocorréncia de infecGes por Neisseria gonorrhoeae entre utentes de
uma consulta de venereologia, nos primeiros seis meses de 2011.

Métodos: Estudo transversal. Amostragem consecutiva, calculo do nimero de amostras
pela formula de Wald para um nivel de confianca de 95% e um erro de previsdo de
3,3%. Foram analisadas 145 amostras de urina utilizando técnicas de amplificacdo de
acidos nucleicos com alvos diferentes. A identificacdo de Neisseria gonorrhoeae foi
efetuada pela detecdo de uma sequéncia do pseudogene porA de N. gonorrhoeae por
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e pela detecdo de uma
sequéncia do gene ccpB de N. gonorrhoeae por técnica de PCR. Critérios de exclusdo:
recusa em participar ou apresentar problemas para o entendimento do consentimento
livre e informado.

Resultados: Foi detetada Neisseria gonorrhoeae em 8 doentes — 5,5 % de prevaléncia
global. A prevaléncia entre individuos com infecdo sexualmente transmissivel prévia (n
= 35) foi significativamente mais elevada (p = 0,032). Neste grupo detetou-se N.
gonorrhoeae em 4 doentes (11,43 %). Em doentes com queixas de exsudado uretral (n =
29), foi detetada N. gonorrhoeae em seis (20,69 %), demonstrando que a prevaléncia
entre os individuos com este sintoma €, também, significativamente mais elevada (p =
0,001). A coinfeccdo com Clamydia trachomatis foi observada em 1,4 % dos casos
(2/145). A percentagem de casos assintomaticos foi de 12,5 % (1/8). As técnicas de
PCR utilizadas neste estudo demonstraram-se igualmente especificas para a detecédo de



N. gonorrhoeae e ambas mais sensiveis relativamente a cultura. Neste estudo as estirpes
isoladas em cultura apresentaram resisténcia a penicilina em 25 % dos casos, 37,5 % a
tetraciclinas e 12,5 % eram produtoras de B-lactamases.

Conclusdes: A prevaléncia determinada neste estudo encontra-se superior ao esperado.
Os resultados deste estudo indicam a existéncia de um importante problema de salde
publica e a necessidade de considerar a implementacdo de rastreios em grupos
especificos de populagdo. Este estudo confirma que as técnicas de PCR com os alvos
porA e ccpB sdo satisfatorias para a detegdo de Neisseria gonorrhoeae em amostras de
urina. Apesar da percentagem de estirpes resistentes a tetraciclinas e penicilina ser
elevada ndo foram demonstradas resisténcias a fluoroquinolonas ou cefalosporinas nas
estirpes estudadas.



ASTRACT

Neisseria gonorrhoeae detection in urine samples of patients from a
venereology outpatient clinic

Raquel Alexandra Carita Machado Mota Martins

Keywords: Neisseria gonorrhoeae, sexually transmitted infection, PCR.

Introduction: Epidemiological surveillance of sexually transmitted infections is
fundamental aspect to the success of control activities. Gonorrhoea, caused by the
bacterium Neisseria gonorrhoeae, remains one of the most common sexually
transmitted infections. Data on frequency of different STI microorganisms are scarce in
Portugal and traditional epidemiologic surveillance is not sufficient. Empiric treatment
is done in most of N. gonorrhoeae cases through a syndromic approach without
recourse to laboratory analysis to confirm infection and moreover there are
asymptomatic cases contributing to the continued spread of infection by N.
gonorrhoeae. Gonorrhea is so far treatable and curable, but no vaccine is available.
Consequently, the control of this disease depends on the identification and treatment of
infected individuals and their contacts in transmission networks. On the other hand
when bacteria culture is done, false negative results are occasionally observed due to
prior self-medication from the patient or N. gonorrhoeae demanding growth in vitro
characteristics.

Objective: Evaluate the occurrence of Neisseria gonorrhoeae infection among patients
from one venereology outpatient clinic in the first semester of 2011.

Methodology: Descriptive and crossectional study. Consecutive sampling, number of
samples calculation done by the Wald formula to a level confidence of 95 % and
prediction error of 3,3 %. 145 urine samples were processed using multi-target nucleic
acid amplification tests. Neisseria gonorrhoeae porA pseudogene sequence was
detected by real-time polymerase chain reaction (PCR) and ccpB gene sequence of N.
gonorrhoeae by PCR assay. Excluding criteria: do not agreeing to participate and/or not
be able to understand the informed consent.

Results: Neisseria gonorrhoeae was detected in 8 patients — 5,5 % overall prevalence.
The prevalence among individuals with prior IST (n = 35) were significantly higher (p =
0,032). In this group N. gonorrhoeae was detected in 4 patients (11,43 %). In patients
with complaints of discharge (n = 29), N. gonorrhoeae was detected in six (20,69 %),
showing that prevalence among individuals with these complaints is also significantly
higher (p = 0,001). Was detected coinfection with Chlamydia trachomatis in 1,4% of
cases (2/145). The proportion of asymptomatic cases was 12,5% (1/8). The PCR assays
were specific for detection of N. gonorrhoeae and more sensitive than culture. The
isolated strains in culture from this study showed resistance to penicillin in 25 % of
cases, 37,5 % to tetracycline and 12,5% were penicilase producing N. gonorrhoeae.
Conclusions: The prevalence determined in this study is higher than expected. The



results of this study show the existence of an important public health problem and the
need to consider implementing screening in specific groups of population. This study
confirms that PCR assay with targeted porA and ccpB are satisfactory nucleic acid
amplification tests for the detection of Neisseria gonorrhoeae in urine samples. Despite
the percentage of strains resistant to penicillin and tetracycline, increased resistance to
cephalosporin or fluoroquinolone was not found.
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 Revisao da literatura

A gonorreia é uma doenca bacteriana do trato urogenital. Transmite-se quase
exclusivamente por contato sexual ou perinatal. Afeta primariamente as membranas
mucosas do trato genital inferior e menos frequentemente as do reto, orofaringe e
conjuntiva. As manifestac6es clinicas sdo vérias, desde a auséncia total de sintomas até
a ocorréncia de salpingite aguda (Koneman et al. 1997; Hook & Handsfield 2008). As
infecOes gonococicas ndo tratadas nas mulheres, resultam em doenca inflamatoria
pélvica (salpingite) em mais de 40% dos casos, e um em quatro destes resultam em
infertilidade. E assim uma das causas mais comuns de infertilidade feminina no mundo
(Hook & Handsfield 2008).

A gonorreia insere-se no grupo das doengas humanas mais antigas. Existem
referéncias de secregdes uretrais de origem venérea nos escritos chineses, no antigo
testamento biblico (Levitico) e em outras literaturas da antiguidade. Galeno (130 d.C.)
introduziu o termo gonorreia, origem do grego - Gonos (espermatozoide) + rhoia
(corrimento) pela confusdo do exsudado purulento com sémen. A doenca foi descrita
por Hipdcrates (400 a.C.); Paracelso (1530) e Hunter (1767). Durante muito tempo a
gonorreia foi confundida com sifilis e somente em 1838, Record estabeleceu diferenca
entre as duas doencas. A bactéria foi descrita pela primeira vez por Neisser (1879) e
cultivada em 1982 por Leistikow e Loeffler aguando a denominaram Neisseria
gonorrhoeae (Koneman et al. 1997; Hook & Handsfield 2008).

Até ao advento das sulfonamidas em 1930 e da penicilina em 1943 ndo existia
disponivel terapéutica eficaz e o conhecimento a respeito do agente etiolégico e da
patogenia da doenga permaneceu escasso durante oitenta anos. Somente no inicio dos
anos setenta do século passado tem inicio uma nova era na informacao acerca da doenca
e nos anos noventa ocorre uma revolucdo consideravel no conhecimento da sua biologia
molecular de N. gonorrhoeae. Esta revolucdo permitiu conhecer mais detalhes sobre a

interacdo patogenio — hospedeiro, dos mecanismos de doenca proprios de N.



Introdugdo

gonorrhoeae, das suas resisténcias e da associagdo entre a gonorreia e a infecéo pelo

virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Penna et al. 2000).

1.1.1 Agente etioldgico

Neisseria gonorrhoeae € pertencente a familia Neisseriaceae e membro do
género Neisseria. Os membros deste género apresentam morfologia de coco com
extremidades adjacentes e frequentemente encontram-se em nimero par (diplococos),
ndo sdo flagelados, nem formadores de esporos, s@o aerdbios, com didmetro entre 0,6 a
1,0°u. O género Neisseria apresenta cerca de 11 espécies associadas a humanos, sendo
que exclusivamente duas sdo patogenicas: Neisseria gonorrhoeae e Neisseria
meningitidis, as outras espécies sdo normalmente comensais do trato respiratorio
superior e devido a sua viruléncia limitada s6 produzem doencas em individuos
imunocomprometidos. As espécies de Neisseria oxidam os hidratos de carbono

produzindo &cido (oxidase-positivas) (Koneman et al. 1997).

N. gonorrhoeae é uma bactéria que cora negativamente pela técnica de Gram, a
qual permite diferenciar bactérias com diferentes estruturas de parede celular a partir
das coloracbes que estas adquirem apos tratamento com agentes quimicos especificos.
Apesar de ndo ter uma verdadeira capsula de hidratos de carbono como a de Neisseria
meningitidis, a sua superficie celular tem uma carga negativa semelhante a de uma
capsula (Koneman et al. 1997; Hook & Handsfield 2008).

N. gonorrhoeae ndo tolera a reducdo da humidade e as amostras devem ser
imediatamente inoculadas num meio de cultura apropriado. O seu crescimento é
estimulado pela presenca de uma certa percentagem de CO; (3-7%) e com temperaturas
de incubacdo entre 35°C e 37°C. As coldnias tipicas surgem em 24 a 48 horas, porém a
sua viabilidade no meio perde-se rapidamente por autolise por serem sensiveis a
condicBes ambientais adversas. O meio apropriado para o seu isolamento é o agar-
chocolate com vancomicina, colistina e nistatina (meio de Thayer-Martin) ou o anterior
adicionado de trimetoprim (meio de Thayer-Martin modificado) para inibir também as

espécies de proteus. Os agentes antimicrobianos (ATM) inibem o crescimento das



Introdugdo

espécies ndo patogenicas de Neisseria e outras espécies contaminantes e permitem o
crescimento de Neisseria gonorrhoeae. As amostras de produtos estéreis, como por
exemplo sangue, liquido cefalorraquidiano e liquido sinovial devem ser cultivadas em

meios livres de antibidticos (Koneman et al. 1997).

1.1.1.1 Patogenicidade

Uma propriedade de Neisseria gonorrhoeae é a habilidade de modular os seus
antigénios de superficie com elevada rapidez. Esta capacidade e a ocorréncia de
mutacOes pontuais sdo a base do seu sucesso como patogénico estritamente humano. A
variagdo extensiva de superficie também dificulta o desenvolvimento de uma vacina
eficaz contra N. gonorrhoeae. Varias moléculas sdo produzidas pela bactéria para
permitir a colonizacdo e/ou infecdo do hospedeiro, incluindo adesinas, que séo fatores
cruciais na colonizagéo inicial da mucosa humana. Caracteristicamente, este patogenio
pode modular a expressdo e a estrutura das adesinas e manter a capacidade de ligacéo as

células epiteliais (Sparling 2008).

N. gonorrhoeae estabelece infecdo do trato urogenital interagindo com as células
epiteliais ndo ciliadas, resultando em invasdo celular. Mas, diferentes mecanismos
moleculares estdo envolvidos durante o seu estabelecimento na superficie da mucosa
feminina e masculina. A infecdo gonococica provoca, normalmente, uma resposta
inflamatdria intensa e influxo de leucocitos polimorfonucleares (PMN) provocando
descargas purulentas, sobretudo nos homens. A descarga purulenta é constituida por um
exsudado composto por leucdcitos PMN com diplococos internalizados ap6s fagocitose.
Contudo, a infecdo nas mulheres é frequentemente assintomatica devido a diferente
origem embriolégica do trato urogenital feminino. O modo de transmissdo de N.
gonorrhoeae limita a populacdo em risco, contudo, apds o contato sexual com um
parceiro infetado o risco de infecdo nas mulheres é superior ao risco de infecdo nos
homens devido, em parte, pela sua capacidade de se ligar ao esperma humano (Edwards
& Apicella 2004).
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A troca livre entre genes (conversdo de genes) dos genomas de Neisseria spp. é

um mecanismo proeminente para aquisicdo de novos tracos e é facilitado pela

competéncia natural das espécies de Neisseria. Acredita-se que o DNA (&cido

desoxirribonucleico) de Neisseria no ambiente externo tem origem através da autolise e

de um sistema de secrecdo tipo IV de Neisseria gonorrhoeae, que transporta DNA

ativamente para fora da célula (Hamilton & Dillard 2006).

i LOS

Pili - As estruturas chave na interface entre o hospedeiro e
N. gonorrhoeae séo o lipooligossacarido (LOS), que protege a
superficie da bactéria dos mecanismos imunes efetivos inatos e
adaptativos do hospedeiro, e as proteinas de superficie que sdo
conhecidas como pili (projecdes longas tipo filamento que se
estendem por varios micromeros a partir da superficie da
bactéria; também conhecidas como fimbrias e com funcdo de

adesdo e invaséo) (figura 1) (Virji 2009).

Figura 1: Componentes proeminentes da membrana externa de N. gonorrhoeae
(adaptado de Brady (n.d.))
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oy 20 Num corte transversal de uma dessas estruturas

& il 2% oxiste os dominios variaveis (V) e glicanos (G) localizados

externamente, enquanto o0s dominios constantes se

R localizam na parte interna da estrutura, protegidas do
/ ambiente hospedeiro (figura 2) (Virji 2009).
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Figura 2: Corte transversal de uma fibra pili com os dominios variavel e glicano
(adaptado de Virji 2009).

A porcdo da molécula mais exposta a interacdo com o sistema imune dos

hospedeiros € a sequéncia de aminoacidos altamente variavel.

A pilina (proteina constitutiva dos pili) de quase todas as estirpes de Neisseria
gonorrhoeae é antigenicamente diferente, e uma estirpe pode produzir muitas formas
distintas de pilina. No caso dos pili a bactéria possui um repertorio antigénico que pode

chegar a um milhdo de variacGes.

Os pili e as proteinas transmembranares Opa facilitam a adesdo aos tecidos do
hospedeiro. Alem da adeséo, os pili estdo envolvidos em outras func@es, por exemplo,
facilitam a captacdo de DNA estranho do meio extracelular, aumentando a frequéncia
de transformacéo da bactéria e mantendo a diversidade genética que sustenta o sucesso

das espeécies de Neisseria no hospedeiro humano.

A variacdo dos pili é feita de duas formas, relativamente frequentes: pela
variacdo antigenica, na qual as estirpes alteram o tipo antigénico dos seus pili; e a

variacio de fase, na qual as estirpes alternam entre os estados P* e P~ (Sparling 2008).

Existe um ou, por vezes, dois genes pili completos no cromossoma e existem
seis a oito regides silenciosas no cromossoma. Cada locus silencioso contém varias
sequéncias de pili, mas falta-lhes a regido promotora e a regido terminal 5°do gene

estrutural de pili. Muitas destas copias das sequéncias de pili sdo ligeiramente diferentes
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umas das outras. Quando eventos ndo reciprocos de recombinacdo ocorrem podem
mover uma destas copias variantes para o local de expressdo, resultando na expressao de
uma variante antigénica de pili completamente funcional (variagdo antigénica). Por
vezes a copia silenciosa, variante do DNA de pili codifica um péptido com defeito que
quando é expresso resulta num pili ndo funcional, tornando a célula P". A regressdo ao
estado P, ocorre quando uma sequéncia de um pili funcional é movida de uma copia
silenciosa variante para o local de expressdo, substituindo as sequéncias de pili com

defeito (variacdo de fase) (Snyder et al. 2005).

A existéncia de trés promotores para cada gene estrutural de pili (pilE) sugere
mecanismos complexos do controlo da transcricdo na expressdo de pili. Foi descrito um

sistema sensor regulador pilA pilB que induz e reprime a expressao do pilE.

Existem ainda outras proteinas de membrana associadas aos pili, como as PilC,
PilT e PilQ, com as quais os pili ttm uma agdo coordenada tornando-os funcionalmente
mais eficientes. A PilQ é a maior proteina de membrana com 12 subunidades, pela qual
passam os pili do meio interno para o externo da membrana bacteriana; pertence a
classe de proteinas secretoras. Foi evidenciado que a PilQ também é uma porina pela
qual os antibidticos e o grupo heme passam em certas circunstancias. O PilC é uma
proteina hidrofobica de membrana e o produto de dois genes (pilC1 e pilC2), os qualis,
cada um produz uma forma de proteina ligeiramente diferente. Aparentemente, é a PilC
que ligada ao pili atua como adesina e que liga a bactéria a célula do hospedeiro. A PilT
€ uma proteina menor que serve para retrair o pili servindo para manter a bactéria

proximo das células do hospedeiro (Sparling 2008).
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Proteinas de opacidade (Opa) — As proteinas Opa
de Neisseria spp. transmitem maior opacidade as
colénias que expressam estas proteinas, os clones
com Opa  sdo transparentes. As proteinas Opa
(adesinas) sdo da familia de moléculas
transmembranares e formam oito cadeias de
estruturas em folha fp na membrana externa da
bactéria com quatro loops expostos a superficie
(figura 3) (Virji 2009). Estas proteinas facilitam a
aderéncia entre as bactérias e as células eucariotas
(neutréfilos e células epiteliais) e atuam na evasdo

ao sistema imune por variagdo antigenica,

coadjuvando & invasdo do hospedeiro (Dehio et al.
1998)

Figura 3: Proteina Opa na membrana externa de N. gonorrhoeae (adaptado de Brady

(n.d.))

Uma Unica estirpe pode expressar nenhuma a quatro ou cinco proteinas Opa
simultaneamente e a alternancia da fase “on/off” dos distintos genes opa aumentam a
variagdo antigénica. As proteinas Opa sofrem variacio de fase (Opa* e Opa’) e variagdo
antigenica (opaA, opaB, opaC...), de uma forma analoga as varia¢des pili. Cada gene
opa € um gene completo com zona promotora, e é sempre transcrito em acido
ribonucleico (RNA). A variacdo de expressdo destes genes € conseguida variando a
unidade pentamérica de repeticdo localizada imediatamente a seguir ao codao de
iniciacdo ATG. Quando o nimero das repeticoes é divisivel por 3 (ex. 9, 12, 15) o gene,
ainda assim, apresenta-se no quadro de leitura, e é expressa uma proteina Opa (Opa®).
Qualquer outro nimero de repeticGes da unidade pentamérica resulta na transcricdo do

gene que esta fora do quadro de leitura de tradugdo e nenhuma proteina Opa € expressa
(Opa).
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Cada gene opa contém dois dominios hipervaridveis, que podem recombinar
com dominios semelhantes em outros loci opa. Assim, a expressao variavel dos genes
opa resulta em variacdo antigénica, devido as diferencas nas estruturas codificadas por
diferentes genes opa (Sparling 2008).

Lipoligossacarideo (LOS) - O peptidoglicano da membrana externa de
Neisseria gonorrhoeae possui LOS, que ndo tem agarrado ao core da molécula uma
longa cadeia polimérica de carbohidratos, assim, ao contrario do lipopolissacarideo
(LPS) das outras bactérias Gram negativas, o LOS é consideravelmente mais pequeno.
Existe uma grande variacdo de LOS entre estirpes e na mesma estirpe de N.

gonorrhoeae.

Uma Unica estirpe pode ter até seis variantes de LOS. Uma vez que 0s agucares
envolvidos no core do LOS formam antigénios importantes para as reagdes bactericidas,
a variagdo fenotipica destes antigénios pode ser patogenicamente importante. N.
gonorrhoeae com LOS curto é sensivel a resposta imunologica do hospedeiro e tem a
capacidade de invadir as células eucaridticas, enquanto N. gonorrhoeae com LOS
comprido ndo € sensivel a resposta imunolégica mas ndo € invasiva. Os genes
envolvidos na estrutura do LOS sofrem variacdo de fase por um mecanismo semelhante
ao envolvido na variacdo Opa. Certos locais do LOS imitam a estrutura de certos
glicoesfingolipidos humanos ajudando a evasdo ao sistema imune do hospedeiro. A
variacdo no core de acucares do LOS tem varias implicagdes importantes para a
patogénese (Patrone & Stein 2007). A habilidade da bactéria sializar o LOS (adi¢do do
acido neuraminico ao LOS pela sialitransferase) varia, porque o local a sializar
encontra-se num acucar terminal que é variavelmente expresso. Os gonococos
sializados estdo parcialmente protegidos contra os anticorpos anti-LOS e anti-Por
(Sparling 2008).

A toxicidade nas infecbes por N. gonorrhoeae € devida, em grande parte, aos
efeitos endotdxicos do peptidoglicano e do LOS, ambos estimulam a resposta
inflamatoria e a libertacdo do fator o de necrose tumoral (TNF-a), responsavel pela

maioria dos sintomas associados a doenca (Virji 2009).

Proteases da Ig A — A protease que reconhece a imunoglobulina Al (IgAl),

secretdria e sérica como substrato, é produzida por todas as estirpes de N. gonorrhoeae.
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Existem duas variantes da protease, genética e bioquimicamente distintas. Cada uma
delas cliva a IgAl resultando em dois fragmentos. Uma vez que a IgAl secretoria é a
principal arma de defesa imune mediada por anticorpos nas superficies da mucosa, a sua
clivagem pela protease prolonga a sobrevivéncia bacteriana extracelular nas mucosas do
hospedeiro. A perda da protease limita a habilidade de N. gonorrhoeae crescer nas
células epiteliais, aparentemente porque a protease da IgAl cliva uma proteina
intracelular (LAMP1) envolvida na compartimentacdo do fagossoma, mas nao

demonstrou reduzir a infetividade de N. gonorrhoeae (Sparling 2008).

Porinas - As porinas triméricas Por sdo as proteinas mais abundantes entre as
espécies de Neisseria, elas formam os poros hidrofilos de nutrientes e de ifes na
membrana externa. Foram identificadas duas classes de proteinas Por (P1A e P1B),
estas porinas sdo altamente imunogénicas, 0 que as torna importantes marcadores
serologicos e potenciais antigénios de prote¢do. Uma dada estirpe produz uma ou outra,
mas nunca ambas proteinas P1A ou P1B, sendo o produto do gene porB (Sparling
2008).

A porina P1B de N. gonorrhoeae tem a propriedade de modular a apoptose da
célula eucariotica através da interacdo com os canais dependentes de voltagem anionica
nas mitocondrias. As porinas também auxiliam na invasao celular e cooperam com 0s
pili para modular a sinalizacéo celular através da inducéo sequencial do fluxo de célcio

e na mobilizacdo do célcio intracelular para as células alvo (Virji 2009).

PIIT - A PIII é uma proteina passivel de modificacGes por reducdo (RMP), € a
proteina mais conservada em N. gonorrhoeae, associa-se as proteinas Por na formacéo
de poros na superficie celular. Esta proteina modifica o seu peso molecular aparente
guando se encontra no estado reduzido. Além disso, € uma proteina de interesse na
patogénese porque muitos dos anticorpos com atividade bactericida contra N.

gonorrhoeae sdo contra este antigénio (Sparling 2008).

Proteina H8 — Conhece-se pouco, acerca desta proteina, mas existem pelo
menos duas proteinas com epitopo de ligacdo reconhecido por anticorpos monoclonais
H8, em N. gonorrhooeae. Uma delas € a lipoproteina azurina (Laz) que esta envolvida

na defesa contra o stress oxidativo e toxicidade do cobre (Sparling 2008).
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FBP — Algumas das proteinas de ligacdo ao ferro séo recetores de ligandos de
ferro, como a transferrina, lactoferrina e hemoglobina. N. gonorrhoeae possui recetores
funcionais de transferrina e hemoglobina, mas nem todos possuem recetores funcionais
de lactoferrina. Em estudos com voluntéarios humanos estabeleceu-se que os recetores da
lactoferrina e da transferrina sdo essenciais para a infecdo experimental da uretra
anterior; a presenca de ambos 0s recetores confere uma vantagem seletiva na uretra
masculina. Desta forma, os recetores de lactoferrina e transferrina parecem assim ser
funcionalmente importantes para a infecdo da mucosa. A expressdao do recetor de
hemoglobina é sujeito a variagdo de fase e foi demonstrado que os isolados de mulheres
nas primeiras duas semanas do ciclo menstrual tém maior expressdo destes recetores
quando comparados com os isolados de mulheres na outra metade do ciclo ou isolados
de homens, sugerindo que a disponibilidade de hemoglobina seja uma vantagem
seletiva para a bactéria in vivo (Sparling 2008).

1.1.2 Fatores do hospedeiro que facilitam a infecéo

Nas infe¢Oes sexualmente transmissiveis, tal como em muitas outras infecdes,
raramente existe uma Unica causa mas sim, simultaneamente, multiplos determinantes
ao nivel individual e populacional a afetar a transmissdo e incidéncia. A sexualidade
humana e o comportamento sexual € o nucleo central em torno do qual os determinantes

de IST giram e sdo importante vetor para a transmissdo e evolucdo dos agentes.

Idade - A grande variabilidade na atividade sexual dos adolescentes é
globalmente influenciada por muitos fatores: geografia; a idade da primeira relacdo
sexual; tradicdo, religido e/ou regulamentacdo legal do sexo; industrializacdo,
desemprego e desigualdade econdmica; consumo de alcool ou drogas de abuso;
intervencdes nos comportamentos, incluindo educacdo sexual nas escolas; influéncias
parentais e dos media; padrGes de redes sociais e sexuais durante a adolescéncia,

incluindo a utilizacdo de internet (Koneman et al. 1997; Nahmias & Nahmias 2011).

Género - O sexo oferece, por si s6, uma ferramenta de poder do género em

muitas situacdes, desde a viola¢do durante os conflitos armados a violéncia doméstica, e

10
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tem feito isso durante o curso da histéria. Tanto nos paises desenvolvidos como nos
paises em desenvolvimento, é dificil para uma mulher insistir para que o seu parceiro
use o preservativo durante a relacdo se ele ndao o quiser (Swartzendruber et al. 2011).
Contudo, a desigualdade econémica e a pobreza engrossam esta falta de poder,
globalmente as mulheres tém pouco poder ndo s6 nas suas relagdes mas na sociedade
em geral — desigualdade de género. Esta vulnerabilidade pode conduzir ao trabalho
sexual para se sustentar ou simplesmente a incapacidade de se proteger de um parceiro
infetado. O preservativo de latex é eficaz na profilaxia da gonorreia genital. Por outro
lado, a utilizagdo de contracetivos orais, aumentam o risco de contrair a gonorreia. O
facil acesso as pilulas anticoncecionais permitiu maior liberdade sexual a&s mulheres,
aumentando a exposicdo ao agente causador, fazendo delas um importante fator de
transmissd@o, por serem, muitas vezes, portadoras assintomaticas da doenca. Durante 0s
ultimos cinquenta anos, as mulheres aumentaram o seu comportamento sexual de risco
(particularmente nos paises desenvolvidos) onde o comportamento de risco nos homens
permaneceu intato. A vulnerabilidade bioldgica da mulher devido ao seu nicho genital,
aumenta o risco de aquisicdo de muitas infe¢es sexualmente transmissiveis, incluindo a
infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), quando comparadas com 0s
homens. Para os homens o maior risco de aquisicdo de infecBes sexualmente
transmissiveis (IST) associado ao género esta relacionado com atividades sexuais entre
homens (Nahmias & Nahmias 2011).

Orientacdo sexual - A atividade sexual entre homens esta associada ao risco de
IST, incluindo a probabilidade aumentada de aquisicdo do HIV para o recetor de sexo

anal.

Um outro aspeto importante para a disseminacdo de IST/HIV € a ponte de
relacbes entre heterossexuais e homossexuais. Os estudos feitos sobre esta matéria
descrevem que a proporcao de homens que tém sexo com homens (MSM) que teve sexo
heterossexual é grande (Koneman et al. 1997; Hook & Handsfield 2008; Nahmias &
Nahmias 2011).

Whittington et al. (2002) cita varios estudos que revelam a reemergéncia de

gonorreia entre MSM na Europa.
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Comportamento sexual especifico - Sabe-se que o risco de aquisicdo de
gonorreia na pratica de sexo oral ¢ aumentado, estes “novos” nichos com novos agentes

a coexistir podem por sua vez afetar a evolucdo destes agentes (Johnson et al. 2001).

Em 2010 foi publicado um estudo realizado pela Universidade do Indiana onde
se verificou que o sexo oral e anal aumentou, naquela regido, comparativamente a 1992.
Um estudo realizado pela vigilancia nacional do Reino Unido demonstrou resultados
idénticos (Nahmias & Nahmias 2011).

Reincidéncia - Pacientes reincidentes com infe¢cGes por N. gonorrhoeae
contribuem de forma intensa para 0 aumento da incidéncia de gonorreia desde que
continuem a manter relagdes sexuais sob as mesmas condi¢cGes e com 0 mesmo tipo de
populacdo. Estas pessoas possuem maior risco de contrair uma segunda infecdo, uma
vez que uma primeira infecdo ndo confere protecdo contra outra exposicdo ao
microrganismo. A reincidéncia é um problema especialmente preocupante em doentes
jovens (Rice et al. 1991).

Mobilidade - A complexidade e heterogeneidade das redes sexuais da
atualidade associada as viagens, migracdo, e internet elevam a disseminacgédo das IST a
uma escala global. Altas taxas de deslocacdes geograficas e sociais, acompanhadas de
solid&@o e privacédo dos direitos individuais, aumentam a frequéncia de relacGes sexuais.
O papel que os camionistas tiveram na disseminacdo da epidemia do HIV na Africa
subsaariana, é exemplo disso (Nahmias & Nahmias 2011). A pobreza e as
desigualdades econdmicas estdo intimamente relacionadas com a migracdo e a sua
relacdo com o risco acrescido de IST esta ligada ao acesso reduzido a educacao e/ou a
saude (Rice et al. 1991).
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1.1.3 Caracteristicas da infecdo por Neisseria gonorrhoeae

N. gonorrhoeae infeta primariamente o epitélio colunar. A ligacdo ao epitélio
mucoso é mediada em parte pelos pili e pela proteina Opa. Apos 24 a 48 horas, ocorre a
penetracdo do microrganismo através das células epiteliais para chegar ao tecido
submucoso. H& resposta de leucocitos PMN, com descamacdo do epitélio,
desenvolvimento de micro abcessos submucosos e formacdo de exsudado (Edwards &
Apicella 2004).

Em infecBes ndo tratadas, os macréfagos e linfocitos substituem gradualmente os
leucocitos PMN. Esta infiltracdo mononuclear e linfocitaria anormal persiste nos tecidos
por varias semanas apos as culturas se tornarem negativas e a auséncia de detecdo de N.

gonorrhoeae pela histologia (Penna et al. 2000).

A cura de uma infecdo por N. gonorrhoeae ndo confere uma resposta protetora
ao individuo, apesar do sistema imune produzir resposta adequada com anticorpos anti-
N. gonorrhoeae, que inclui IgAl, contra as proteinas da superficie bacteriana. A
principal razéo para uma reinfecdo ¢é a variabilidade antigénica de superficie celular da
bactéria, especialmente a dos pili, opa e LOS fazendo com que a resposta imunologica
seja ineficaz (Virji 2009).

1.1.4 Epidemiologia

A reduzida forma de transmissdo desta bactéria, sendo a mais comum, a via
sexual, ou o fato de ter o ser humano como seu Unico hospedeiro, ndo impede 0 sucesso
e a persisténcia historica da bactéria como patogénio amplamente distribuido, fazendo

da gonorreia, uma das doencas bacterianas sexualmente transmissiveis, mais importante.

A lacuna da auséncia de um modelo animal, devido & infecdo por N.
gonorrhoeae ser estritamente humana, e a variabilidade antigénica da bactéria tem

prejudicado o desenvolvimento de uma vacina para a gonorreia.
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O controlo da gonorreia em muitas popula¢6es tem sido dificil e permanece um
exemplo primario da influéncia que os fatores demogréficos, sociais e comportamentais
exercem na epidemiologia de uma doenca infeciosa. A gonorreia e outras doencas
sexualmente transmissiveis sdo geralmente transmitidas por pessoas com infecOes
assintomaticas ou que tém sintomas ignorados ou ndo percebidos. Estima-se que 50 %
das mulheres e 10 % dos homens infetados com N. gonorrhoeae sejam assintomaticos
(MacDonald et al. 2011).

A resposta comportamental aos sintomas parece ser determinada pela educacéo e
por varios fatores demograficos e socioculturais, com excecdo onde a atividade sexual
se mantém por necessidade econdémica ou outros fatores como o uso de drogas. A
maioria das pessoas com sintomatologia genital cessa a atividade sexual e procura
assisténcia médica. Muitos dos transmissores da doenca pertencem a um subgrupo de
pessoas infetadas que ndo possuem ou ndo valorizam sintomas e nao cessam

espontaneamente a atividade sexual (Penna et al. 2000).

A infecdo gonococica apresenta alta contagiosidade, sendo o Homem o
reservatorio natural de N. gonorrhoeae, uma vez que a bactéria € patogénico
estritamente humano. O Homem doente constitui a fonte de infecdo, tendo por isso,
papel de grande veiculo disseminador. As mucosas, genital e anal, representam a porta

de entrada e saida do agente etiologico (Penna et al. 2000).

Importa também referir que as IST, nomeadamente a gonorreia, sdo o principal
fator facilitador da transmissdo sexual do HIV. Estudos epidemioldgicos forneceram
fortes evidéncias de que estas infecbes aumentam significativamente o risco de
aquisicao do HIV (Fleming & Wasserheit 1999).

A inflamacdo associada a infecdo sexualmente transmissivel enriquece o0s
tecidos das mucosas com células ativadas que sdo recetivas a infecdo pelo HIV,
podendo aumentar assim o acesso fisico a tais células. Igualmente importante é o fato da
inflamacéo do trato reprodutor poder aumentar os niveis de HIV nas secrecdes genitais
e conduzir ao aumento da infecciosidade e da possibilidade de transmissdao do HIV
(Cohen et al. 1997).
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1.1.5 Manifestagdes clinicas

Depois do contato sexual com um parceiro infetado e vencidas as barreiras
naturais da mucosa, apds um periodo de incubacdo relativamente curto (2 a 5 dias), a
infecdo evolui, para a doenca. Da-se um processo localizado, em alguns casos sem
maiores repercussoes, enquanto em outros ocorrem complicacdes no proprio aparelho

urogenital ou a distancia, provocando alteracdes sistémicas (Penna et al. 2000).

No homem - A uretrite aguda representa a manifestacdo mais frequente. Os
principais sinais e sintomas séo o corrimento uretral e dificuldade em urinar (disuria). O
corrimento pode ser inicialmente mucoide, tornando-se purulento em 1 a 2 dias. A
maioria dos casos de uretrite gonococica nao tratada evolui para cura espontanea em
algumas semanas. Uma pequena percentagem de homens € assintomatica, nao
apresentando sinais de uretrite. No homem, dependendo da extensdo da infecdo as
glandulas anexas, poderdo ocorrer complica¢des, como prostatite, epididimite e orquite.
A orquiepididimite poderd provocar a diminuicdo da fertilidade, levando até a
esterilidade. Pode também evoluir para quadros sistémicos, com todas as suas
manifestacdes, como a artrite gonocdcica, a sindrome de Fitz-Hugh & Curtis (peri-
hepatite gonococica) e complicacdes cardiacas e nervosas (Koneman et al. 1997; Hook
& Handsfield 2008).

Na mulher - O canal endocervical € o local priméario da infecdo gonocdcica. O
periodo de incubacdo da gonorreia na mulher € mais variavel e menos definido que nos
homens. Contudo, a maioria torna-se sintomatica no espaco de tempo de 10 dias. Os
sintomas predominantes resultam de cervicite, por vezes uretrite, 0s sinais mais
frequentes incluem corrimento vaginal, distria e metrorragias. Na mulher, quando a
gonorreia ndo é tratada, a infecdo pode ascender as trompas e ovarios originando a
chamada doenca inflamatoria pélvica (DIP), que é a mais importante complicacdo da
infecdo gonococica na mulher. A DIP pode estar relacionada com endometrite,
salpingite e peritonite. Alteracdes tubarias podem ocorrer como complicacdo dessa
infecdo, levando em 10% dos casos a oclusdo tubéria e a infertilidade. Nos em que nao
hé obstrucdo, o risco é o de desenvolvimento de gravidez ectopica. A sindrome de Fitz-

Hugh & Curtis na mulher resulta primariamente por extensdo direta de N.gonorrhoeae
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ou Clamydia trachomatis da trompa de Faldpio a cépsula hepética e ao peritoneu
adjacente (Koneman et al. 1997; Hook & Handsfield 2008).

Outras manifestacOes - Na gonorreia anoretal a maioria das pessoas permanece
assintomatica mas algumas apresentam proctite aguda, com dor, prurido, descarga

purulenta e hemorragia retal.

A maioria das infe¢des faringeas também permanece assintomatica. A infecdo da
conjuntiva ocular por N.gonorrhoeae é geralmente grave, com exsudado purulento, e a

ulceracdo corneana pode ocorrer se a infecdo nao for tratada com brevidade.

Cerca de 2% dos pacientes ndo tratados evoluem para a infecdo gonocdcica
disseminada, manifestando artralgia, mialgia, artrite simétrica e lesdes dermatologicas.

Ocasionalmente provoca complica¢fes, como endocardite e meningite.

A gonorreia na gravidez estd associada ao risco aumentado de aborto
espontaneo, parto prematuro, rutura prematura de membranas e mortalidade fetal

perinatal.

A conjuntivite gonococica do recém-nascido representa a manifestacdo mais
comumente reconhecida das infecdes neonatais por N.gonorrhoeae transmitida por
mées infetadas. O recém-nascido exposto & gonorreia pode também desenvolver doenca

sistémica, com sepsis e artrite (Koneman et al. 1997; Hook & Handsfield 2008).

1.1.6 Resisténcia de Neisseria gonorrhoeae a antibioticos

A resisténcia antimicrobiana (AMR) em N. gonorrhoeae tornou-se aparente logo
apos a introducdo dos antibidticos na prética clinica. O aparecimento de estirpes de
gonococos pouco sensiveis aos antibioticos tem causado interesse nos Gltimos anos no
campo das doencas sexualmente transmissiveis. A AMR de N. gonorrhoeae aumentou
rapidamente nos ultimos anos e reduziu as opc¢des de tratamento. O relatério de
vigilancia, do Centro para Prevencdo Controlo de Doencas Europeu (ECDC), da
suscetibilidade antimicrobiana gonocdcica na Europa em 2010 ilustra que este

microrganismo se tornou mais resistente aos agentes de tratamento mais comuns e
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demonstra suscetibilidade reduzida aos novos antibidticos, tornando a gonorreia uma

doenca potencialmente incuravel num futuro proximo (ECDC 2012).

A resisténcia as sulfonamidas desenvolveu-se rapidamente e, durante a segunda
guerra mundial essa terapéutica ja ndo era eficaz. Foi entdo introduzida a penicilina. O
tratamento efetuado com dose Unica de penicilina produzia cura em 100% dos casos. No
entanto, a expectativa de que N. gonorrhoeae viesse a desaparecer com 0 uso da
penicilina ndo se concretizou, sendo que durante a década 1950-1960 varios relatos
descreviam uma reducdo da sua sensibilidade a penicilina. Por volta de 1980 era
necessaria uma dose terapéutica 16 vezes superior aquela utilizada no tratamento em
1943. Em 1976 foram efetuados os primeiros relatos do isolamento de estirpes de N.
gonorrhoeae produtoras de penicilinase (PPNG). Essas estirpes sdao completamente
resistentes a terapia com penicilina (Patel et al. 2011).

A partir do final da década de 1980 comegaram a ser descritos altos niveis de
resisténcia cromossomica, envolvendo varias drogas comumente utilizadas no
tratamento da gonorreia. Entre estes farmacos estdo a espectinomicina
(aminoglicosideo), cuja resisténcia adquirida se deve a uma unica mutacdo. Este
farmaco foi introduzido para a terapia de infe¢des por N. gonorrhoeae resistente ou em
pacientes alérgicos a outros farmacos. A espectinomicina também pode ser considerada
como uma opc¢do terapéutica para as pessoas com infecdo gonocdcica urogenital que
ndo toleram as cefalosporinas. No entanto, € provavel que permaneca como um
tratamento alternativo, em vez de um recomendado, porque 0s niveis de resisténcia
desenvolvida, quando este aminoglicosideo foi amplamente utilizado em meados da
década de 1980, foram elevados. O primeiro isolado de N. gonorrhoeae resistente a
espectinomicina, foi relatado na india, em 2002. A maioria de N. gonorrhoeae
permanece sensivel a espectinomicina, exceto num relatorio que descreve trés estirpes
na Europa, que sdo, aparentemente, de uma s6 vez mutantes resistentes de alto nivel
(Patel et al. 2011).

Duas gramas de azitromicina (macrolido), por via oral, ttm mostrado ser
eficazes como terapéutica para a infe¢cdo gonococica ndo complicada, podendo dessa
forma ser considerada a opc¢do para as pessoas que tém reacOes alérgicas severas a

cefalosporinas. No entanto, a preocupacdo sobre o desenvolvimento de resisténcia
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antimicrobiana aos macrélidos devido a sua utilizacdo generalizada, recomenda o0 uso

restrito desse tratamento apenas as circunstancias indicadas (CDC 2012a).

Em 1989, em resposta ao aumento da frequéncia de isolamento de estirpes
resistentes a penicilina, tetraciclinas, estreptomicina espectinomicina nos EUA e
também em todo o mundo, o CDC recomendou a utilizacdo das cefalosporinas ou
fluoroquinolonas de amplo espetro para o tratamento de primeira linha da gonorreia néo
complicada. Politicas similares foram adotadas por varias organizaces nacionais em
outras partes do mundo (Patel et al. 2011). Percebeu-se que, entre as quinolonas, as
fluoroquinolonas tinham excelente absorcdo oral e boa distribuicdo nos tecidos. As
fluoroquinolonas alcangcam excelentes niveis nos fluidos intersticiais e a penetracdo nos
macrofagos é boa. Devido a sua excelente seguranca e tolerabilidade, estas tornaram-se
alternativas populares a penicilina e derivados de cefalosporina, no tratamento de varias
infe¢Oes, incluindo infecdo gonocacica (Garcia et al. 2008). As fluoroquinolonas foram
brevemente consideradas 0 agente antimicrobiano “ideal”, uma vez que estas possuiam
um largo espectro de atividade antimicrobiano. Rapidamente, 0 que parecia a solucao

para um problema revelou-se uma desilusao (Patel et al. 2011).

Até ao final de 1992, foram documentados no Japdo mais de quarenta por cento
de isolados resistentes a ciprofloxacina. Depois disso, as estirpes resistentes a
ciprofloxacina espalharam-se muito rapidamente da Asia para a Australia, Havai e
América do Norte. Até ao final do ano 2000, uma explosdo de isolados resistentes a
ciprofloxacina foi observada na india. Curiosamente, com o surgimento de estirpes
resistentes a fluoroquinolonas na india, observou-se um réapido declinio de PPNG. Em
resposta ao aumento de isolados resistentes a ciprofloxacina em todo 0 mundo, muitos
paises a partir do ano 2000 descontinuaram a recomendacéo de fluoroquinolonas para o
tratamento da gonorreia. Também na Europa se interrompeu a recomendacdo de
ciprofloxacina em 2005 (Patel et al. 2011).

Da mesma forma que se observou emergéncia de resisténcia as
fluoroquinolonas, pode-se futuramente deparar com a ocorréncia de resisténcia as
cefalosporinas, sendo importante determinar o perfil de sensibilidade dos isolados de
doentes com persisténcia dos sintomas ap0s a terapia. Ja comecam a ser descritos

isolados de N. gonorrhoeae com diminuicdo da sensibilidade as cefalosporinas de largo
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espectro. Existe descrita faléncia terapéutica com cefixima (cefalosporina oral) no
Japédo, Noruega, China e Reino Unido. A diminuicdo da suscetibilidade de N.
gonorrhoeae & ultima opgdo de linha de tratamento (cefalosporinas) associada a
demonstrada AMR a penicilina, macrolidos, tetraciclinas e quinolonas tornam N.
gonorrhoeae um microrganismo multirresistente (CDC 2007; CDC 2011a; CDC
2011b). Doentes que apresentem isolados com resisténcia ou diminuigdo de
sensibilidade a penicilina, tetraciclinas, cefalosporinas ou fluoroquinolonas devem ser

encaminhados a um laborat6rio de referéncia para confirmar o resultado (WHO 2012a).

1.1.6.1 Mecanismos da resisténcia aos antibioticos

Num ambiente hostil, em que os antibidticos estdo presentes, N. gonorrhoeae
pode selecionar para as varias alteracbes que resultam em resisténcia e faléncia
terapéutica. Os mecanismos de resisténcia aos antibidticos em N. gonorrhoeae podem
ser agrupados em os que envolvem o acesso reduzido do antibidtico ao local de destino

e 0s que envolvem a alteracéo do local de destino do antibidtico.

O acesso dos antibioticos ao local de destino pode ser limitado por uma reducéo
da permeabilidade da parede celular causada por alteracbes nas proteinas porina;
exportacdo ativa de antibioticos a partir da célula, por meio de bombas de efluxo; e

destruicdo do antibiotico antes de poder interagir com o alvo.

A alteracdo ou supressdo do local de destino dos antibidticos resulta numa
reducdo da sua afinidade para o antibidtico. Geneticamente, essas mudancas podem ser
mediadas por qualquer um dos elementos cromossémico ou extra cromossémico

(plasmideos).

Podem coexistir, num U(nico microrganismo, diferentes determinantes de
resisténcia de modo a que o nivel de resisténcia possa aumentar de forma incremental e

uma Unica estirpe possa ser resistente a varios antibiéticos (Patel et al. 2011).

A resisténcia mediada pelos plasmideos é atualmente limitada a penicilina e
tetraciclinas. Os plasmideos sdo transmitidos por meio de conjugacdo. Este processo

requer a presenca de um plasmideo de conjugacdo para mobilizar o plasmideo que
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transporta os determinantes de resisténcia. Uma vez que nem todas as estirpes possuem
plasmideos de conjugacdo, a taxa de propagacdo da resisténcia pode ser, em certa
medida limitada. No entanto, os plasmideos de conjugacdo também sdo transferiveis
durante a conjugacdo, de modo que algumas estirpes recetoras, do plasmideo que
confere resisténcia, tornam-se elas proprias dadoras do plasmideo de conjugacédo. Em N.
gonorrhoeae, a resisténcia mediada por plasmideo dissemina-se mais rapidamente do
que a resisténcia mediada por cromossoma (Patel et al. 2011).

Trés caracteristicas importantes da bactéria estdo na origem da resisténcia de N.
gonorrhoeae aos antibidticos: 1) a habilidade do seu genoma manter-se em constante
mutacdo e recombinacdo interna, resultando no envolvimento rapido das populacGes de
N. gonorrhoeae; 2) a aquisi¢do, por este microrganismo, de resisténcia externa total ou
parcial ou de genes de viruléncia de outras especies de Neisseria, e 3) a natureza
altamente transformavel da bactéria que pode libertar frequentemente DNA e incorporar
eficientemente DNA exogeno adquirido de outras espécies de Neisseria e de bactérias
relacionadas (WHO 2012a).

Resisténcia a penicilina - Os alvos dos agentes p-lactamicos séo as proteinas de
ligacdo a penicilina (PBP), enzimas localizadas na parede celular que participam no seu
metabolismo. Alteracdes nas proteinas PBP-2 e PBP-1 reduziram a sua afinidade para a
penicilina, e assim a suscetibilidade do microrganismo. A PBP-2 é codificada pelo locus
penA. O gene mtr medeia a sensibilidade a uma ampla gama de antibioticos, detergentes
e corantes por meio de um sistema ativo de efluxo. As mutacGes no locus penB resultam
na reducdo da permeabilidade da parede celular aos antibidticos hidrofilicos e outros
compostos. O efeito combinado das mutacGes penA e expressdao aumentada de mtr
resulta em aumento da concentracdo minima inibitoria (CMI) de penicilina. As estirpes
gue apresentam estas alteracdes, sdo denominadas N. gonorrhoeae cromossomicamente
resistente (NGRC). Além da resisténcia mediada pelo cromossoma, a resisténcia a
penicilina é também mediada por um plasmideo induzivel, TEM-1 tipo B-lactamase. A
enzima B-lactamase € conhecida por hidrolisar o anel B-lactdmico das penicilinas,
inativando-os. A resisténcia mediada por cromossoma é lenta e gradual, ao contrério, a
resisténcia mediada por plasmideo é um processo rapido, de etapa Unica. Pelo menos
seis plasmideos que codificam B-lactamase foram descritos em N. gonorrhoeae (Hook
& Handsfield 2008).
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A produgdo de B-lactamase (PPNG) e alteracfes cromossémicas (NGRC) podem
coexistir no mesmo isolado. Isto é importante pelo facto da utilizagdo clinica de
penicilina em combinag&o com inibidores de B-lactamase. Essas substancias, tais como
0 acido clavulanico e sulbactam, evitam que as pB-lactamases inativem a penicilina. Em
teoria, e, por vezes, na pratica, estes representam uma terapia oral eficaz para infecdes
por PPNG, mas 0s regimes mais comuns de combinagdes dose Unica de penicilina /
inibidor tém falhado (Patel et al. 2011).

Resisténcia a tetraciclinas — A resisténcia a tetraciclinas, de uma forma
homdloga da resisténcia a penicilina, deve-se quer a varias mutagdes no cromossoma
com efeitos aditivos quer a aquisicdo de um plasmideo que confere resisténcia. As
mutac6es nos locus mtr, penB e tet no cromossoma medeiam resisténcia de baixo nivel
a tetraciclinas. Niveis bem mais altos de resisténcia sdo encontrados nas estirpes de N.
gonorrhoeae que contém o plasmideo TC. O mecanismo de resisténcia mediado por
este plasmideo envolve a producdo de uma proteina citoplasmatica, que protege 0s

ribossomas da acdo das tetraciclinas (Hook & Handsfield 2008).

Resisténcia as quinolonas - As quinolonas mais amplamente utilizadas para o
tratamento da gonorreia sdo agentes de segunda geracdo, tais como a ciprofloxacina e
ofloxacina. Tal como no caso da resisténcia a penicilina mediada por cromossoma, a
resisténcia a estes antibidticos desenvolveu-se gradualmente ao longo de varios anos e

varias alteracGes cromossomicas estdo envolvidas.

O acesso das quinolonas aos seus alvos é reduzida por alteracbes na
permeabilidade da parede celular e, possivelmente, por mecanismos de efluxo. Os alvos

das quinolonas sdo topoisomerases, incluindo girase de DNA.

As mutacGes nos genes gyrA e parC medeiam resisténcia de alto nivel &s

quinolonas (Garcia et al. 2008).

A resisténcia as cefalosporinas - A suscetibilidade, de N. gonorrhoeae, alterada
as cefalosporinas ¢ mediada cromossomicamente. Dados recentes também sugerem que
a propagacdo da resisténcia destes microrganismos a cefalosporinas é bastante

semelhante ao da resisténcia a quinolonas (Patel et al. 2011).

Na maioria dos paises os farmacos de primeira linha normalmente utilizados sdo

as cefalosporinas de largo espectro ceftriaxona (injetavel) e o cefixime (oral). Contudo,
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a suscetibilidade de N. gonorrhoeae a ambos diminuiu em todo o mundo. O tratamento
de dose Unica (400 mg) com cefixime tem sido preferido em muitos paises, devido a
facilidade e eficacia de uma Unica dose oral e porque até 2010 apenas existia evidéncia
de faléncia terapéutica no Japdo. Contudo, foram descritos dois casos de faléncia
terapéutica com Cefixime em 2010 na Noruega, e trés casos em 2011 no Reino Unido.
Recentemente, foi encontrada uma estirpe de N. gonorrhoeae com alto nivel de
resisténcia a ceftriaxona (a Ultima opcdo de primeira linha para tratamento empirico)
(WHO 2012a).

1.1.7 Diagnostico de infe¢do por Neisseria gonorrhoeae

Os critérios laboratoriais recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude
para confirmacdo do agente etioldgico sdo: o isolamento em cultura de diplococos
Gram-negativo, oxidase-positivo confirmados com a utilizacdo da fermentacdo de
acucares (ou outro método de confirmacdo da espécie), ou a demonstracdo de DNA
especifico de N. gonorrhoeae em amostras clinicas por técnica de amplificacdo de
acidos nucleicos devidamente validada (WHO 2012b).

Meétodos tradicionais

O diagndstico laboratorial de gonorreia depende da identificacdo de N.
gonorrhoeae no local infetado. Até final dos anos oitenta o diagnostico laboratorial da
gonorreia estava limitado a coloracdo de Gram e ao isolamento da bactéria. A coloracéo
pela técnica de Gram é uma ferramenta rapida e tem sensibilidade comparavel a cultura
em homens com corrimento uretral. Assim, a coloracdo Gram de esfregaco do exsudado
uretral € o método mais utilizado para o diagndstico da gonorreia no homem
sintomatico, em funcdo da sua sensibilidade e especificidade. Contudo, para as mulheres
em funcdo da presenca de um ecossistema vaginal muito rico, a coloracdo Gram torna-
se pouco sensivel, sendo indicada a cultura de amostras do canal endocervical. Para

amostras de locais extragenitais (onde a especificidade da coloracdo Gram pode estar
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afetada pela presenca de Neisseria comensal), é também indicada a cultura (Whiley et
al. 2006).

O isolamento em cultura é sensivel e especifico para a detecdo de N.
gonorrhoeae, até a data, representa o Gold standard para o diagnostico laboratorial.
Adicionalmente ao seu baixo custo, a cultura possibilita a execu¢do do antibiograma
bem como a obtencdo do organismo vidvel para investigacdo epidemioldgica. Contudo,
a cultura necessita da colheita de amostras invasivas, que precisam ser transportadas sob
determinadas condi¢cfes para manter o microrganismo viavel. Além disso, o facto de N.
gonorrhoeae ser um microrganismo muito exigente dificulta o seu isolamento
(Hjelmevoll et al. 2006).

Métodos de Biologia molecular

As técnicas baseadas na pesquisa de acidos nucleicos comecaram a ficar
disponiveis no mercado no inicio dos anos noventa. Estes incluem as técnicas de
hibridacdo e as tecnicas de amplificacdo de &cidos nucleicos (NAAT). As técnicas de
hibridacdo de &cidos nucleicos utilizam sondas especificas de oligonucleotidos para
hibridar diretamente em N. gonorrhoeae presente numa amostra. Os valores da
sensibilidade e da especificidade destas técnicas demonstraram ser mais baixas que as

da cultura.

As NAAT para detecdo de N. gonorrhoeae sdo amplamente utilizadas para o
diagnéstico de gonorreia. Utilizam principalmente a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e tém como alvo varios genes de N. gonorrhoeae. As técnicas de PCR
sdo ha cerca de dez anos o método de eleicdo para o diagnostico de infecdo por
Clamydia trachomatis nos laboratorios de Microbiologia. Existem algumas NAAT
comerciais mas a grande maioria sdo técnicas preparadas in-house. As técnicas
comerciais utilizam NAAT em multiplex, com detecdo de Clamydia trachomatis e N.
gonorrhoeae em simultdneo. As NAAT in-house na sua maioria ndo utiliza tecnologia

em multiplex.

23



Introdugdo

Vantagens — Existem varias vantagens nas técnicas de amplificacdo de &cidos
nucleicos (NAAT) para a detecdo de N. gonorrhoeae. Uma das quais, maior
sensibilidade em relagdo & cultura. A superior sensibilidade das NAAT torna-as
particularmente apropriadas aos rastreios, permitindo o diagnostico de infecOes
sintomaticas e assintomaticas, o que é critico para o controlo da gonorreia (Whiley et al.
2006; Bignell 2009).

As amostras colhidas para realizagdo de NAAT néo necessitam que 0 organismo
esteja vidvel para ser detetado, por isso, requer condicdes de transporte da amostra

menos restringentes quando comparadas com as amostras colhidas para cultura.

As NAAT dao a possibilidade de utilizar amostras ndo invasivas, como a urina e
exsudados colhidos pelo préprio doente. Isto € particularmente Gtil em locais onde nao
estdo disponiveis servicos apropriados de saude e para populacdes especiais, com

restricGes culturais ou religiosas, que sem esta oportunidade ndo fariam a colheita.

Desvantagens — As NAAT para detecdo de N. gonorrhoeae tém algumas
limitacBes. Estas incluem os problemas tipicos associados a utilizagdo de qualquer
protocolo de NAAT, tais como custos elevados, contaminagdes, inibicdo da reacdo,
necessidade de controlo de qualidade exigente e, a maior desvantagem atual, a auséncia
de informacdo sobre AMR. Existem limitacfes relacionadas, particularmente, com as
sequéncias utilizadas como alvo para a detecdo de N. gonorrhoeae, podendo gerar falsos
positivos e falsos negativos. Isto acontece porque as sequéncias alvo estdo presentes em
certas espécies comensais de Neisseria ou ausentes em certas estirpes de N.

gonorrhoeae.

Desafios mais comuns associados a utilizagdo de NAAT

Os métodos que utilizam NAAT podem ser suscetiveis a inibicdo por
substancias que possam estar presentes nas amostras dos pacientes. Estas incluem, a
gonadotrofina coridnica § — humana, cristais, hemoglobina e nitritos, podendo originar
resultados falso negativos. Estes inibidores sao comuns em amostras de urina e portanto

sdo particularmente relevantes para a sensibilidade das NAAT na detecdo de N.
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gonorrhoeae. O problema pode ser resolvido com a utilizagdo de um controlo interno
(C1) de amplificacdo, que permite identificar quando a inibicdo ocorre (Whiley et al.
2008).

Existem vérios estudos a investigar a utilizacdo de técnicas moleculares para
detetar a resisténcia de N. gonorrhoeae a antibidticos. Estes estudos examinaram os
genes da PBP e os genes da gyrase A. Contudo, esta abordagem presentemente nao é
uma alternativa plausivel aos métodos fenotipicos dos testes de sensibilidade aos
antibiéticos porque muitos mecanismos genéticos de resisténcia ainda ndo foram

identificados.

Na opinido de Whiley et al. num estudo sobre testes de amplificacdo nucleica
para N. gonorrhoeae realizado em 2006 o facto de as NAAT nédo permitir informacao
sobre a resisténcia antimicrobiana aos antibioticos ndo € razdo para as excluir de
métodos de rastreio para detecdo de N. gonorrhoeae. Pelo contrario, aconselham um
logaritmo de teste que seria melhorado se as amostras com resultados positivos nas
NAAT fossem depois sujeitas a cultura para providenciar a informacédo antimicrobiana

por métodos fenotipicos.

A elevada sensibilidade das NAAT permite que os acidos nucleicos de
organismos ndo viaveis depois de tratamento com antibiotico sejam detetados. Portanto,
podem aparecer resultados positivos, se forem testadas amostras demasiado cedo apos
tratamento efetivo contra N. gonorrhoeae, resultando na administracdo adicional e
desnecessaria de antibiotico. Foi demonstrado que ap0s terapia com sucesso para N.
gonorrhoeae, as NAAT continuam a dar resultados positivos durante varios dias, mas o
DNA de N. gonorrhoeae desaparece das amostras urogenitais no fim de duas semanas
(Whiley et al. 2006).

Genes alvo para detecdo de N. gonorrhoeae

Os genes alvo mais frequentemente utilizados para a detecdo de N. gonorrhoeae
incluem o gene ccpB do plasmideo criptico pJD1, gene opa, gene 16S rRNA e o

pseudogene porA, entre outros. As sondas derivadas de oligonucleo6tidos do rRNA para
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detecdo de diferentes regides da subunidade 16S do ribossoma, tém elevada
sensibilidade e especificidade (Ho et al. 1992). Contudo, a técnica de PCR com este
alvo de detecdo (gene 16S rRNA) demonstrou ter menor sensibilidade que as que
utilizam os genes opa ou porA para a detecdo de N. gonorrhoeae (Gurtler et al. 2012).
Foi demonstrado que o gene ccpB do plasmideo criptico pJD1 também esta presente em
outras Neisseria spp. e pode estar ausente em alguns isolados de Neisseria gonorrhoeae.
(Whiley et al. 2004). Maze et al. em 2011 apresentou um estudo comparativo da
detecdo de N. gonorrhoeae, em amostras clinicas por técnica de PCR utilizando como
alvo de amplificacdo o gene opa e o pseudogene porA. Nesse estudo uma das amostras
foi positiva para 0 gene opa e negativa para o pseudogene porA e cultura, deixando a
questdo se se trataria de um falso negativo da técnica de PCR para o alvo porA ou de
um resultado falso positivo da técnica de PCR com o alvo opa, por responder.

O pseudogene porA de N. gonorrhoeae €, gracas a sua alta sensibilidade e
especificidade, das sequéncias alvo mais utilizadas em técnicas de PCR realizadas in-
house. Whiley et al. em 2006 investigou a utilizacdo do pseudogene porA de N.
gonorrhoeae como alvo para a técnica de PCR em tempo real em 636 amostras
urogenitais e extragenitais e reportou sensibilidade e especificidade de 100 %. Sendo
que esta técnica ndo demonstrou reacdes cruzadas com as 102 estirpes de Neisseria

comensal.

Apesar da homologia do pseudogene porA de N. gonorrhoeae com o gene porA
de N.meningitidis a técnica de PCR em tempo real utiliza as sequéncias alvo porA
especificas de N. gonorrhoeae e ndo tem reacGes cruzadas com o DNA de
N.meningitidis. A proteina PorA ndo é expressa em N. gonorrhoeae e por isso 0
pseudogene porA ndo estd sob pressdo imune. A porina PorA so é funcional em
N.meningitidis, apesar do gene porA estar presente em N. gonorrhoeae, contém
mutac6es que inativam as suas regides promotora e codificante. As espécies comensais

de Neisseria ndo demonstraram ter gene/pseudogene porA (Hjelmevoll et al. 2006).
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Desafios relacionados com as sequéncias de N. gonorrhoeae utilizadas em NAAT

A variacdo entre as estirpes de N. gonorrhoeaee e a continua alteracdo de
prevaléncia destas estirpes numa populacdo pode ter um impacto significativo sobre o
sucesso destas técnicas. Existe uma grande amplitude de estirpes de N. gonorrhoeae que
exibe variagdo genética consideravel e ndo estdo aleatoriamente distribuidas. Isto é, a
sua distribuicdo varia geografica e temporalmente e entre grupos de pacientes. Um
exemplo disto foi disponibilizado por estudos onde demonstraram que algumas estirpes
de N. gonorrhoeae né&o tinham o gene cppB, existindo assim potencial para resultados
falso negativos (Lum et al. 2005). Vérios estudos realizados na Austrélia apresentaram
resultados contraditérios em relacdo a ocorréncia de estirpes de N. gonorrhoeae com a
auséncia do gene cppB, indicando que a incidéncia destas estirpes varia entre grupos de
doentes, presumivelmente devido as diferencas no predominio dos subtipos de N.
gonorrhoeae nestas populagdes. Isto demonstra que uma NAAT, numa dada populagéo,
num determinado periodo, pode ser, bem sucedida mas pode nao refletir uma NAAT
adequada para a utilizacdo numa outra populacdo de pacientes ou até mesmo na mesma

populacdo mas num periodo extenso de tempo.

Também ja foram isoladas estirpes de N. gonorrhoeae com gene porA
recombinante, causando pontualmente resultados falso negativos por técnica de PCR.
Entre 2010 e 2011, foram identificados na Escécia trés isolados de N. gonorrhoeae que
ndo possuiam a sequéncia alvo do pseudogene porA (Eastick et al. 2012). O primeiro
caso australiano de N. gonorrhoeae isolado de uma amostra clinica no qual o
pseudogene porA de N. gonorrhoeae estava substituido pela sequéncia do gene porA de
N. meningitidis foi detetado em 2011 (Whiley et al. 2011).

A maioria dos resultados falso positivos observa-se quando espécies comensais
estdo presentes na amostra colhida (Walsh et al. 2011), estas bactérias sdo pouco
comuns nas amostras urogenitais, encontram-se frequentemente a colonizar a orofaringe

e menos frequentemente o reto (WHO 2012b).

A reacdo cruzada deve-se ao elevado grau de homologia das sequéncias entre N.
gonorrhoeae e as outras espécies de Neisseria. Existem duas fontes para esta

homologia. Primeiro, os genomas de N. gonorrhoeae e N. meningitidis sdo bastante
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semelhantes e pensa-se que tiveram um passado ancestral comum (Vazquez et al. 1993).
Segundo, as espécies de Neisseria tém a capacidade de aquisicdo de DNA externo
durante todo o seu ciclo de vida (Feavers & Maiden 1998).

Foram descritas reacdes cruzadas com os plasmideos de N. meningitidis, N.
lactamica e N. subflava, na utilizacdo do gene cppB como alvo para detecdo de N.
gonorrhoeae (Ho et al. 1992), por isso deve ser posteriormente efetuada a analise do
polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP) do DNA para confirmacdo da
espécie.

Valor preditivo positivo (PPV) - A especificidade das NAAT s&o em geral
elevadas, sendo a maioria superior a 98 %. Contudo, o seu valor preditivo positivo
depende da populacdo onde s&o utilizadas. O valor preditivo positivo pode ser
inaceitavel (< 90 %) em populacdes onde a prevaléncia de infecdo por N. gonorrhoeae é
baixa (Bignell & FitzGerald 2011). Se a especificidade de um teste for 99,5 %, entdo
0,5 % dos resultados positivos serdo falsos positivos. Assim, se a prevaléncia na
populacdo for 1 %, metade dos casos positivos podem ser resultados falsos positivos,
providenciando um valor preditivo positivo de 50 %. Em populagdes com muito baixa
prevaléncia de infecdo por N. gonorrhoeae (< 1 %) a especificidade destas técnicas nao
é perfeita, originando resultados falso positivos e consequentemente PPV inferiores a 90
% e obrigando a realizacdo de testes confirmatorios. Esta proporcao deve, portanto, ser
sempre tida em consideracdo (Bignell & FitzGerald 2011). Por esta razdo, é
recomendado o emprego de um segundo alvo de detecdo quando sdo utilizadas NAAT
para diagnéstico de N. gonorrhoeae para confirmacdo dos casos positivos (CDC
2002;Bignell & FitzGerald 2011; NHS 2012). Também os rastreios merecem
precaucdes a sua realizacdo. E recomendada a realizacdo de rastreios seletivos, apenas

em populac6es onde o risco é elevado (Whiley et al. 2006).

A amostra de urina para detecdo de N. gonorrhoeae

A urina utilizada para a detecdo de N. gonorrhoeae pela técnica de PCR tem a
vantagem de ser uma amostra de facil obtencdo, ndo invasiva. Este tipo de colheita é a

mais indicada para rastreios de infecdo por N. gonorrhoeae com NAAT, pelas razdes ja
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apontadas mas também porque possibilita o reconhecimento de portadores
assintomaticos. Contudo, nas mulheres a detecdo de N. gonorrhoeae com NAAT na
urina, dependendo do teste em particular, pode falhar em cerca de 25 % dos casos
devido a auséncia da bactéria na uretra. Por isso, o exsudado vaginal/cervical é a
amostra mais sensivel para a detecdo de N. gonorrhoeae com NAAT nas mulheres,
enquanto no homem a urina é Otima para detecdo de N. gonorrhoeae com NAAT,
permanecendo a amostra de elei¢cdo (WHO 2012b).
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1.2 Justificagdo da tese

As infe¢bes gonocdcicas continuam a ser uma das maiores preocupactes de
salde publica a nivel mundial. Representam mundialmente cerca de 106,1 milhdes de

novos casos por ano em infecBes sexualmente transmissiveis (WHO 2012b).

Com mais de 32 000 casos, a gonorreia foi a segunda infecdo sexualmente
transmissivel mais frequentemente reportada na Europa em 2010 (ECDC 2012). Apesar
de neste continente se viver uma situacdo menos grave que nos paises em
desenvolvimento, tanto a manutencdo de praticas sexuais desprotegidas aliada a livre
circulacdo de pessoas no espago europeu como o grau de mobilidade a nivel do planeta
levam a que as IST classicas e outras importadas surjam de modo regular (ECDC 2009).

Na Uni&o Europeia (EU) a gonorreia foi trés vezes mais frequente nos homens
que nas mulheres e mais de um quarto de todos os casos de gonorreia em 2010 (26 %)
foi reportado em MSM (ECDC 2012).

O Reino Unido, a Letonia, a Irlanda e Malta tém as maiores taxas de gonorreia
(> 10 /100 000 habitantes) na EU (ECDC 2012). As taxas mais baixas de gonorreia (< 5
por 100 000 habitantes) foram reportadas nos paises do sul da Europa (Grécia, Espanha,
Portugal), central e de leste (Bulgaria, Roménia, Poldnia, Eslovénia) mas também na
Finlandia. Contudo, em Portugal, no Chipre, na Irlanda, na Finlandia, na Noruega e na
Suécia 0 numero de casos de gonorreia reportados, por cem mil habitantes, aumentou

nos ultimos trés anos.

Apesar de Portugal apresentar, segundo os dados do relatorio de vigilancia de
IST na Europa entre 1990-2010, baixas taxas de incidéncia de gonorreia (< 5 casos por
100 000 habitantes) o namero de casos de gonorreia reportados entre 2006-2010
aumentou mais de 50% (ECDC 2012).

Existem duas tendéncias distintas relativamente a gonorreia na EU nas ultimas
duas décadas: 1) A diminuicdo do numero de casos notificados por paises com altas
taxas de notificacdo de gonorreia, por exemplo Bulgaria, Estonia, Letdnia, Republica
Checa e Roménia; 2) até 1999, a diminuicdo do niumero de casos e no inicio da década

do ano 2000, o nimero total de casos notificados voltou a aumentar. As anteriores
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elevadas taxas, observadas anteriormente nos paises da Europa de Leste e Central,
podem refletir o resultado do rastreio da populacdo e numa notificacdo consistente por
parte dos servicos de salde. A diminuicdo do nimero de casos pode refletir a alteragdo
nos sistemas de saude (privatizacdo) e o declinio na rotina de notificacdo que conduz a
subnotificacdo e ao aumento substancial de infecGes que permanecem sem ser

diagnosticadas.

O relatério, do ECDC em 2012, de vigilancia Europeu de IST na Europa entre
1990 e 2010 indica que a informacdo sobre IST é obtida de servicos especialmente
dedicados (consultas IST) em vez de servicos de saude generalistas. Além disso, muitos
paises obtém informacdo através de vigilancia sentinela, o que sugere que o nimero
atual de casos notificados pode estar grosseiramente subestimado bem como muitos
casos ficam por diagnosticar e, consequentemente, por notificar. Esta situacdo torna

dificil a avaliacdo correta da situacéo epidemiolégica na EU.

A informacdo epidemiologica sobre IST em Portugal é escassa (Health
Protection Agency 2008; ECDC 2009), excecdo feita para a infecdo por HIV que é
objeto de programa proprio, mas parece verificar-se um cenario andlogo ao de outros
paises europeus, nomeadamente no tocante a distribuicdo das infegdes mais relevantes

nas grandes cidades (Costa et al. 2010).

O numero de casos notificados em Portugal em 2010 foi de 89. Desde 2004 que
0 nmero de casos de infe¢do por N. gonorrhoeae diagnosticados tem vindo a aumentar
atingindo em 2009 um valor maximo desde o inicio dos anos noventa com 114 casos

notificados.

A situacdo atual em Portugal é a inexisténcia de dados epidemioldgicos fiaveis
sobre IST por varios motivos, entre eles a subnotificacdo, a maior tradicdo de procura
das consultas privadas de ginecologia ou urgéncia generalista de hospitais em relacdo a
servicos com consulta dedicada a IST. O numero de casos reais de IST ndo é assim

conhecido.

Em Portugal, o nimero de doentes em consultas sobre IST tem aumentado. Por
outro lado, a resisténcia de Neisseria gonorrhoeae aos antibiéticos tem sido relatada.

Por estas razGes pensa-se que, também em Portugal, o nimero de novos casos de IST
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venha aumentando nos Gltimos anos. Os adolescentes e adultos jovens sdo geralmente
0s mais afetados, assim como aqueles que tém dificuldades de acesso aos cuidados de
salde. No entanto, em Portugal, conhece-se muito pouco sobre a prevaléncia de IST em
grupos especificos.

A gonorreia demonstrou estar associada ao aumento da disseminagdo do HIV,
assim como de outras IST.

A elevada prevaléncia do HIV, em Portugal, parece indicar que existem nimeros
elevados de outras IST. Em Portugal, pese embora o nimero absoluto de casos de HIV
ser superior como consequéncia da transmissdo heterossexual, € nas chamadas
populacbes vulnerdveis que se concentra o risco mais elevado de infecdo, e € através
delas que a infecéo tende a ser transmitida. Os homens que fazem sexo com homens, tal
como os trabalhadores do sexo e utilizadores de drogas constituem atualmente a
populacdo onde existe a chamada “epidemia concentrada” de infegdes pelo HIV
(Ministério da Saude 2011). Provavelmente a gonorreia, tal como a infecdo pelo HIV,
segue a mesma tendéncia.

Sabe-se também que, em Portugal, fatores reconhecidos como responsaveis por
uma maior incidéncia das IST, nos Gltimos anos, tém vindo a ganhar relevo, como, por
exemplo, o aumento do nimero de viajantes, dos migrantes, dos comportamentos
sexuais de risco e a deterioracdo das respostas das estruturas de saude no controlo de
IST (Ministério da Saude de Portugal 2004).

Em 1887 foi criada em Portugal a primeira consulta de "Moléstias Syphiliticas e
Venéreas" por D. Thomaz de Mello Breyner, no Hospital do Desterro. Em 1927 foi
criado pelo decreto 14803 o Dispensario Central de Higiene Social de Lisboa e
posteriormente foram criados servi¢os idénticos nos varios distritos do pais. A extincao,
na década de 80, dos dispensarios centrais de Lisboa e Porto, constituiu um retrocesso
na luta contra as doencas venéreas, porque ndo foram substituidos por servicos com

caracteristicas semelhantes (Instituto Camdes 2006).

As pessoas com doencas sexualmente transmissiveis sdo observadas nas
consultas de venereologia dos hospitais centrais e distritais, nas consultas de

ginecologia, urologia e nos servicos de urgéncia.
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Na literatura, até onde foi possivel pesquisar, em bases de dados nacionais e
internacionais, existem poucos estudos sobre a prevaléncia e detecdo de N. gonorrhoeae
com NAAT em Portugal, especialmente da populagdo em estudo. A exce¢do do estudo
realizado por Costa et al. em 2010 que também abordou a populacdo de uma consulta de
venereologia, os estudos encontrados sobre IST em Portugal foram abordados em
populacBes como migrantes Africanos (Téavora-Tavira et al. 2007) e adolescentes
gravidas (Costa 2009; Costa et al. 2011). N&o foram encontrados estudos nacionais que

abordassem a avaliacdo de NAAT para a detecdo de N. gonorrhoeae.

A implementacdo de NAAT no diagnostico de infecdo por N. gonorrhoeae
permite um diagnostico mais célere e sensivel desta infecdo que a cultura, assim como a
utilizagdo de amostras colhidas por meios ndo invasivos, como a urina. As colheitas de
urina pela facilidade de obtencéo facilitam a adesdo a rastreios em populagdes onde se
justifiquem, identificacdo de portadores assintomaticos e maior adesdo de diagnostico

dos contatos sexuais, contribuindo para quebrar a cadeia de transmissdo da gonorreia.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Detecdo de Neisseria gonorrhoeae por técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em amostras de urina de individuos que procuraram a consulta de
venereologia do Hospital de Santa Maria no primeiro semestre de 2011.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a prevaléncia de Neisseria gonorrhoeae nos doentes em primeira
consulta da consulta de venereologia do Hospital de Santa Maria, durante o

primeiro semestre de 2011;

2. Comparar duas tecnicas de PCR na detecio de DNA de Neisseria

gonorrhoeae;

3. Determinar a percentagem de portadores assintomaticos de infecdo por

Neisseria gonorrhoeae e de coinfeccdo com Clamydia trachomatis;

4. Estudar associacbes do diagndstico de infecdo de gonorreia com fatores

sociodemogréaficos e clinicos.

34



Material e Métodos

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caraterizacao da populacéo em estudo

Foram estudadas 145 amostras de urina provenientes de utentes que foram
observados na consulta de venereologia do Hospital de Santa Maria em Lisboa no
primeiro semestre de 2011. Foi colhida e estudada uma amostra de cada utente. Estas
urinas foram colhidas para rastreio de infecdo por Clamydia trachomatis no HSM e para
detecé@o de Neisseria gonorrhoeae no IHMT — UNL.

Dos processos dos utentes foram obtidos os seguintes dados:

1 Sexo;

2 Idade;

3. Orientacéo sexual;

4 Diagnostico prévio de Sifilis e de infecdo por HIV, Clamydia

trachomatis, N. gonorrhoeae e HPV;
Escolaridade;
Nacionalidade;

Numero de parceiros sexuais nos ultimos 6 meses;

© N o’

Motivo da consulta.
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2.2 Desenho do estudo

A Colheita/Conservagao das amostras de urina
B Extracdo do DNA

C Amplificacdo e detecdo de um fragmento de 132pb do

pseudogene porA pela técnica de PCR em tempo real

D Amplificagdo de um fragmento de 390pb do gene ccpB do
plasmideo criptico pJD1 de N. gonorrhoeae pela técnica de
PCR e detecéo do produto amplificado por eletroforese

E Digestdo enzimatica do produto amplificado, pela técnica
anterior, atraves da enzima de restricdo Mspl e detecdo dos
produtos de restricdo (fragmentos 250 pb e 140 pb) por
eletroforese - RFLP

2.2.1 Colheita/Conservacdo das amostras de urina

Os utentes colheram as amostras do primeiro jato de urina (10 — 30 ml) sem que
tenham urinado pelo menos uma hora antes da colheita. As amostras foram
centrifugadas a 1788.8 x g durante 45 minutos, o sobrenadante foi rejeitado e, apos
homogeneizacdo, foram separadas aliquotas de 1,2 ml de cada sedimento. As aliquotas
foram divididas em trés replicados e conservadas a -20 graus °C até a extracdo, tendo

sido estudadas no maximo até 60 dias apds a colheita.
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2.2.2 Extracao do DNA

A extracdo do DNA total foi efetuada a partir dos sedimentos de urina, ap6s o
seu descongelamento, com o recurso ao kit comercial JetQuick (Blood and cell
cultureDNA Spin Kit®, Genomed) de acordo com as instrugdes do fabricante. Foram
utilizados 400pL do sedimento. A cada sedimento foram adicionados 3pL de uma

diluigdo 10'5 de CI para funcionar como DNA molde (ver 2.2.3 controlo interno).

O primeiro passo da extracdo foi a digestdo com proteinase K, que é uma
protease isolada a partir de um fungo saprofito: Tritirachium &lbum. Com alta
especificidade para o substrato, a proteinase K cliva na extremidade carboxil dos
aminodcidos inativando a atividade das nucleases durante a preparacdo do DNA. Apos a
adicdo do tampéo de lise (K1) prosseguiu-se com a purificacdo do DNA e eliminacéo
dos residuos organicos utilizando o etanol para desnaturar/inativar a proteinase K e 0s
tampdes solventes organicos KX e K2. Seguiu-se a obtencao final do DNA apos eluigédo

com TE (tampao de eluicdo Tris-HCL) fornecido pelo fabricante.

2.2.3 Amplificacdo e detecdo de um fragmento de 132pb do pseudogene porA por

técnica de PCR em tempo real

Primers e Condic¢es da técnica de PCR

As sequéncias dos primers forward e reverse utilizados para detetar um
fragmento do pseudogene porA de Neisseria gonorrhoeae foram 5°-
CGGTTTCCGTGCGTTACGA -3" e 5- CTGGTTTCATCTGATTACTTTCCA -3,
respetivamente. A sequéncia da sonda (TagMan) para a identificacdo do produto
amplificado do pseudogene porA foi 5- FAM-
AAGTAGCAGGCGTATAGGCGGACTVTGC-DB-3". A amplificacdo teve lugar no
termociclador RotorGene-3000 da QIAGEN®. Foi utilizada a mistura de reacdo

comercializada Master Mix (2x) sensiMix™™ Probe Kit adicionada dos primers na
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concentracdo de 0,4 UM e da sonda de 0,2 uM. As condigdes de amplificagéo foram de
um periodo de ativacdo da polimerase de 5 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de
95°C durante 15 segundos, e 61°C durante 60 segundos. Foram adicionados 3,6uL de
DNA extraido de cada amostra a 14,4 puL de mistura de reacdo. Em cada série de

amostras estudadas foram utilizados os seguintes controlos:
Controlo Positivo

Constituido por diluicbes em TAE de DNA extraido de uma estirpe de referéncia
de Neisseria gonorrhoeae (ATCC3857).

Controlo Negativo
O DNA foi substituido por agua desionizada esterilizada.
Controlo Interno

Para controlar a extracdo do DNA como também uma possivel inibicdo da
técnica de PCR foi utilizado um controlo interno (CI) de amplificacéo.

Para tal utilizou-se a seguinte sequéncia sintética de oligonucleotidos de 100pb
como alvo de amplificacao
5’GTGCTCACACCAGTTGCCGCGGAAAGTATGTGGAATGTTAACACACCCAC
CACACCCACACACGTGTTGATCAATTTCGAGATGCGAGCTGCCAAGC-3’

As sequéncias dos primers forward e reverse para o Cl foram
5-GTGCTCACACCAGTTGCCGC -3 e 5- GCTTGGCAGCTCGCATCTCG -3,

respetivamente, sendo a sequéncia da sonda (TagMan):

5-ATTGTGTGG GTGTGGTGTGGGTGTGTGC -3° CY5/BHQ3

A concentracdo final por reacdo de cada primer foi de 0,2uM sendo a sonda de
0,1uM.
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2.2.4 Amplificacdo de um fragmento de 390pb do gene ccpB do plasmideo criptico

pJD1 por técnica de PCR e detecdo do produto amplificado por eletroforese

2.2.4.1 Primers e Condic¢0es da PCR

O alvo de amplificacdo na pesquisa de Neisseria gonorrhoeae por técnica de
PCR foi um fragmento de 390 pb do gene ccpB do plasmideo criptico, técnica baseada
em Ho et al. (1992). As sequéncias dos primers utilizados foram:
HO1-5 GCTACGCATACCCGCGTTGC 3
HO3-5" CGAAGACCTTCGAGCAGACA X
A mistura de reacdo de PCR foi constituida por:
o agua desionizada esteril
o 1x tampdo de reacdo da Tag 160 mM (NH,),SO,4, 670 mM tris HCL [pH
8,8], 0,1% tween-20) (Biotag®, Bioline)
o 2 UM de cloreto de magnesio (MgCl,) (Biotag®, Bioline)
o 4 uM de desoxirribonucleotidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Amersham
Pharmacia Biotech®)
o 0,5 uM de cada primer, HO1 e HO3 (Invitrogen®)
o 0,04 U de enzima Taq DNA polimerase (Biotag®, Bioline)
A mistura de reacdo foram depois adicionados 5 pL de DNA extraido de cada
amostra de urina, perfazendo um volume total de reacdo de 25 pL por tubo. Como
controlo positivo utilizou-se o referido na técnica de PCR em tempo real e como

controlo negativo, o0 DNA foi substituido por agua desionizada esterilizada.

A amplificacdo foi efetuada no termociclador Eppendorf® (Mastercycler
personal), com as seguintes condi¢fes de amplificacao:

. 1 ciclo a 95°C durante 2 minutos

o 40 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 61°C durante 1 minuto, 74°C

durante 30 segundos

No final, o termociclador mantém-se a 4°C para conservar 0 produto

amplificado.
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2.2.4.2 Visualizagao dos produtos de amplificagao

Os produtos de amplificacdo foram analisados apos eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, em tampéo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x (40 mM Tris-Acetato, 1 mM
EDTA; pH 8.3) ao qual se adicionou brometo de etidio na concentragao final 0,5 pg/ml

(Sigma®, EUA).

Uma vez polimerizado, o gel foi colocado numa tina de electroforese (Horizon®
11.14, Amersham Pharmacia Biotech) e mergulhado em tampdo TAE 1x.
Posteriormente, a 10 ul de produto de amplificagcdo foi adicionado 3 pl de uma solucéo
saturada de sacarose corada com azul de bromofenol 6 x DNA loading dye (0,03% azul
de bromofenol, 0,03% xileno cianol FF, 60% glicerol, 60 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI
[pH 7.6]) (Fermentas, Reino Unido). A migracdo dos produtos de amplificacdo no gel
foi realizada simultaneamente com um marcador de massa molecular de 500 pares de
bases (pb) (Hiperladder V®, Bioline) com bandas regularmente espacadas a partir dos
25 pb, tendo-se adicionado 5 ul de marcador. Apds a aplicacdo dos produtos de
amplificacdo e do marcador de massa molecular no gel, foi aplicada uma corrente
eléctrica de 100 volts (V) durante 60 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados
foram visualizados no transiluminador (Gel Doc XR®, Biorad) sob luz ultravioleta
(UV), equipamento que permite a captacao de imagem digital do gel exposto a radiacao

devido a emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio intercalado na cadeia de DNA.

Em cada analise foi sempre aplicado pelo menos um controlo positivo e outro

negativo.

Um produto de amplificagdo foi considerado “provavel positivo” para detecdo
de N. gonorrhoeae quando era visualizada uma banda correspondente ao fragmento de
390 pb. Estes resultados eram validos com as condi¢fes de o controlo negativo nao
demonstrar bandas e o controlo positivo demonstrar a banda esperada apds a

amplificacao.
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2.2.5 Anélise do polimorfismo dos fragmentos de restri¢do - RFLP

2.2.5.1 Digest&o enzimatica

Para a confirmacdo da especificidade dos produtos de amplificagdo “provaveis
positivos” para Neisseria gonorrhoeae aqueles foram posteriormente submetidos a

digestdo enzimaética.

A 10 pul do produto obtido pela técnica de PCR tendo como alvo de amplificacdo
0 gene ccpB foi adicionado 1x tampéo da enzima e 5 U da enzima de restricdo Mspl
(MBI Fermentas®), num volume total de reacdo de 20 pl. Esta solucdo foi incubada a
37°C em banho-maria durante a noite, apds a incubacdo seguiu-se a visualizacdo dos

produtos desta digestao por eletroforese.

2.2.5.2 Visualizagao dos produtos de digestao

Os produtos de digestdo foram analisados apos eletroforese em gel de agarose a
2%, em tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA; pH
8.3) e ao qual se adicionou brometo de etidio na concentragao final 0,5 pg/ml (Sigma®,
EUA).

Uma vez polimerizado, o gel foi colocado numa tina de electroforese (Horizon®
11.14, Amersham Pharmacia Biotech) e mergulhado em tampdo TAE 1x.
Posteriormente, a 10 ul de produto de digestdo foi adicionado 3 pl de uma solugdo
saturada de sacarose corada com azul de bromofenol 6 x DNA loading dye (0,03% azul
de bromofenol, 0,03% xileno cianol FF, 60% glicerol, 60 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI
[pH 7.6]) (Fermentas, Reino Unido). A migracdo dos produtos de digestdo no gel foi
realizada simultaneamente com um marcador de massa molecular de 500 pares de bases
(pb) (Hiperladder V®, Bioline) com bandas regularmente espacadas a partir dos 25 pb,
tendo-se adicionado 5 ul de marcador. Apos a aplicagdo dos produtos de digestdo e do
marcador de massa molecular no gel, foi aplicada uma corrente eléctrica de 100 volts

(V) durante 60 minutos. Os fragmentos de DNA resultantes da digestdo foram
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visualizados no transiluminador (Gel Doc XR®, Biorad) sob luz ultravioleta (UV),
equipamento que permite a captacdo de imagem digital do gel exposto a radiacdo
devido a emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio intercalado na cadeia de DNA.

Em cada analise foi sempre aplicado pelo menos um controlo positivo e outro

negativo.

As amostras foram consideradas positivos quando se observavam duas bandas,
uma de 140 pb e outra de 250 pb.

2.3 Populacéo e amostragem

Para o tamanho da amostra possibilitar o estudo transversal dos pacientes
infetados com Neisseria gonorrhoeae o célculo da amostra foi efetuado pela férmula de
Wald para um nivel de confianca de 95% e um erro de previsdo de 3,3%. Determinou-se
entdo que para qualquer tipo de prevaléncia esperada seriam necessarias cerca de 142
amostras (ver célculos). De acordo com um estudo epidemioldgico e laboratorial sobre
IST em adolescentes, com recurso a utilizacdo de NAAT, realizado por Jodo Borges da
Costa (2009a), as infecGes por N. gonorrhoeae apresentaram uma prevaléncia de 4,2%,

tendo-se utilizado este valor para o célculo de amostragem a usar no presente estudo.
Calculo do tamanho da amostra:
n>[ Z%p* (1-p*) / A*] (Gongalves 2011)
p* = 0,042 (prevaléncia do estudo piloto 4,2%)
Z = 1,96 (para um coeficiente de confianca de 95%)
A =0.033 (para um erro de previsao de 3,3%)

n>[1.96%x0.042 x 0.96/0.033% | = [ 142.23] = 142
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2.4 Critérios de incluséo

Foram incluidas no estudo 145 amostras de urina dos utentes observados na
consulta de venereologia do Hospital de Santa Maria (HSM) no primeiro semestre de
2011 que realizaram o rastreio de infecdo por Clamydia trachomatis. O rastreio foi

proposto a todos os doentes, independentemente do motivo da consulta.

No periodo do estudo ndo houve doentes que recusassem o rastreio.

2.5 Tratamento e andlise dos dados

O tratamento e a analise dos dados foram efetuados através do software de
tratamento de dados estatisticos IBM SPSS® Statistics (Statistical package for the
social sciences, versdo 20, SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Além da analise exploratoria e estatistica descritiva dos dados, foram efetuados
alguns testes de hipoteses, com uso de nivel de significancia de 5 %. Na analise da
independéncia de duas varidveis qualitativas ou comparacdo de propor¢cdes em grupos
independentes, utilizou-se o teste do Qui-quadrado de Pearson ou, alternativamente, o
teste exato de Fisher quando alguma das frequéncias esperadas foi inferior a 5. Quando
foram encontradas associacdes significativas, o phi (¢) também foi utilizado. Na analise
das variaveis ordinais ou quantitativas continuas foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney.
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3 RESULTADOS

3.1 Estatistica descritiva da populacgéo e variaveis estudadas

A populacdo estudada foi constituida por 80 % (116/145) de homens e 20 %
(29/145) de mulheres.

A média de idades foi de 32,01 anos, com um desvio padrdo igual a 12,746 e

com um minimo de 14 anos e um méaximo de 81 anos.

Em 64,1 % dos casos (93/145) a nacionalidade dos utentes era Portuguesa,
seguindo-se em frequéncia a nacionalidade dos paises de lingua oficial portuguesa:
Brasil 10,3 % (15/145), Angola 6,2 % (9/145) e Cabo Verde 3,4 % (5/145).

Em relacdo & orientagéo sexual 86,2 % (125/145) foram utentes heterossexuais e
13,8 % (20/145) MSM.

Homens Mulheres Total

n=116 (80%) n=29(20%)  n= 145

Idade média 325 30,2 32,0

Pais nascimento

Portugal 71 22 93
outro 45 (38,8 %) 7 (24,1 %) 52 (36,1 %)

Orientacdo sexual

MSM 20 (13,8 %)

Heterossexuais 96 29 125

Tabela 1. Estatistica descritiva da populacédo
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No nivel de escolaridade, os quatro niveis mais frequentes (figura 3) foram
licenciados 24,1 % (35/145), 12° ano 19,3 % (28/145), 9° ano 17,2 % (25/145) e 4° ano
11,7 % (17/145). A média de anos de escolaridade foi de 10,60 (s = 4,020, n =143).

A média de parceiros nos Ultimos 6 meses foi de 1,76 % (s = 1,340), com um
minimo de 0 e um méximo de 10. O valor estatistico da moda para esta variavel foi um

parceiro nos Ultimos 6 meses, conforme descrito por 59,31 % (86/145) dos pacientes.

Foram referidos antecedentes de IST por 24,5 % (35/145) dos utentes, pelo
contrério 75,5 % (108/145) dos pacientes ndo referiram IST prévia. Sendo que em 1,4 %

dos casos (2/145) essa informacéo foi omissa.
Dos utentes estudados, 4,83 % eram HIV positivos (7/145).

No que diz respeito a0 que motivou a consulta, 0 motivo mais frequente foi
“condiloma”, correspondendo a 26,9 % (39/145) dos casos estudados, seguida em
frequéncia por “corrimento uretral/cervical” (20 %, 29/145), “referencia¢do de parceiro”
(10,3 %, 15/145), “herpes genital”, (9,7 %, 14/145) e “balanite” (9 %, 13/145) (Figura
1).

Motivo da consulta

30

20

15 H—

Percentagem
10 + —

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17

Legenda: 1- condiloma; 2- corrimento uretral/cervical; 3- sifilis priméria; 4- sifilis secundaria; 5- sifilis
latente; 6- monitorizacdo VDRL; 7- herpes genital; 8- molusco contagioso; 9- rastreio IST; 10-
referenciacdo de parceiro; 11- balanite; 12- HIV; 13- manchas genitais; 14- liquen escleroso; 15-
uretrite/artrite; 16- abcesso genital; 17- dor testicular; 18- candidose

Figura 4: Distribuicdo da populagdo em estudo pelo motivo que originou a consulta
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3.1.2 Resultados Laboratoriais

Foi detetado DNA de Neisseria gonorrhoeae em 5,5% dos utentes estudados

(8/145) pelas duas técnicas utilizadas no estudo (figuras 5 e 7).

“ CP1:100 9109 ——=—

» CP 1:10 \\\

Fluorescence
w

Cycle

Figura 5: Gréafico das curvas de amplificacdo resultantes da emissdo de fluorescéncia
pelos produtos amplificados por técnica de PCR em tempo real. CP1:10- controlo
positivo N. gonorrhoeae diluicdo de 1:10, CP1:100- controlo positivo N. gonorrhoeae

diluicdo de 1:100, CN- controlo negativo, 9109- amostra de doente.

N&o se verificou inibicdo de amplificacdo pelo CI em nenhuma das amostras

testadas por técnica de PCR em tempo real (figura 6).

& Analysis-Only Rotor -Gene VIRTUAL MODE - N gonorrhoeae 62°C com Controlo Interno 2012-08-23 (3) - [Raw Channel (Cycting A.Cy5)]
X e dewrss Gan Vew Wrrdow Heb

A0 e ok I @ 4

“ e : ) 5
o o | b Sty tleTere.  Seroks e g Araroe

Charnnels 53 Crng A#a% 2 CydmaA X0€ o Crang ARCK 2 Cydma ACYS

tmre 61 B3 93 VIRTUAL MOGE

Figura 6: Gréfico das curvas de amplificagdo resultantes da emissdo de fluorescéncia

pelo produto amplificado (controlo interno) por técnica de PCR em tempo real
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390pb —»

M 9165 6

CP CN M

390pb —»

Figura 7: Gel de agarose com visualizagdo das bandas de 390 pb resultantes da
amplificacdo de um fragmento do gene ccpB do plasmideo criptico pJD1 de Neisseria
gonorrhoeae, apds exposicdo a luz UV. CP- controlo positivo, CN- controlo negativo,
M- marcador de pesos moleculares (HyperLadder V®, Bioline), 9109; 9158; 9165,

9166 - amostras de doentes.
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A confirmacdo da espécie (N. gonorrhoeae) foi efetuada em 100 % (8/8) dos
casos positivos pelas técnicas de PCR, com a técnica de RFLP pela visualizagdo das
bandas de 250 pb e 140 pb (figura 8).

R plientiony 4 1o e ey dtg
L gk S

AR Tl
. -

Figura 8: Gel de agarose com visualizacdo das bandas de 250 pb e 140 pb resultantes
da digestdo, com a enzima de restricdo Mspl, do fragmento do gene ccpB do plasmideo
criptico pJD1 de Neisseria gonorrhoeae amplificado, apds exposicdo a luz UV. CP -
controlo positivo, CN - controlo negativo, M - marcador de pesos moleculares

(HyperLadder V®, Bioline), 1 a 8 — amostras positivas.
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3.1.3 Infegéo por Neisseria gonorrhoeae

Metade dos casos de gonorreia identificados (50 %, 4/8), observaram-se no grupo
etario entre os 25-34 anos de idade e um quarto dos casos entre os 20-24 anos (figura 9).

N2 casos por grupo etario
4 —
3 -
2
1 -
0-14 15-19 20-24 25-34 35-44 >45

Figura 9: Distribuicdo do nimero de casos de gonorreia por grupo etario.

Foram detetados, pelas técnicas de PCR, neste estudo oito casos de infe¢do por

N. gonorrhoeae nos 145 utentes estudados.

A coinfeccdo com Clamydia trachomatis foi detetada em 1,4 % dos casos
(2/145).

A percentagem de casos assintomaticos de infecdo por N. gonorrhoeae foi 12,5
% (1/8).
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Dos oito casos de infecdo por N. gonorrhoeae detetados pelas técnicas de PCR
utilizadas neste estudo, somente seis fizeram exame cultural do exsudado uretral, sendo

que um dos resultados foi inconclusivo.

Nos cinco casos em que se obteve resultado do exame cultural do exsudado
uretral, um ndo foi concordante com o resultado das NAAT tendo sido negativo (tabela
1).

Casos positivos PCR porA PCR ccpB Cultura
Tempo Real

8857 + + +

9095 + + Nao fez
8988 + + +

9109 + + +

9158 + + +

9165 + + -

9166 + + Inconclusivo
9199 + + Né&o fez

Tabela 2: Resultados da pesquisa de Neisseria gonorrhoeae pelas diferentes técnicas de

detecdo/identificacéo.
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Nos casos em que foi identificada N. gonorrhoeae no exame cultural (4/8), 75 %
(3/4) apresentaram resisténcia a pelo menos um antibidtico, sendo que trés estirpes eram
resistentes a tetraciclinas; duas das quais também apresentaram resisténcia a penicilina
(50 %, 2/4), tendo uma destas apresentado p — lactamases (25 %, 1/4) (figura 8).

Estirpes de N. gonorrhoeae  Produtorade

B-lactamases

Resistente a .
penicilina

Resistente a
tetraciclina

Figura 10: Resisténcias das estirpes isoladas.

Um doente, que efetuou tratamento anterior a consulta com ciprofloxacina e

doxiciclina, apresentou no exame cultural resisténcia a penicilina e tetraciclina.

Os doentes com informacao clinica de uretrite foram tratados com ceftriaxona
250 mg/IM + 1 g azitromicina per os e um doente que tinha suspeita de sifilis medicado
com penicilina. Este ultimo doente, foi convocado para nova consulta ap6s a detecao de

Neisseria gonorrhoeae pelas técnicas de PCR efetuadas neste estudo (tabela 3).
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Doente Cultura do

exsudado

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Inconclusivo,

Colheita
incorreta

Nao fez

Nao fez

Resisténcia

penicilina,
tetraciclina.

com [-lactamases

tetraciclina

penicilina,
tetraciclina

Clamydia

trachomatis
(PCR urina)

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Tratamento
anterior a
consulta

ciprofloxacina

doxiciclina

Nao

Informacao
Clinica

Suspeita de S. de
Reiter. Uretrite e
artrite

Uretrite
Corrimento
Uretrite
Corrimento
Uretrite
Corrimento
Uretrite
Corrimento
Uretrite
Corrimento

Uretrite
Corrimento

Ulcera, hipotese de
sifilis

ceftriaxona Convocado
250mg/IM + 1g para nova
azitromicina consulta
Sim Nao

Sim Nao

Sim Nao

Sim Nao

Sim Nao

Sim Nao

Sim Nao

Nao Sim

(fez penicilina)

Tabela 3: Dados dos doentes com identificacdo de Neisseria gonorrhoeae por técnica de PCR
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3.2 Pesquisa de associagdes entre a infecdo por Neisseria gonorrhoeae e as variaveis

sociodemograficas e clinicas

A infecdo por Neisseria gonorrhoeae detetada neste estudo foi
significativamente mais frequente nos individuos com antecedentes de IST (p = 0,032
no teste exato de Fisher (Anexo 2).

Sendo também significativamente mais frequente nos individuos que recorreram

a consulta por queixas de corrimento (X* = 16,01; p <0,0001; ¢ = v = 0,33 (Anexo 2).

Foi reportado mais de um parceiro sexual nos Gltimos seis meses em 40 % da
populacdo estudada (58/145). O numero de parceiros nos ultimos 6 meses foi
significativamente superior nos doentes com diagndstico de infecdo por N. gonorrhoeae
(MW:U = 284,5; p = 0,01) (Figura 10) (Anexo3).

PCR
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Frequency Frequency

Figura 11: Amostras Independentes no Teste U de Mann-Whitney

Né&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas restantes
varidveis nominais (sexo; orientacdo sexual; diagndstico prévio de gonorreia,
clamidiase, sifilis ou infecdo pelos virus HIV, hepatite C e papiloma; nacionalidade e
motivo da consulta) entre os doentes estudados (n = 145). Ndo foi igualmente observada
diferenca estatisticamente significativa entre doentes com e sem infecdo por Neisseria
gonorrhoeae detetada pela nossa técnica na distribuicdo de idades e anos de

escolaridade.
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4 DISCUSSAO E CONCLUSOES

4.1 Consideracdes gerais

A identificacdo dos casos de gonorreia, a sua notificagdo e o tratamento dos
parceiros sexuais sdo cruciais para a reducdo de novos casos de infecdo (Choudhury et
al. 2006). A consulta de venereologia é um dos maiores contribuintes para a detecdo das
infecOes por N. gonorrhoeae (Costa et al. 2010). Sendo escassos 0s dados acerca desta
infecdo em Portugal, o presente estudo permitiu aprofundar a informacéo sobre a
prevaléncia da infecdo por N. gonorrhoeae em grupos de maior risco de aquisi¢do de
gonorreia, nomeadamente utentes da consulta de venereologia, e sobre o0 uso das NAAT

para a sua detecdo.

4.2 Prevaléncia de infecéo por N. gonorrhoeae na populacéo estudada

A prevaléncia de infecdes por N. gonorrhoeae determinada neste estudo (5,5 %)
encontra-se ligeiramente acima da prevaléncia (2,4 %) determinada num estudo
realizado em 2007 com uma populacdo da consulta de venereologia na area de Lisboa
(Costa et al. 2010). Esta discrepancia pode dever-se & utilizacdo no corrente estudo de
NAAT para a detecdo de N. gonorrhoeae na urina. As técnicas utilizadas no estudo
realizado por Costa foram a microscopia do exsudado uretral em individuos do sexo
masculino com sintomas de uretrite e a cultura no caso das mulheres. No entanto, a
prevaléncia de gonorreia na consulta de Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) do
Centro de Saude da Lapa entre 2009 e 2010 foi de 4,5 %. Nessa consulta a percentagem
de homens foi de 63,4 % e a de mulheres 36,6 %, sendo a prevaléncia de 6,1 % nos
homens e 1,8 % nas mulheres (Santo & Azevedo 2011). O facto do presente estudo
englobar uma menor percentagem de mulheres (20 %) pode ter incrementado a

prevaléncia.

Sabe-se que a infe¢do por N. gonorrhoeae tende a ser mais comum em homens

(ECDC 2012), e isso tornou-se evidente em todos os estudos que foi possivel pesquisar.
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Contudo, isto pode dever-se ao fato de os homens terem maior probabilidade de
experienciar sintomas e consequentemente irem a consulta fazer testes de diagndstico e
receber tratamento. Neste estudo isso foi notério, tendo sido observado 116 individuos

do sexo masculino e apenas 29 individuos do sexo feminino.

Neste estudo o grupo etario entre os 25-34 anos de idade foi aquele com maior
namero de individuos, no qual foi observado 50 % dos casos de gonorreia (4/8) e o
segundo maior grupo com gonorreia diagnosticada foi dos individuos com idade entre
20-24 anos (2/8). Semelhante distribuigdo, por categoria de idades, foi mencionada no

relatorio de vigilancia do ECDC 2012 na Europa.

Foram encontradas associacfes entre a infecdo por N. gonorrhoeae e trés das
variaveis estudadas. Os antecedentes de IST e o numero de parceiros sexuais sao dois
fatores classicos de risco para IST. Verificou-se a média aumentada do numero de
parceiros sexuais nos ultimos 6 meses em doentes com gonorreia, tal como no estudo
realizado por Costa em 2009a e constatou-se que a infecdo por N. gonorrhoeae foi mais
frequente em individuos com diagnostico prévio de IST. Também ficou demonstrado

que a uretrite/corrimento é um sinal frequente de infecdo por Neisseria gonorrhoeae.

A percentagem de diagndstico prévio de IST deste estudo (24,5 %) apresentou-

se semelhante & encontrada no estudo realizado por Costa et al. 2010 (27,9 %).

A infecdo por N. gonorrhoeae é frequentemente concomitante com a infecdo por
Clamydia trachomatis (Gewirtzman 2011), neste estudo a percentagem de coinfecgdo com
estes dois agentes bacterianos foi de 1,4 % proxima a prevaléncia descrita por Costa 1,2 %
em 2009a.

A percentagem de portadores assintomaticos de N. gonorrhoeae no estudo (12,5
%) situou-se proximo da estimativa de casos assintomaticos (10 %) de infecdo por N.

gonorrhoeae em homens, apontada por MacDonald et al. em 2011.

As IST, que ndo o HIV, sdo alvo de subnotificacdo em Portugal. Entre 2009 e
2010 a consulta de DST do Centro de Saude da Lapa notificou 174 casos de gonorreia.

Quando comparados estes dados com o relatério de vigilancia do ECDC 2012, constata-
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se que, sO por si, aquela consulta seria responsavel por 86 % dos casos notificados em
Portugal. Portanto, é claramente evidente a falta de notificacdo desta infe¢cdo no nosso

pais.

Apesar da queda de incidéncia da gonorreia na maior parte dos paises Europeus
desde os anos 80, nos ultimos trés anos foram registados aumento do nimero de casos
no Chipre, Finlandia, Irlanda, Portugal, Noruega e Suécia. Esta situacdo no caso
particular de Portugal pode estar associada a um passado com niveis ainda maiores de
subnotificagéo.

4.3 Gonorreia & HIV

A gonorreia, representa um cofator de risco acrescido para a aquisicdo da
infecdo pelo HIV (Cohen et al. 1997; Fleming & Wasserheit 1999), tendo sido
considerado um atil marcador de comportamentos sexuais de risco (Rice et al. 1991). A
coinfeccdo HIV/N. gonorrhoeae € frequente, podendo conduzir a sérias dificuldades no
controlo da infecdo pelo HIV. Estas sdo as causas pelas quais faz parte das
recomendacdes do CDC desde 2008 a pesquisa de outras IST em pessoas
diagnosticadas com HIV e vice-versa (CDC 2008). Também deve ter-se em
consideracdo que o subgrupo de MSM tem maior risco de infecdo pelo HIV e outras
IST, nomeadamente a gonorreia (CDC 2010b).

N&o foram encontradas evidéncias, neste estudo, de associac@es entre a infecéo

pelo HIV e a infecdo por N. gonorrhoeae.

Num estudo realizado por Costa et al. (2010) com doentes da consulta de DST
do Centro de Saude da Lapa, a percentagem de individuos com infecdo pelo HIV (9 %)
foi superior a deste estudo (4,8%), tal como a percentagem de MSM 39 % contra 13,8
% registados no presente estudo. De acordo com os dados do relatério e vigilancia do
ECDC em 2012 ndo existem dados discriminatérios do nimero de casos de gonorreia

em MSM para Portugal, mas a percentagem média Europeia € de 26 %.
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Em resposta & epidemia da infecdo pelo HIV, muitos MSM adotaram o0 uso
consistente do preservativo para o sexo anal. O uso do preservativo contribuiu para
diminuicdo marcada da incidéncia de IST por bactérias e do HIV. A frequéncia de
comportamentos sexuais de risco, de IST bacterianas e de HIV diminuiram
substancialmente desde 1980 até meados dos anos noventa nos MSM. Contudo, desde
essa altura verificou-se o aumento da frequéncia de gonorreia, sifilis e infegBes por
Clamydia trachomatis bem como a frequéncia de relatos de comportamentos sexuais de
risco em MSM (CDC 2010a; CDC 2010b).

4.4 Diagnostico de gonorreia com NAAT

A propensdo das espécies de Neisseria alterar o seu genoma através da aquisicao
ou perda de material genético tem demonstrado gerar resultados falsos positivos e falsos
negativos (Goire et al. 2008; Golparian et al. 2012; Whiley et al. 2011) quando as

amostras sdo testadas com NAAT.

A utilizacdo de NAAT para a detecdo de Neisseria gonorrhoeae pode originar
resultados falsos negativos (Goire et al. 2008), uma vez que se sabe que existem
subtipos desta espécie com alteracbes das sequéncias alvo utilizadas por algumas
daquelas técnicas para a sua detecdo. Estes subtipos de N. gonorrhoeae existem em
zonas geograficas especificas, de distribuicdo temporal e entre grupos de doentes
(Whiley et al. 2011). Neste estudo, as estirpes isoladas ndo apresentavam alteracfes das
sequéncias alvo utilizadas (porA e ccpB) para a detecdo de N. gonorrhoeae, uma vez que
ndo surgiram resultados negativos por técnica de PCR nos casos em que 0 exame

cultural, de pesquisa de N. gonorrhoeae, foi positivo.

Os resultados falsos positivos tém essencialmente origem em NAAT realizados
em amostras extra urogenitais. As amostras de exsudados faringeos e retais sdo as mais
problematicas devido, principalmente, & reacdo cruzada com espécies comensais de
Neisseria, nomeadamente N. lactamica, N. subflava, N. cinérea, N. flavescens e N. sicca
(Ho et al. 1992; Whiley et al. 2006). No presente estudo foram utilizadas amostras de

urina, o que reduz a probabilidade da amostra conter espécies comensais de Neisseria.
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Além disso, ndo foram encontrados resultados falsos positivos, uma vez que todas as
amostras positivas foram testadas por duas técnicas de PCR com alvos de detecdo
diferentes e posteriormente foi realizada a confirmacdo da espécie pela técnica de
RFLP.

Ambas as NAAT demonstraram boa sensibilidade e especificidade, relativas a
populacdo em estudo, uma vez que ndo foram encontrados resultados falsos positivos nem
falsos negativos. Todas as amostras com o exame cultural positivo foram também positivas
com as técnicas de PCR. Um caso em que o exame cultural ndo identificou N. gonorrhoeae

esta foi detetada pelas técnicas de PCR utilizadas neste estudo.

De acordo com os resultados apresentados anteriormente, concluiu-se que as
técnicas de PCR, tendo como alvo de amplificagdo o pseudogene porA e o gene ccpB,
apresentaram resultados satisfatorios, podendo ser assim adequadas para o diagndstico de
gonorreia em populagdo de baixa prevaléncia (<10 %), como é o caso de Portugal, tendo-se

confirmado a superior sensibilidade das NAAT relativamente & cultura.

O rastreio permite a monitorizacdo da prevaléncia — uma forma de informacao
da vigilancia — e desempenha um importante papel na detecdo de casos de infecdo por
N. gonorrhoeae. O rastreio de infecdo por N. gonorrhoeae com o recurso a NAAT a
partir de amostras de urina ou exsudado vaginal realizado pela propria mulher é
aconselhado pelo CDC (2012b) quando se trata de grupos de risco onde as condigdes de
colheita, de amostras mais invasivas, seja impraticavel, como € exemplo instalacdes ndo
clinicas; adolescentes e outras pessoas relutantes em fazer o exame genital e para a
prova de cura. Autores como Bignell e Spigarelli em 2006 e Fang em 2008 (citados em
Costa 2009, pp. 108) defenderam que os testes ndo invasivos permitem uma maior
adesdo dos adolescentes aos rastreios, além disso sdo uma importante ferramenta para a

detecdo de portadores assintomaticos de Neisseria gonorrhoeae.
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4.5 Resisténcia da Neisseria gonorrhoeae aos ATM nas amostras estudadas

A gonorreia continua uma preocupacao clinica devido as complicacdes e
sequelas adversas a longo prazo nas mulheres e ao aumento da prevaléncia de estirpes
resistentes aos antibiéticos. O desenvolvimento da diminuicdo da incidéncia de
gonorreia contrasta com 0 aumento da prevaléncia de estirpes de N. gonorrhoeae
produtoras de penicilinases e resistentes a tetraciclinas. Com o0 aparecimento de
resisténcia as fluoroquinolonas no sudoeste asiatico e posteriormente nos EUA entre
1990-2000, o CDC de Atlanta deixou de recomendar, desde 2007, a sua utilizag&o para
o tratamento da gonorreia (CDC 2007). Esta situacdo tornou as cefalosporinas o tnico
antibiotico disponivel, recomendado para o tratamento desta infecdo. Para permitir a
modificacdo das recomendacdes terapéuticas atempadamente e prevenir a disseminagéo
em larga escala de estirpes resistentes, é de grande importancia vigiar a suscetibilidade

de estirpes de N. gonorrhoeae isoladas na Europa.

Foi evidenciado, em laboratérios nos EUA, durante o periodo de 2006 — 2011
isolados de N. gonorrhoeae, a partir de exsudados uretrais, com suscetibilidade
diminuida a cefixime (cefalosporina). Relatorios Europeus tém descrito doentes com
infecdes ndo complicadas que ndo curaram com 0s 400 mg orais de cefixime (CDC
2012a) recomendados. Duynhoven em 1999 refere no seu estudo sobre “A
epidemiologia de Neisseria gonorrhoeae na Europa” que em Portugal se verificou um
aumento dramatico de estirpes resistentes &s tetraciclinas de 4 % em 1991 para 11 % em
1992, expandindo-se para 52 % em 1994. No presente estudo, as estirpes isoladas
apresentaram resisténcia a penicilina em 25 % dos casos, 37,5 % a tetraciclinas e 12,5 %

foram produtoras de B - lactamases.

Tapsall em 1999 (citado por Otero et al. 2002, pp. 124) descreve como em
Sidney na Australia os isolamentos de estirpes resistentes eram no inicio esporadicos e
com uma ampla diversidade fenotipica e que posteriormente este padrdo se alterou,
aumentando a prevaléncia de estirpes resistentes, as quais pertenciam a poucos
fendtipos. Fazendo o paralelismo com o nosso pais é de grande importancia monitorizar
as resisténcias e sensibilidades diminuidas das estirpes de N. gonorrhoeae aos

antibidticos. Por outro lado, devemos recordar que as doencas de transmissdo sexual sao
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um problema de carater internacional, onde a facilidade de viajar desempenha um papel
primordial na disseminagdo destas doencas, pelo que ¢é possivel o rapido aparecimento e
estabelecimento de estirpes resistentes em zonas onde ndo existiam. Atualmente a
resisténcia as fluoroquinolonas é um problema emergente a nivel mundial, e 0 CDC néo
recomenda 0 seu uso em areas com alta prevaléncia de estirpes resistentes,
especialmente na populacdo de MSM onde aquela é mais frequente e em pessoas com
antecedentes de viagens a regides com alta prevaléncia destas estirpes (CDC 2007).

4.6 Limitagdes do estudo

Este estudo tem limitacbes que ndo permitem qualquer generalizacdo dos
resultados com respeito as associagOes significativas, sendo validas apenas para a
populacdo estudada. A populacdo estudada ndo e aleatoria nem representativa da
populacdo portuguesa, uma vez que neste estudo a percentagem de homens é muito
superior a percentagem de mulheres. A amostragem foi de conveniéncia, contudo os

resultados foram semelhantes aos de outros estudos sobre IST.

Os resultados ndo divergiram das tendéncias descritas para estas infecdes, como
a incidéncia aumentada de Neisseria gonorrhoeae nos doentes mais jovens ou a
resisténcia, mediada por plasmideo, a penicilina e as tetraciclinas que aumentou na
Europa (Herida et al. 2004).

A relevancia deste estudo, apesar das limitacGes, deve-se & escassez de estudos

em Portugal sobre IST e especificamente sobre detecdo de infecdes por N. gonorrhoeae.
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4.7 Perspetivas futuras

Seria importante no seguimento deste estudo a determinacdo da prevaléncia de
estirpes de N. gonorrhoeae resistentes as fluoroquinolonas em Portugal e verificacdo
das concentracdes minimas inibitorias as cefalosporinas, de estirpes isoladas de N.
gonorrhoeae, para avaliar a evolugdo das resisténcias aos antibioticos em Portugal em
relagdo as tendéncias da Unido Europeia e para monitorizar a emergéncia e dispersao de
estirpes resistentes.

A sequenciacdo e caraterizacdo molecular de estirpes isoladas resistentes, em
futuros estudos genotipicos, também poderiam fornecer informacgdo importante que

permitisse adotar estratégias de vigilancia epidemiologica em Portugal.

A prevaléncia da gonorreia nas comunidades tende a ser dindmica, flutuando ao
longo do tempo, e influenciada por uma série de fatores interativos. Existem modelos
matematicos para a gonorreia sugerindo que a sua prevaléncia ndo € somente
transmitida por pacientes assintomaticos mas também por um grupo de pessoas
transmissoras que fazem parte da populacdo em geral, que se infeta e transmite a
infecdo aos seus parceiros sexuais. Contudo, os membros do grupo transmissor,
descritos nos modelos matematicos mencionados anteriormente, partilham algumas
caracteristicas, incluindo zonas geograficas e baixo estatuto socioeconomico. Os
mesmos modelos matematicos, da teoria de transmissao por grupos de pessoas, sugerem
que sem a transmissdo hiper-endémica pelos membros do grupo de transmissores a
prevaléncia da gonorreia declinard, talvez até zero, porque a transmissao ndo ¢ 100 %
eficiente e porque ocorrem curas espontaneas (Hook & Handsfield 2008). E portanto,
importante considerar o rastreio destes grupos, uma ferramenta ao dispor para quebrar a
cadeia de transmissdo de gonorreia. De acordo com o CDC 2012b os grupos a serem
considerados para o rastreio de rotina incluem: adolescentes; MSM; pessoas infetadas
com HIV; pessoas com episddio (s) prévio (s) de gonorreia; trabalhadores do sexo;
pessoas a entrar em instituicdes corretivas, especialmente em zonas de alta prevaléncia.
Nessa perspetiva e como trabalho futuro, seria interessante considerar focar o rastreio
em consultas de planeamento familiar e pré-natal; servicos de urgéncia; pousadas da

juventude; universidades; festivais de mdsica e até bares, onde grupos de maior risco
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(como os jovens da mesma rede sexual) se relinem, para a realizagdo de estudos sobre

epidemiologia de gonorreia em Portugal.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1: Analise descritiva em SPSS

FREQUENCIES VARIABLES=RTPCR ccpb RFLP DPrevNgon DPrevHIV DPrevsifilis DPREVCT DPREVHCV Dprev
/ORDER=ANALYSIS.

Frequencies

Notes

Output Created

Comments

01-DEC-2012 10:51:42

C:
\Users\Raquel\Docume
nts\Tese\AnaliseEstati
stica.sav

Data

Active Dataset
File Label
Filter

Weight

Split File

DataSet1

<none>
<none>
<none>

N of Rows in Working Data File 145

User-defined missing
values are treated as
missing.

Statistics are based on
all cases with valid
data.

Definition of Missing
Missing Value Handling

Cases Used

Weight Handling

FREQUENCIES
VARIABLES=RTPCR
ccpb RFLP DPrevNgon
DPrevHIV DPrevsifilis
DPREVCT DPREVHCV
DprevHPV sexo orisex
escolari ISTPREV
NACIONALIDADE
motivcons
IORDER=ANALYSIS.
00:00:00,08
00:00:00,25

Syntax

Processor Time
Resources
Elapsed Time

[Dataset1] cC:\Users\Raquel\Documents\Tese\AnaliseEstatistica.sav

Statistics
RT PCR ccpb RFLP DPrevNgon  DPrevHIV __ DPrevsifilis  DPREVCT
i Valid 145 145 137 145 145 145 145
Missing 0 0 8 0 0 0 0
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Statistics
DPREVHCV DprevHPV Sexo orisex escolari IST PREV
Y Valid 145 145 145 145 143 143
Missing 0 0 0 0 g 2_
Statistics
NACIONALIDAD
E motiv cons
" Valid 145 145
Missing 0 0
Frequency Table
RT PCR
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 8 55 55 55
Valid 2 137 94,5 94,5 100,0
Total 145 100.0 100.0
ccpb
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 6 41 41 41
Valid 2 139 95,9 95,9 100,0
Total 145 100,0 100,0
RFLP
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid 2 137 94,5 100,0 100,0
Missing  System 8 5,5
Total 145 100.0
DPrevNgon
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 7 4.8 438 4.8
Valid 2 138 95,2 95,2 100,0
Total 145 100.0 100.0
DPrevHIV
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 7 4,8 48 48
Valid 2 138 95,2 95,2 100,0
Total 145 100,0 100,0
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DPrevsifilis
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 10 6,9 6,9 6,9
Valid 2 135 93,1 93,1 100,0
Total 145 100,0 100,0
DPREVCT
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 3 2,1 21 21
Valid 2 142 97,9 97,9 100,0
Total 145 100.0 100.0
DPREVHCV
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 4 2,8 2,38 2,8
Valid 2 141 97,2 97,2 100,0
Total 145 100,0 100.0
DprevHPV
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 9 6,2 6,2 6,2
Valid 2 136 93,8 93,8 100,0
Total 145 100,0 100,0
sexo
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 116 80,0 80,0 80,0
Valid 2 29 20,0 20,0 100,0
Total 145 100,0 100.0
orisex
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 125 86,2 86,2 86,2
Valid 2 20 13,8 13,8 100,0
Total 145 100,0 100.0
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escolari
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
0 1 7 7 7
4 17 11,7 11,9 12,6
5 1 7 7 13,3
6 8 5,5 5,6 18,9
7 6 a1 42 23,1
8 2 1,4 1,4 245
Valid 9 25 17,2 17,5 420
10 6 41 42 46,2
1" 13 9,0 9.1 55,2
12 28 19,3 19,6 74,8
13 1 7 7 75,5
16 35 24,1 24,5 100,0
Total 143 98,6 100,0
Missing System 2 1,4
Total 145 100.0
IST PREV
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 35 241 245 245
Valid 2 108 745 75,5 100,0
Total 143 98,6 100,0
Missing System 2 1,4
Total 145 100.0
NACIONALIDADE
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 93 64,1 64,1 64,1
2 15 10,3 10,3 74,5
3 9 6,2 6,2 80,7
4 5 3,4 3,4 84,1
5 2 1,4 1,4 85,5
6 4 2,8 28 88,3
7 4 2,8 28 91,0
Valid 8 2 1,4 1,4 924
10 3 21 21 94,5
1 3 21 2,1 96,6
13 1 T 97,2
2 1 T ¥ 97,9
25 1 b 7 98,6
32 1 T b 99,3
37 1 4 7 100,0
Total 145 100.0 100.0
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motiv cons
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
1 39 26,9 26,9 26,9
2 29 20,0 20,0 46,9
3 2 1,4 1,4 483
4 3 2,1 2,1 50,3
5 2 1,4 1,4 51,7
6 3 2,1 2,1 53,8
7 14 9,7 9,7 63,4
8 9 6,2 6,2 69,7
valid 9 10 6,9 6,9 76,6
10 15 10,3 10,3 86,9
1 13 9,0 9,0 95,9
12 1 7 7 96,6
13 1 7 b 4 97,2
15 2 1,4 1,4 98,6
16 1 7 7 99,3
17 1 7 7 100,0
Total 145 100.0 100.0

DATASET ACTIVATE DataSetl.

SAVE OUTFILE='C:\Users\Raquel\Documents\Tese\RnaliseEstatistica.sav'

/COMPRESSED.

DATASET ACTIVATE DataSetl.

SAVE OUTFILE='C:\Users\Raquel\Documents\Tese\RnaliseEstatistica.sav'

/COMPRESSED.

DESCRIPTIVES VARIABLES=idade escolari PARCEEMESES
/STATISTICS=MEAN STDDEV MIN MAX.

Descriptives

82



Anexos

Notes

Output Created
Comments

Data

Active Dataset
Input File Label

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working Data File

Definition of Missing
Missing Value Handling

Cases Used
Weight Handling
Syntax

Processor Time
Resources

Elapsed Time

01-DEC-2012 10:53:57

C:
\Users\Raquel\Docume
nts\Tese\AnaliseEstati
stica.sav

DataSet1

<none>
<none>
<none>
145

User defined missing
values are treated as
missing.
All non-missing data
are used.

DESCRIPTIVES

VARIABLES=idade

escolari

PARCE6MESES

ISTATISTICS=MEAN

STDDEV MIN MAX.
00:00:00,02
00:00:00,02_

[Dataset1] cC:\Users\Raquel\Documents\Tese\AnaliseEstatistica.sav

Descriptive Statistics

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation
idade 145 14 81 32,01 12,746
escolari 143 0 16 10,60 4,020
PARCEGMESES 145 0 10 1,76 1,340
Valid N (listwise) 143

SAVE OUTFILE='C:\Users\Raquel\Desktop\AnaliseEstatistica.sav'

/COMPRESSED .
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Anexo 2: Andlise de inferéncia nominal em SPSS

CROSSTABS

/TABLES=RTPCR BY DPrevNgon DPrevHIV DPrevsifilis DPREVCT DPREVHCV DprevHPV sexo orisex IST

/FORMAT=AVALUE TABLES
/STATISTICS=CHISQ PHI
/CELLS=COUNT EXPECTED
/COUNT ROUND CELL.

Crosstabs
Notes
Output Created
Comments
Data
Active Dataset
Input File Label
Filter
Weight
Split File

N of Rows in Working Data File

Definition of Missing

Missing Value Handling

Cases Used
Weight Handling
Syntax
Processor Time
Elapsed Time

01-DEC-2012 11:24:27

C:
\Users\Raquel\Desktop
\AnaliseEstatistica.sav
DataSet1

<none>
<none>
<none>
145

User-defined missing
values are treated as
missing.

Statistics for each
table are based on all
the cases with valid
data in the specified
range(s) for all
variables in each table.

CROSSTABS

[TABLES=RTPCR BY
DPrevNgon DPrevHIV
DPrevsifilis DPREVCT
DPREVHCV DprevHPV
sexo orisex ISTPREV
NACIONALIDADE
motivcons
QueixasCorrime

IFORMAT=AVALUE
TABLES

ISTATISTICS=CHISQ
PHI

ICELLS=COUNT
EXPECTED

ICOUNT ROUND
CELL.

00:00:00,34
00:00:00,52
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Notes

Dimensions Requested 2
Cells Available 174762

[Datasetl] cC:\Users\Raquel\Desktop\AnaliseEstatistica.sav

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Tofal
N Percent N Percent N Percent
RT PCR * DPrevNgon 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * DPrevHIV 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * DPrevsifilis 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * DPREVCT 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * DPREVHCV 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * DprevHPV 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * sexo 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * orisex 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * IST PREV 143 98,6% 2 1,4% 145 100,0%
RT PCR * NACIONALIDADE 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * motiv cons 145 100,0% 0 0,0% 145 100,0%
RT PCR * QueixasCorrime 145 100,0% 0 0.0% 145 100.0%
RT PCR * DPrevNgon
Crosstab
DPrevNgon
1 2 Total
’ Count 0 8 8
HEPCE Expected Count 4 7,6 8,0
5 Count 7 130 137
Expected Count 6,6 130,4 137,0
Total Count 7 138 145
Expected Count 7.0 138.0 145.0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,429a 1 ,512
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,815 1 ,367
Fisher's Exact Test 1,000 ,66
Linear-by-Linear Association ,427 1 ,514
N of Valid Cases 145

a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,39.
b. Computed only for a 2x2 table
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Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error® Approx. ™ Approx. Sig.
Phi -
Nominal by Nominal 064 12
Cramer's V ,054 ,512
N of Valid Cases 145
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
RT PCR * DPrevHIV
Crosstab
DPrevHIV
1 2 Total
; Count 0 8 8
Expected Count
RT PCR xpe un 4 7,6 8,0
5 Count 7 130 137
Expected Count 6,6 130,4 137,0
Count
_— oun 7 138 145
Expected Count 7.0 138.0 145.0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,429a 1 ,512
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,815 1 ,367
Fisher's Exact Test 1,000 ,666
Linear-by-Linear Association ,427 1 ,514
N of Valid Cases 145
a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,39.
b. Computed only for a 2x2 table
Symmetric Measures
Asymép. Std.
Value Error Approx. T° Approx. Sig.
Phi =
Nominal by Nominal : . 05t 12
Cramer's V ,054 ,512
N of Valid Cases 145

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

RT PCR * DPrevsifilis
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Crosstab
DPrevsifilis
1 2 Total
. Count 0 8 8
— Expected Count ,6 7,4 8,0
5 Count 10 127 137

Expected Count 94 127,6 137,0

Count 10 135 145
Total

Expected Count 10,0 135.0 145.0

Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,6273 1 ,428
Continuity Correction® ,006 1 ,941
Likelihood Ratio 1,177 1 ,278
Fisher's Exact Test 1,000 ,556
Linear-by-Linear Association ,623 1 ,430
N of Valid Cases 145
a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,55.
b. Computed only for a 2x2 table
Symmetric Measures
Asymp. Std.
Value Error® Approx. T°  Approx. Sig.
Phi &
Nominal by Nominal I i A28
Cramer's V ,066 ,428

N of Valid Cases 145

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

RT PCR * DPREVCT

Crosstab
DPREVCT

1 2 Total
3 Count 1 7 8
i Expected Count 2 7,8 8,0
5 Count 2 135 137
Expected Count 2,8 134,2 137,0
T Count 3 142 145
Expected Count 3.0 142,0 145.0
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 4,547a 1 ,033
Continuity Correction” , 731 1 ,393
Likelihood Ratio 2,300 1 129
Fisher's Exact Test ,168 ,168
Linear-by-Linear Association 4,516 1 ,034

N of Valid Cases 145

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,17.
b. Computed only for a 2x2 table

Symmetric Measures

Asymf Std.

Value Error Approx. U Approx. Sig.
Phi

Nominal by Nominal , ATT ,033
Cramer's V A77 ,033

N of Valid Cases 145

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

RT PCR * DPREVHCV

Crosstab
DPREVHCV
1 2 Total
i Count 0 8 8
e Expected Count 2 7,8 8,0
5 Count 4 133 137
Expected Count 3,8 133,2 137,0
Count 4 141 145
Total
Expected Count 4,0 141,0 145,0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-  Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,240a 1 ,624
Continuity Correction” ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,461 1 ,497
Fisher's Exact Test 1,000 ,795
Linear-by-Linear Association ,239 1 ,625
N of Valid Cases 145

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,22.
b. Computed only for a 2x2 table
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Symmetric Measures

Asymp. Std.

Value Error® Approx. 0 Approx. Sig.
Phi 2
Nominal by Nominal I e, i
Cramer's V ,041 ,624
N of Valid Cases 145
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
RT PCR * DprevHPV
Crosstab
DprevHPV
1 2 Total
j Count 0 8 8
SRR Expected Count 5 7,5 8,0
5 Count 9 128 137
Expected Count 8,56 128,5 137,0
Count
Total oun 9 136 145
Expected Count 9.0 136,0 145.0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,5603 1 ,454
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio 1,056 1 ,304
Fisher's Exact Test 1,000 ,591
Linear-by-Linear Association ,556 1 ,456
N of Valid Cases 145
a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,50.
b. Computed only for a 2x2 table
Symmetric Measures
Asymp. Std.
Value En‘o«"P Approx. T°  Approx. Sig.
Phi &
Nominal by Nominal I 062 A54
Cramer's V ,062 ,454
N of Valid Cases 145

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

RT PCR * sexo
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Crosstab
sexo
1 2 Total
4 Count 8 0 8
R Expected Count 6,4 1,6 8,0
5 Count 108 29 137
Expected Count 109,6 27,4 137,0
_— Count 116 29 145
Expected Count 116,0 29.0 145.0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 211 7 1 ,146
Continuity Correction® 1,001 1 ,317
Likelihood Ratio 3,685 1 ,055
Fisher's Exact Test ,358 ,160
Linear-by-Linear Association 2,102 1 ,147
N of Valid Cases 145

a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,60.
b. Computed only for a 2x2 table

Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error? Approx. T° Approx. Sig.
Phi
Nominal by Nominal 121 ;146
Cramer's V ;121 146

N of Valid Cases 145

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

RT PCR * orisex
Crosstab
orisex
1 2 Total
i Count 6 2 8
— Expected Count 6,9 1,1 8,0
9 Count 119 18 137
Expected Count 118,1 18,9 137,0
Count 125 20 145
Total
Expected Count 1 25,0 20,0 145.0
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,8947 1 ,344
Continuity Correction® ,175 1 ,676
Likelihood Ratio ,758 1 ,384
Fisher's Exact Test ,304 ,304
Linear-by-Linear Association ,888 1 ,346

N of Valid Cases 145

a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,10.

b. Computed only for a 2x2 table

Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value En'm‘ap Approx. ™ Approx. Sig.
Phi .
Nominal by Nominal : 1D 44
Cramer's V ,079 ,344
N of Valid Cases 145
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
RT PCR * IST PREV
Crosstab
IST PREV
1 2 Total
. Count 4 2 6
RT PCR Expected Count 1,5 4,5 6,0
5 Count 31 106 137

Expected Count 33,5 103,5 137,0

Count 35 108 143
Total

Expected Count 35,0 108,0 143,0

Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 6,031a 1 ,014
Continuity Correction® 3,884 1 ,049
Likelihood Ratio 5,002 1 ,025
Fisher's Exact Test ,032 ,032
Linear-by-Linear Association 5,989 1 ,014

N of Valid Cases 143

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,47.

b. Computed only for a 2x2 table
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Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error® Approx. T Approx. Sig.
Phi
Nominal by Nominal I 205 014
Cramer’s V ,205 ,014
N of Valid Cases 143
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
RT PCR * NACIONALIDADE
Crosstab
NACIONALIDADE
1 2 3 4 5 6
: Count 5 2 1 0 0 0
s Expected Count 5.1 K] ,5 3 ,1 ,2
5 Count 88 13 8 5 2 4
Expected Count 87,9 14,2 8,5 4,7 1,9 3,8
Total Count 93 15 9 5 2 4
Expected Count 93.0 15.0 9.0 50 2.0 4.0
Crosstab
NACIONALIDADE
7 8 10 11 13 21
y Count 0 0 0 0 0 0
- Expected Count 2 " 2 2 A |
5 Count 4 2 3 3 1 1
Expected Count 3,8 1,9 2,8 2,8 9 ,9
i Count 4 2 3 3 1 1
Expected Count 4,0 2,0 3,0 3,0 1,0 1,0
Crosstab
NACIONALIDADE
25 32 37 Total
i Count 0 0 0 8
— Expected Count A A ,1 8,0
" Count 1 1 1 137
Expected Count 9 9 9 137,0
— Count 1 1 1 145
Expected Count 1,0 1.0 1.0 145.0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 3,9372 14 ,996
Continuity Correction
Likelihood Ratio 4,890 14 ,987
Linear-by-Linear Association , 750 1 ,386
N of Valid Cases 145

a. 26 cells (86,7%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,06.
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Symmetric Measures

Asymp. Std.

Value Error® Approx. ™ Approx. Sig.
Phi 165 996
Nominal by Nominal ? 2
Cramer's V ,165 ,996

N of Valid Cases 145

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

RT PCR * motiv cons

Crosstab
motiv cons
1 2 3 4 5 6
5 Count 0 6 0 0 0 0
— Expected Count 2,2 1,6 1 ,2 1 ,2
3 Count 39 23 2 3 2 3
Expected Count 36,8 274 1,9 28 1,9 2,8
Total Count 39 29 2 3 2 3
Expected Count 39.0 29.0 2,0 3,0 20 3.0
Crosstab
motiv cons
7 8 9 10 11 12
} Count 0 0 0 0 0 0
RT PCR Expected Count .8 5 6 ,8 N A
9 Count 14 9 10 15 13 1
Expected Count 13,2 8,5 9,4 14,2 12,3 .9
Total Count 14 9 10 15 13 1
Expected Count 14,0 9.0 10,0 15,0 13,0 1,0
Crosstab
motiv cons
13 15 16 17 Total
5 Count 1 1 0 0 8
i Expected Count A 3 1 1 8,0
5 Count 0 1 1 1 137
Expected Count 9 1,9 9 9 137,0
Total Count 1 2 1 1 145
Expected Count 1,0 2.0 1.0 1,0 145.0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 441 222 15 ,000
Continuity Correction
Likelihood Ratio 29,565 15 ,014
Linear-by-Linear Association ,078 1 ,780
N of Valid Cases 145

a. 25 cells (78,1%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,06.
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Symmetric Measures

Asymp. Std.
Value Error® Approx. ™ Approx. Sig.
Phi
Nominal by Nominal 8h2 00
Cramer's V ,552 ,000
N of Valid Cases 145
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
RT PCR * QueixasCorrime
Crosstab
QueixasCorrime
sim nao Total
j Count 6 2 8
Expected Count
e xpe un 1,6 6,4 8,0
5 Count 23 114 137
Expected Count 27,4 109,6 137,0
Count 29 116 145
Total
Expected Count 29.0 116.0 145.0
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 16,008% 1 ,000
Continuity Correction® 12,577 1 ,000
Likelihood Ratio 12,131 1 ,000
Fisher's Exact Test ,001 ,001
Linear-by-Linear Association 15,898 1 ,000
N of Valid Cases 145
a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,60.
b. Computed only for a 2x2 table
Symmetric Measures
Asymap Std.
Value Error Approx. T°_ Approx. Sig.
Phi
Nominal by Nominal I 392 000
Cramer's V ,332 ,000
N of Valid Cases 145

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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Anexo 3: Andlise de inferéncia nominal em SPSS - Teste de MW

*Nonparametric Tests:

NPTESTS

Independent Samples.

/INDEPENDENT TEST (idade escolari PARCE6MESES) GROUP (RTPCR) MANN WHITNEY
/MISSING SCOPE=ANALYSIS USERMISSING=EXCLUDE

/CRITERIA ALPHA=0

Nonparametric Tests

Output Created
Comments

Input

Missing Value Handling

Weight Handling

Syntax

Resources

.05

CILEVEL=95.

Notes

Data

Active Dataset

File Label

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working Data File

Definition of Missing
Cases Used

Processor Time

Elapsed Time

01-DEC-2012 11:44:35

C:
\Users\Raquel\Desktop
\AnaliseEstatistica.sav
DataSet1

<none>
<none>
<none>
145

NPTESTS

/INDEPENDENT TEST
(idade escolari
PARCE6MESES)
GROUP (RTPCR)
MANN_WHITNEY

IMISSING
SCOPE=ANALYSIS
USERMISSING=EXCLU
DE

ICRITERIA ALPHA=0.
05 CILEVEL=95.

00:00:01,12
00:00:01,62

[Dataset1] cC:\Users\Raquel\Desktop\AnaliseEstatistica.sav
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Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
The distribution of idade is the idoperxiont; Retain the
: ples
1 same across categories of RT Mann-Whitney ,808 null ]
PCR. U Test hypothesis.
The distribution of escolari isthe  ocpendent- Retain the
: amples
2 same across categories of RT Mann-Whitney ,093  null ]
PCR. U Test hypothesis.
The distribution of {idepondet Reject the
3 PARCEG6MESES is the same Manr?—Whitne ,010  null
across categories of RT PCR. U Tost Y hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is ,05.
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Anexo 4: Tabela de resultados e dados dos utentes

Amostra RealTime ccpb RFLP DPNG DPHIV DPsifiliss DPCT DPVHC DprevVPH Sexo

9169
8987
8840
9034
9055
9043
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12

26
27

2

6939
9235
9172

12

2

36

2

18

2

9094

27

2

9236

29

1

9109
9086

11

41

2

12

28

2
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48

2

9087

11

44

2
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12

22

2

9110

10

10

36
22
39

2
2
2
2
2
2
2
2

9075

12
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12

9207

12

31
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16

41

10

45
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16

41
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12

26
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10

12

23

2
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16

31

2

9237

12

35

2

9146

10

34

1

8988

17

26

2

8992

11

23

2

8260

30

2

9192
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11

11
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17
37

2
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9144
9143

2

70
22

2

1

9166
8939
8990
9030
9111

16

24

2

16

33
23
29
29
36

2

10

2

10

16

2

12

2
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12

2
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21

2
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11

11

65

2
2
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2
2
2
2
2
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12

30
22
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8836

11

40
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11

24
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10

10

12

28
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11

11

16
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16

23
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14

1
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2
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2
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2
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37

2
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2
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2
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2
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2
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2
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2
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2
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2
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16
16
16
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2
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2
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24

2
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81

2
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11
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2
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2
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2
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2
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8868

12

22
25

2
2
2
2
2
2
2
2

12

44

8838
8832

12

37

16

24

8257

16

26

8865

11

16

27

8969

25

16

28

8845

15

10

23

1

8857

23

2

8864

38

2

8860

11

30

2

8975

44

2

8978

10

21

2

8973

10

12

21

2

9008

101



Anexos

16

19
46

2

9064

2

9051

10

56

2

9062

10

16

18

2

9046

16

31

2

9054

10

16

20
20
25

2

9074

16

2

9032

16

2

9007

10

12

21

2

9191

12

19

2

9132

25

2

9140

10

21

43

2
2
2
2
2
2
2

9185
9089

12

23

16

41

9189

12

31

9147

21

9159
9092

16

25

10

42

9195

13

75

1

9095

102



103



