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RESUMO

A tricomoniase é a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) ndo viral mais
comum no mundo. A incidéncia global da infec¢do estimada em 2016 foi de 156
milndes entre adultos de 15 a 49 anos. No entanto, esses dados séo
subestimados, visto que o método diagndstico mais utilizado é o exame direto a
fresco, que apresenta baixa sensibilidade, as informacfes sobre o tempo
estimado de infeccao sao limitadas e ha evidéncias de casos assintomaticos ndo
diagnosticados em ambos 0s sexos. O patégeno Trichomonas vaginalis pode
causar infeccbes sintomaticas crénicas nas regides vulvar e uretral do trato
genital. Atualmente 80% dos casos - incluindo ambos o0s sexos - séo
assintomaticos, o que torna a doenca silenciosa e crénica em curso, levando a
complicagBes. Importante ressaltar € a associagdo da tricomoniase com o
aumento da transmisséo e aquisicdo do HIV/AIDS em uma relacao bidirecional,
apoiando a epidemia do HIV em populacdes onde a tricomoniase € endémica.
No tratamento da tricomoniase, 0os Unicos medicamentos recomendados pela
Food and Drug Administration (FDA, EUA) s&o o metronidazol (MTZ) e o tinidazol
(TNZ). Fica evidenciado no presente estudo, conforme dados de revisédo
bibliografica, que atualmente as técnicas com melhor acurécia para identificacao
de T. vaginalis sdo as que utilizam a tecnologia de amplificacdo de acidos
nucleicos (NAAT). Através de pesquisa realizada com amostras coletadas em
uma rede de saude publica, pudemos evidenciar o0 mesmo dado. De 747
amostras coletadas, obtivemos resultado positivo para identificacdo de T.
vaginalis em exame direto a fresco e cultural em 2,81% das amostras e 3,88%
utilizando a técnica de amplificacdo de acido nucléico utilizando Allplex™ STI
Essential Assay, Seegene® Esforcos sdo necessarios para identificar
alternativas para prevenir ou tratar a tricomoniase antes de confirmar esse
progndéstico negativo. Diante disso, o aprimoramento dos métodos diagndsticos
é de extrema importancia para auxiliar no desenvolvimento dessas pesquisas.
Palavras-chave: Trichomonas vaginalis; tricomoniase; diagnostico; técnicas de

amplificagéo de acido nucléico.






ABSTRACT

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted infection (STI)
in the world. The estimated global incidence of the infection in 2016 was 156
million among adults aged 15-49. However, these data are underestimated, since
the most used diagnostic method is wet mount, which has low sensitivity, the
information regarding the estimated duration of infection is limited and there is
evidence of undiagnosed asymptomatic cases in both sexes. Trichomonas
vaginalis pathogen can cause chronic symptomatic infections in the vulvar and
urethral regions of the genital tract. Currently 80% of cases - including both sexes
- are asymptomatic, which makes the disease silent and chronic in course,
leading to complications. Very important and already well established is the
association of trichomoniasis with increased transmission and acquisition of
HIV/AIDS in a bidirectional relationship, supporting the HIV epidemic in
populations where trichomoniasis is endemic. In the treatment of trichomoniasis,
the only drugs recommended by the Food and Drug Administration (FDA, USA)
are metronidazole (MTZ) and tinidazole (TNZ). It is evidenced in the present
study, according to data from a literature review, that currently, as the technique
with the best accuracy for identifying T. vaginalis, they are using the nucleic acid
amplification technology (NAAT). Through research carried out with collected in
a public health service, we were able to evidence the same data. From 747
samples collected, we obtained positive result for identification of T. vaginalis in
wet mount and cultural examination in 2.81% of and 3.88% using the nucleic acid
amplification technique using Allplex ™ STI Essential Assay, Seegene®. Efforts
are needed to identify alternatives to prevent or treat trichomoniasis before
confirming this negative prognosis. In view of this, the improvement of diagnostic
methods is extremely important to assist in these researches development.
Keywords: Trichomonas vaginalis; trichomoniasis; diagnosis; nucleic acid

amplification techniques.
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A tricomoniase € a infec¢cdo sexualmente transmissivel (IST) de origem
nao viral mais comum no mundo. A estimativa global da infeccdo em 2016 foi
uma incidéncia de 156 milhdes de casos em adultos entre 15 e 49 anos
(ROWLEY et al., 2019). Entretanto, esses dados sao subestimados, pois o
método diagndstico mais utilizado é o exame direto a fresco, o qual apresenta
baixa sensibilidade, as informa¢gdes com relacdo a estimativa de duracdo da
infeccdo sdo limitadas e ha evidéncias de casos assintomaticos nao
diagnosticados em ambos os sexos (SECOR et al., 2014). A prevaléncia mundial
da tricomoniase € superior quando comparada a outras ISTs curaveis, como
gonorreia e sifilis, ambas com 36.4 milhdes, e clamidia, com 100.4 milhdes de
adultos infectados. Em contrapartida, a tricomoniase ndo é notificavel e néo
existe sistema de vigilancia e detecgcédo de isolados resistentes ao tratamento,
recebendo pouca énfase dos programas de saude publica de controle de ISTs
(WHO, 2012).

O patégeno T. vaginalis pode causar infec¢des sintomaticas crénicas nas
regides vulvar e uretral do trato genital (MILLER et al.,2011). Os homens
geralmente sdo assintomaticos e considerados carreadores de T. vaginalis, no
entanto, o parasito pode ser encontrado na glandula prostatica causando
inflamacé&o aguda néo especifica (MITTEREGGER et al., 2012). Atualmente 80%
dos casos — incluindo ambos 0s sexos - sd0 assintomaticos, o que torna a
doenca silenciosa e de curso cronico, levando a complicagbes como doenga
inflamatoria pélvica, cancer cervical e de prostata (SUTCLIFFE et al., 2012;
VIIKKI, 2000), parto prematuro e baixo peso de recém-nascidos (MENEZES et
al., 2016). Muito importante e ja bastante estabelecida é a associacdo da
tricomoniase com o aumento da transmissdo e aquisicdo de HIV/AIDS, numa
relacdo bidirecional, sustentando a epidemia do HIV em popula¢des onde a
tricomoniase € endémica (DAVEY et al., 2019; MEDINA-MARINO et al.,2020;
GARRETT et al., 2018; IJASAN et al.,, 2018; MAVEDZENGE et al., 2010;
SORVILLO et al., 2001). Em termos de coinfec¢cao com HIV, Sorvillo et al. (1998)
relataram uma taxa de 17,4% de detecc&o concomitante de tricomoniase em 212
mulheres HIV soropositivas. Mulheres portadoras de HIV apresentam maior
suscetibilidade a infecgdo concomitante por T. vaginalis. Ente mulheres gravidas
e portadoras de HIV foi encontrada uma prevaléncia de 20% de tricomoniase na
Africa do Sul (PRICE et al., 2018) e 10% no sul do Brasil (GATTI et al., 2017).
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Nos EUA, um estudo estimou que 750 casos novos/ano de infecgao pelo HIV
sao facilitados pela presenca de T. vaginalis, gerando custos no sistema de
saude de aproximadamente US $ 167 milhdes por ano (BUTLER et al., 2010).
Assim, o controle da infeccdo por T. vaginalis pode ser um dos meios mais
eficazes para o manejo do risco de transmissao do HIV.

No tratamento da tricomoniase, 0s Unicos farmacos recomendados pelo
Food and Drug Administration (FDA, EUA) sdo o metronidazol (MTZ) e tinidazol
(TNZ), utilizados geralmente via oral, 2,0 gramas em dose Unica, sendo 0 MTZ
o farmaco de escolha (CDC; HELMS et al., 2008). Ambos pertencem a classe
dos 5-nitroimidazois, com idéntico mecanismo de acgéo, e apresentam uma seérie
de efeitos adversos que incluem nauseas, vomitos, cefaleia, insénia, vertigem e
sonoléncia (MENEZES et al.,2016). Apesar da maioria das infec¢coes por T.
vaginalis apresentarem cura, falhas terapéuticas ocorrem e incluem a resisténcia
dos isolados de T. vaginalis frente a esses farmacos, estimada em 2,5 a 9,6%
dos casos (VAN SCHALKWYK et al., 2015; MEITES et al., 2015). Como
consequéncia, 160.000 pessoas nos EUA e aproximadamente 10 milhdes no
mundo necessitam tratamento alternativo. No momento, ndo existem opc¢oes
para o tratamento oral da tricomoniase além dos farmacos MTZ e TNZ. O
impacto da tricomoniase na saude publica vem se tornando cada vez mais
compreendido, incluindo os custos diretos e indiretos envolvidos no tratamento
(SECOR et al., 2014).

Com o0 avanco da aplicacdo de técnicas de diagndéstico mais sensiveis
baseadas em testes de deteccdo de acidos nucleicos, mais casos de infeccéo
por T. vaginalis serdo detectadas e mais infeccbes que aparentam cura clinica
podem persistir na forma assintomatica. Enquanto a tricomoniase permanece
uma doenga nao notificada, quanto mais infeccdes sao detectadas, mais
pessoas necessitardo tratamento e provavelmente mais falhas terapéuticas
ocorrerdo. Assim, permanece a necessidade de determinar se casos
assintomaticos de tricomoniase tém complicacdes para os individuos infectados
e seus parceiros sexuais e, aléem disso, prevé-se que a restricao de tratamento
em uma unica classe, os 5- nitroimidazois, tornar-se-a gradualmente uma
estratégia de saude publica insustentavel.

Esforcos sédo necessarios para identificar alternativas para prevenir ou

tratar a tricomoniase antes da confirmacéo desse progndstico negativo. Neste
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contexto, o diagndstico da ocorréncia de tricomoniase em amostras clinicas
oriundas de coletas de uma populacdo atendida pelo SUS através de trés
diferentes técnicas de diagndstico pode contribuir para estratégias de incluséo
de testes de screening de ISTs na rotina laboratorial de servicos de saude
publica e também contribuir na prevencéo de transmissao de HIV/AIDS e outras
ISTs.






Il. Revisdo do tema
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[I.1 Trichomonas vaginalis

O Trichomonas vaginalis € um protozoario parasita e a sua posi¢cao
taxondbmica é baseada no esquema de classificacdo de Dyer nos quais
protozoarios com flagelo “9+2” pertencem ao filo Zoomastigina (DYER, 1990). O
ser humano é o unico hospedeiro natural e o parasito coloniza o trato reprodutivo
feminino e a uretra masculina. Por quase 80 anos, a presenca deste protozoario
foi considerada inofensiva, pertencendo a microbiota vaginal, até ser relacionado
com vaginite (FICHOROVA, 2009).

O protozoario possui estrutura tipicamente piriforme, elipsoide ou oval
guando visualizado em preparacdes fixadas e coradas, mas sua aparéncia €
modificada sob condi¢Bes fisico-quimicas, como por exemplo pH, temperatura,
tensdo de oxigénio e forca idnica que afetam seu aspecto, que nao possui a
forma cistica, somente a trofozoitica (MACIEL et al., 2004). T. vaginalis possui
quatro flagelos de cerca de 7 a 18 um estdo localizados em sua extremidade
anterior e conferem seu movimento caracteristico e uma membrana ondulante,
cujo comprimento é equivalente a metade do comprimento da célula, que se
adere ao corpo pela costa. Possui um axéstilo axial, uma estrutura rigida,
comecando no centrossoma e estendido até a extremidade posterior do
protozoario. T. vaginalis possui um grande nucleo caracteristico de células
eucaridticas, bem como um aparelho de Golgi altamente desenvolvido. Como
ndo possui mitocdndrias, T. vaginalis contém hidrogenossomos, organelas
fornecedoras de energia (HRDY et al., 2004). Os hidrogenossomos contém
enzimas cruciais para ometabolismo do piruvato no processo de glicolise,
formacdo de hidrogénio molecular e sintese de ATP. A espécie T. vaginalis
apresenta um ciclo de vida simplificado com multiplicacédo através de diviséo
binaria longitudinal assexuada e transmissdo através de relacdo sexual
(BENCHIMOL, 2004).

O estabelecimento e sucesso da infeccdo depende de diversos fatores
necessarios para sua manutencdo e sobrevivéncia. Dentre eles, e de
fundamental importancia, é o fornecimento de nutrientes essenciais para seu
metabolismo, como carboidratos, aminoacidos, lipideos, nucleotideos puricos e
pirimidinicos, ferro, vitaminas e sais inorganicos adquiridos in vivo através da

secrecdo vaginal ou através da fagocitose de bactérias e células do hospedeiro
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Ou nos casos in vitro, pela suplementacdo de meios de cultura (PETRIN et al.,
1998; TORRES-ROMERO & ARROYO, 2009)

O entendimento dos mecanismos envolvidos na infec¢cdo e patogénese
da tricomoniase é baseado no estudo dessa interacdo parasito-hospedeiro. A
patogénese do T. vaginalis é um processo complexo de mdultiplos passos,
envolvendo distintos mecanismos de interacdo com macromoléculas, células e
tecidos e pode ser resumida através dos seguintes mecanismos principais: (1)
citoaderéncia através das adesinas AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23, do
lipofosfoglicano e de proteinas BspA-like (Bacteroides surface protein A); (2)
citolise através de proteases, proteinas formadoras de poro e fosfolipase A-like;
e (3) escape da resposta imune do hospedeiro através de distintos mecanismos,
como mimetismo e variagao fenotipica (MENEZES et al., 2016).

A resposta imune inata na tricomoniase € mais eficaz que a resposta
imune humoral, a qual ndo é persistente. O corrimento vaginal de mulheres
infectadas pelo protozoario contém leucocitos  polimorfonucleares,
principalmente neutréfilos. A interagdo entre T. vaginalis e os neutrofilos leva a
producéo de IL-1b, CCL2, IL-17, IL-22, IFND, IL-6, RANTES, MIP-3a, TNF, e IL-
23 Além disso, exossomos produzidos por T. vaginalis induzem a secrecdo de
IL-8 e IL-6 das células hospedeiras (Mercer et al., 2018).

A resposta imune ao T. vaginalis € pouco compreendida. Neutrofilos
polimorfonucleares (células PMNs) sdo as principais células imunoldgicas
presentes na interface T. vaginalis-hospedeiro. No entanto, o mecanismo de
eliminacdo de PMN de T. vaginalis ndo € muito bem caracterizado. A interagédo
de neutrdfilos e T. vaginalis revelou pela primeira vez a morte do trofozoito por
trogocitose, um processo no qual ocorrem “mordidas" da célula imune no
patdgeno, ao invés de um englobamento do organismo inteiro (MERCER et al.,
2018). Foi demonstrado neste estudo de Mercer et al. (2018) que os PMNs
humanos matam rapidamente T. vaginalis de forma dose-dependente,
dependente do contato e da armadilha extracelular de neutrdéfilos atravées de
maneiras independentes. Em contraste com a fagocitose, se observa que a
morte de T. vaginalis através de PMNSs, utiliza a trogocitose. Tanto a trogocitose
quanto a morte do parasita sdo dependentes da presenca de serina PMN

proteases e fatores séricos humanos.
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A implementacao da apoptose e a via de autofagia pode ser demonstrada
em células epiteliais para decifrar mais mecanismos relacionados a patogénese
do parasita. Uma melhor compreensdo do mecanismo de interacado parasita-
hospedeiro pode levar a identificacdo de alvos moleculares em T. vaginalis para

a concepcao de novos farmacos tricomonicidas.

[I.2 Tricomoniase

A tricomoniase é a doenca causada pela infec¢do pelo protozoario T.
vaginalis. E a infeccdo sexualmente transmissivel ndo viral curavel mais comum
no mundo (WHO, 2012). A infeccdo esta significativamente associada a idade
avancada, menor nivel educacional, baixo nivel socioeconémico, e com 0
comportamento sexual, sobre ter dois ou mais parceiros ao ano (VAN GERWEN
et al., 2019).

O patégeno T. vaginalis pode causar infec¢des sintomaticas crénicas nas
regides vulvar e uretral do trato genital (MILLER et al., 2011). Os homens
geralmente sdo assintomaticos e considerados carreadores de T. vaginalis; no
entanto, o parasito pode ser encontrado na glandula prostatica causando
inflamacé&o aguda nao especifica (MITTERGGGER et al., 2012).

O controle da infeccéo por T. vaginalis pode ser um eficaz 0 manejo na
redugé@o do risco de transmisséo do HIV. Os mecanismos mediados pelo T.
vaginalis que potencializam o risco de aquisicdo do HIV envolvem: (i)
rompimento da barreira epitelial através de adesinas, lipofosfoglicano e
proteases levando ao sinal clinico conhecido como colpitis macularis ou cérvice
com aspecto de morango caracterizado por pontos hemorragicos. No estudo de
Guenthner et al. (2005) foi demonstrado que o contato de T. vaginalis no lado
apical de monocamadas de células epiteliais polarizadas rompeu a integridade
epitelial e permitiu a passagem de HIV para o lado basolateral das
monocamadas. (ii) Recrutamento de linfécitos CD4+ e macréfagos a mucosa
vaginal e cervical (MIRMONSEF et al., 2012). A infeccéo por T. vaginalis também
resulta em niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias na secrecao
vaginal, as quais podem afetar a suscetibilidade ao HIV. Especificamente,
estudos demonstraram: aumento de IL-1 em mulheres infectadas com HIV e T.
vaginalis (MITCHELL et al., 2011); aumento de IL-18 e IL-8 em mulheres

gravidas com vaginose bacteriana e tricomoniase (COTCH et al., 1997); e
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amostras de secreg¢do vaginal e cervical de mulheres com tricomoniase
induziram a producéao de IL-8 por células que expressam TLR4 (ZARIFFARD et
al., 2004). (iii) Secrecado de cisteina proteinases que degradam o inibidor de
protease leucocitaria secretoria, fator de protecdo das mucosas contra
patégenos que desempenha um papel importante na prevencao da transmissao
do HIV. Além disso, uma elevada carga viral € encontrada nos liquidos seminal
e cervicovaginal de pacientes com tricomoniase. (iv) Tricomoniase e vaginose
bacteriana atuam como cofatores na transmissédo de HIV através da producéo
de resposta inflamatoria clinica ou subclinica, alteracdo da imunidade inata da
mucosa, microbiota vaginal e pH, e enfraquecimento ou ruptura da mucosa
cérvico-vaginal intacta. A transmisséo do HIV, na auséncia de cofatores, € pouco
eficiente (MASHA et al., 2019; VAN GERWEN et al, 2019; KISSINGER et al,
2015). Estes fatos corroboram entre si facilitando a aquisicao e transmissao do
HIV, visto que no sitio de infec¢cdo ha acumulo dos linfocitos CD4+ (células-alvo
do HIV), uma alta carga viral para infecta-los e pontos hemorragicos que facilitam
0 acesso do virus a corrente sanguinea.

Compreender os mecanismos pelos quais estas infec¢cdes, como a
tricomoniase, facilitam a aquisicdo do HIV e determinar o0s aspectos
sociocomportamentais dos individuos infectados sdo fatores importantes para
estabelecer estratégias de prevencdo eficazes, seguras e baseadas em
evidéncias.

O T. vaginalis extragenital € possivel, mas altamente incomum em
comparacao com as infecgdes genitais. Um estudo com 500 homens em San
Francisco, Califérnia, relatou uma taxa de 0,6% de T. vaginalis retal, no entanto,
isso pode refletir a deposicdo de DNA de T. vaginalis e ndo necessariamente
uma infeccao ativa. Poucos estudos de T. vaginalis extragenital entre mulheres
foram publicados.

Essas espécies extragenitais de trichomonas que comumente infectam
humanos sdo o Trichomonas tenax na cavidade oral e o Pentatrichomonas
hominis no trato intestinal. Trichomonas spp. sdo geralmente especificos do
local. No entanto, Duboucher et al. (2003) detectaram uma co-infec¢ao pulmonar
com T. vaginalis e Pneumocystis em um paciente masculino com AIDS. O
diagnéstico foi alcancado pela identificacdo de pequenas subunidades de rRNA

(SSU rRNA), sequéncias do gene que revelaram T. vaginalis em um lavado
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broncoalveolar. Nesse relato, o paciente foi tratado com sulfametoxazol-
trimetoprim e recuperado, a terapia padrdo com metronidazol ndo foi utilizada
(DE BRUM- VIEIRA et al., 2017).

A eficacia, o beneficio e o custo-beneficio da triagem extragenital sdo
desconhecidos, e nenhum teste é liberado pelo FDA para o teste extragenital;
portanto, o teste retal e oral para T. vaginalis ndo é recomendado (CDC STI
TREATMENTS GUIDELINES, 2021).

Entre pessoas sexualmente ativas, a melhor forma de prevenir a
tricomoniase é por meio do uso consistente e correto de preservativo (externo
ou interno). O uso de ducha intima ndo é recomendado pois pode aumentar o
risco de infec¢Bes vaginais, incluindo inclusive a tricomoniase (CDC STI
TREATMENTS GUIDELINES, 2021).

[1.3 Doenca: manifestacdes clinicas e tratamento

Embora geralmente seja isolado da vagina, o T. vaginalis também pode
infectar a uretra e a glandula de Skene. Uma vez estabelecida a infec¢ao, esta
pode persistir por longos periodos em mulheres. As infec¢des assintomaticas por
T. vaginalis sdo bem documentadas, sendo que entre 25 a 50% de mulheres
infectadas ndo apresentam sinais clinicos. No entanto, as mulheres também
podem desenvolver sintomas que podem ser ciclicos e muitas vezes pioram
durante o ciclo menstrual. Entre mulheres com infecgdo por T. vaginalis, apenas
11 a 17% apresentam corrimento anormal, odor, prurido, disuria ou queimacao
vaginal (LANDERS et al., 2004).

O tipico sinal clinico na tricomoniase, “colpitis macularis" ou cérvice com
aspecto de morango, € observado apenas em 2% das mulheres. Em mulheres
adultas saudaveis, o pH vaginal esta em torno de 4,5, durante a tricomoniase ele
aumenta para 6,0, 0 que torna assim um ambiente favoravel ao crescimento do
parasito. O fato de que os sintomas da tricomoniase séo piores durante a
menstruacdo podem ser explicados pela alta concentracdo de ferro e um
ambiente de pH mais alto. Consequentemente, a reproducao de T. vaginalis e a
adesdo ao epitélio vaginal sdo promovidos, resultando na piora de sintomas
(HARP, 2011).

Mesmo que a tricomoniase geralmente permaneca localizada na parte

inferior do trato urogenital, pode ocasionalmente provocar manifestacbes mais
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graves em mulheres, especialmente durante a gravidez. A tricomomiase causa
morbidade reprodutiva e é associada a uma probabilidade 1,4 vezes maior de
parto prematuro, ruptura prematura de membranas e bebés menos
desenvolvidos para a idade gestacional (KISSINGER, 2009). Também foi
determinada a associacao de um risco 2,1 vezes maior de desenvolvimento de
cancer cervical em uma meta-analise (MINKOFF et al., 1984). Outra meta-
analise de seis estudos relatou uma associacéo ligeiramente elevada, mas néo
estatisticamente significativa, entre T. vaginalis e cancer de préstata (SORVILLO
et al., 1998).

No tratamento da tricomoniase, 0s Unicos farmacos recomendados pelo
Food and Drug Administration (FDA, EUA) sdo o metronidazol (MTZ) e tinidazol
(TNZ), utilizados geralmente via oral, 2,0 gramas em dose Unica, sendo 0 MTZ
o farmaco de escolha (HELMS et al., 2008). Ambos pertencem a classe dos 5-
nitroimidazois, com idéntico mecanismo de ac¢do, e apresentam uma série de
efeitos adversos que incluem nauseas, vomitos, cefaleia, insbnia, vertigem e
sonoléncia (MENEZES et al., 2016). Apesar da maioria das infeccbes por T.
vaginalis apresentarem cura, falhas terapéuticas ocorrem e incluem a resisténcia
dos isolados de T. vaginalis frente a esses farmacos, estimada em 2,5 a 9,6%
dos casos (KIRKCALDY et al., 2012; SCHWEBKE, 2006). Como consequéncia,
160.000 pessoas nos EUA e aproximadamente 10 milhdes no mundo
necessitam tratamento alternativo (KIRKCALDY et al., 2012). No momento, nao
existem opcdes para o tratamento oral da tricomoniase além dos farmacos MTZ
e TNZ. Furazolidona, sulfato de paromomicina, iodo povidona e acido borico tém
mostrado algum efeito nos tratamentos intravaginais, mas sdo muito menos
eficazes que MTZ e TNZ (MUZNY et al., 2012; TAYAL et al., 2010).

Informacgdes recentes do CDC STI TREATMENTS GUIDELINES, 2021
confirmam que os nitroimidazois sdo a Unica classe de medicamentos com
eficacia clinicamente demonstrada contra infecgdes por T. vaginalis. O tinidazol
€ geralmente é de custo mais alto, atinge niveis mais elevados no soro e no trato
geniturinario, tem meia-vida mais longa que o metronidazol (12,5 horas versus
7,3 horas) e tem menos efeitos colaterais gastrointestinais. Em ensaios clinicos
randomizados, os regimes de metronidazol recomendados resultaram em taxas
de cura de aproximadamente 84% —98%, e o regime recomendado de tinidazol

resultou em taxas de cura de aproximadamente 92% —100%. Ensaios clinicos
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randomizados comparando doses Unicas de 2 g de metronidazol e tinidazol
indicaram que tinidazol € equivalente ou superior ao metronidazol na obtencao
de cura parasitolégica e resolucdo dos sintomas. Estes ensaios clinicos
informam ainda, que o gel de metronidazol ndo atinge niveis terapéuticos na
uretra e nas glandulas perivaginais e por ser menos eficaz do que o metronidazol

oral, seu uso nao é recomendado.

[I.4 Técnicas de diagndstico laboratorial para tricomoniase

Devido aos varios efeitos prejudiciais associados a tricomoniase, exatidao
e precisdo no diagndstico laboratorial sdo essenciais para rapida identificacao
do patégeno e imediato tratamento, reduzindo assim, o risco de transmissao e
morbidade.

O exame microscopico direto a fresco € um método tradicional e um dos
mais utilizados para o diagnostico de T. vaginalis. Consiste na coleta de material
de secrecao vaginal através de um swab estéril introduzido na vagina e colocado
em solucdo salina (entre 05-1,0mL). Em seguida, € preparado um esfregago em
lamina para microscopia e analisado em lente objetiva 40x de aumento
(NATHAN et al, 2015). No entanto é uma técnica que, apesar de baixo custo no
laboratorio de rotina, requer experiéncia do analista e viabilidade do organismo
na amostra (ASMAH et al., 2018; DAVEY et al, 2019). Além disso, possui baixa
sensibilidade, variando entre 50-70% (BACHMANN et al., 2011).

Outro método diagnostico laboratorialutilizado é o exame cultural. E
uma técnica mais sensivel que o exame direto a fresco, com taxas entre 44-75%,
e até 2015 foi considerado como padréo-ouro para o diagndéstico de T. vaginalis
(HOBBS, 2013; PATIL et al., 2012) normalmente utilizando o meio de cultura
comendo triptiase, extrato de levedo e maltose (TYM, do inglés trypticase-yeast
extract-maltose) descrito por Diamond (1957). No entanto, este método é
limitado no caso de organismos n&o viaveis em espécime. Além disso, necessita
maior tempo de analise, levando entre de 2 a 7 dias o tempo de incubacao, sendo
necessaria analise diaria em lamina de microscopia para verificar a viabilidade
de possiveis trofozoitos na amostra (VAN DER POL, 2016).

Técnicas de coloracdo também sao utilizadas associadas ao exame
direto a fresco para melhorar o diagndéstico, sendo mais comumente utilizada a

coloracdo de Papanicolao (MENEZES et al., 2016). Outra coloracdo também
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utilizada é a de Giemsa, porém estudos mostram que essas técnicas mesmo
associadas ao exame direto a fresco podem gerar resultados tanto falso
negativos como falso positivos (WORKOWSKI et al., 2021).

Melhores alternativas ao exame direto a fresco e cultural e que podem
ser utilizados independente da presenca de sintomas sdo os testes rapidos
(POC, do inglés point of care) (GAYDOS et al., 2014; HUPPERT et al.,2007). O
teste OSOM (Sekisui Diagnostics) € um ensaio de enzima imunocromatografica
realizado em uma coluna de medicdo de fluxo capilar com uma amostra de
esfregaco vaginal. Os resultados estédo disponiveis em aproximadamente 15 min
e as caracteristicas de desempenho de este ensaio sdo muito boas, com
sensibilidade em torno de 80-90% (GAYDOS et al., 2017). Outro teste é o Xpert
TV assay (Cepheid), que apresenta taxas de sensibilidade em torno de 95-100%
em coletas de swab vaginal de pacientes sintomaticas (SCHWEBKE, 2018). O
Solana Trichomonas Assay (Quidel) € um ensaio designado como um POC
moderadamente complexo pelo FDA. Ele requer uma etapa curta de preparacao
de amostra e pode produzir resultados em até 35 minutos. A sensibilidade do
ensaio varia de 92,9% em amostras de urina de pacientes assintomaticos
mulheres a 100% em esfregacos vaginais em mulheres assintomaticas, com
especificidades de 98% (GAYDOS et al., 2017). Todos esses POC mencionados
séo aprovados pelo FDA.

Testes utilizando a amplificacdo de acidos nucleicos (NAAT) sao hoje
considerados padrédo-ouro no diagnostico de T. vaginalis e outras ISTs (VAN
DER POL, 2016). O Aptima TV Assay (Hologic) foi o primeiro teste aprovado
pelo FDA para detecgéo de T. vaginalis. A tecnologia desse ensaio é baseada
na extracao de rRNA de espécimes de coletas de swab vaginal e endocervical.
A performance desse teste é excelente com taxas de sensibilidade e
especificidade em torno de >90% e >95% respectivamente (NYE et al., 2009).
Outro teste disponivel € o Affirm VPIII (BD, Sparks), que utiliza tecnologia de
identificacdo de DNA em coletas de swab vaginal e identifica simultaneamente
Candida albincans, Gardnerella vaginalis e T. vaginalis. E um teste rapido, com
resultados em até 1 hora (LOWE et al., 2009). O ensaio Max CTGCTV2 (Becton
Dickinson) também é aprovado pela FDA para deteccdo de T. vaginalis em
amostras de esfregaco vaginal e em amostras de urina de ambos 0S sexos.
Apresenta sensibilidade e especificidade de 96,2% —100% e 99,1% - 100%,
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respectivamente, dependendo do tipo de amostra (CDC). O Allplex™ STI
Essential assay (Seegene®) € baseado em um método multiplex de PCR em
tempo-real (RT-PCR) que permite a deteccdo simultanea de Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium e T. vaginalis
através de técnica de amplificacdo de acidos nucleicos (DE SALAZAR et al.,
2019). Um estudo de Vieira-Batista et al (2021) demonstrou resultados de
sensibilidade de especificidade de 94,4 and 99,9%, respectivamente, em
amostras de swab vaginal coletados em um servico de ginecologia entre
pacientes sintomaticas e assintomaticas entre 18 e 60 anos de idade utilizando
esse teste.

Considerando a importancia da tricomoniase na saude publica, é
essencial o desenvolvimento de técnicas de diagnostico laboratorial mais
eficazes, visando o diagnéstico precoce de pessoas sintomaticas mas
principalmente as assintomaticas, para inicio do tratamento da infeccdo e

também como medida de controle de erradicacdo da doenca.






lll. Objetivos
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Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi detectar a presenca do patdégeno T. vaginalis
em amostras clinicas coletadas em populacéo atendida por um servi¢o de saude
publica, o Sistema Unico de Saude (SUS), visando estratégias para o controle
da tricomoniase, através de trés diferentes métodos diagndsticos.

Objetivos especificos:

- Realizar revisdo bibliografica sobre os métodos diagnosticos disponiveis
atualmente na rotina laboratorial para deteccéo de T. vaginalis;

- Identificar a presenca de trofozoitos de T. vaginalis em amostras de urina e
secrecdo vaginal através de exame direto a fresco, exame cultural e uma técnica
de PCR;

- Avaliar sensibilidade e especificidade dos trés métodos diagndsticos testados.






IV. Capitulo |
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From wet mount to nucleic acid amplification techniques: a review on

currently diagnostic methods for Trichomonas vaginalis detection.
Mariana Dicki Freitas, Tiana Tasca

O texto completo do capitulo I, que no texto completo da dissertacdo defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 39-60, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicagdo em periédico
cientifico. Consta de revisdo de métodos diagndsticos atuais para deteccédo de

Trichomonas vaginalis.
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V. Capitulo Il







65

Detection of Trichomonas vaginalis by three different diagnostic methods
in a population served by the Brazilian Public Health System.
Mariana Dicki Freitas, Fernanda Gomes Cardoso, Graziela Vargas Rigo,

Hanalydia de Melo Machado, Maria Luiza Bazzo, Tiana Tasca

O texto completo do capitulo Il, que no texto completo da dissertacdo defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 63-75, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicagdo em periédico
cientifico. Consta de deteccdo de Trichomonas vaginalis por trés diferentes

métodos diagndsticos.
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VI. DISCUSSAO GERAL
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A tricomoniase é a infeccdo sexualmente transmissivel ndo-viral mais
comum no mundo e é classificada pelo CDC/EUA como doenca parasitaria
negligenciada, ou seja, considerada endémica em populacdes de baixa renda, e
apresenta indicadores reduzidos de investimentos em pesquisa, producéo de
medicamentos e controle (SECOR et al., 2014).

7

A prevaléncia mundial de tricomoniase € muito maior do que outras
DSTs curaveis, como gonorréia e sifilis, ambas com 36,4 milhdes de casos, e
infeccdo por Chlamydia, com 100,4 milhdes de adultos infectados. Nos EUA,
varios estudos determinaram a prevaléncia da tricomoniase na faixa de 2,5% a
26,2%. Os paises nordicos da Europa respondem com 1,5% da a prevaléncia de
tricomoniase e na Africa do Sul a prevaléncia foi de 6,5%, excluindo casos de
co-infeccdo com HIV. Estudos na América Latina revelaram prevaléncia
semelhante valores de 7,6% na Argentina, 7,8% no Chilee e 9,1% no Peru. No
Brasil, a prevaléncia varia de 2,6% a 20% entre as mulheres e o Ministério da
Saude estima uma prevaléncia geral de 15%. Esses dados incertos séo devido
as limitacbes na selecdo da amostra e a doencdo ndo ser de notificacdo
compulséria (MENEZES et al., 2016).

Nesse contexto, Secor et al. (2014) alerta para a classificacdo da
tricomoniase como doenca negligenciada desde a prevaléncia dados séo
subestimados devido a falhas no diagndstico como consequéncia de métodos
insensiveis ou falta de testes em pacientes assintomaticos e conhecimento
limitado relacionado a duracéo da infeccao

A infeccdo esta associada a sérios problemas de saude como infertilidade,
complicagBes na gravidez, predisposi¢cdo ao cancer cervical e prostatico, além
de ser facilitadora para a aquisi¢cao e transmissao de HIV (VAN DER POL et al.,
2007, POOLE & MCCLELLAND, 2013). Embora a tricomoniase seja considerada
curavel milhares de pessoas infectadas necessitam de tratamento alternativo
aos 5-nitroimidazéis, como MTZ e TNZ, os Unicos farmacos aprovados pelo FDA
(SCHWEBKE & BARRIENTES, 2006) devido a ocorréncia de resisténcia aos
medicamentos e ndo adesdo ao tratamento devidos aos efeitos adversos

provocados pelos mesmos.

Investimentos em pesquisas para desenvolvimento de novas técnicas de

identificacdo do agente causador da patologia, T. vaginalis, sdo necessarios e
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contribuem de forma direta para o desenvolvimento também de novas terapias
medicamentosas. Uma vez que identificado o parasita em portadores
sintomaticos mas principalmente em assintomaticos, levam de forma direta a

identificacdo de formas mais resistentes do parasita (VIEIRA et al., 2017).

O Capitulo | dessa dissertacao teve como objetivo evidenciar as técnicas
de diagnostico de T. vaginalis tanto as mais tradicionais utilizadas na rotina
laboratorial, como técnicas de diagnéstico de maior sensibilidade e
especificidade que utilizam o método de amplificacao de acidos nucleicos, e que
hoje em dia sdo consideradas “padrdo-ouro” para a identificacdo do protozoario
(VAN DER POL, 20186).

Fica claro também nesse capitulo, que alternativas como os testes rapidos
(point of care) disponiveis hoje em dia para a insercdo na rotina laboratorial
(GAYDOS et al., 2017), além de fornecerem o diagnostico de maneira mais
rapida e custo acessivel, poderiam ser associados a testes de triagem de ISTs
em servicos de saude publica. Opcao ja utilizada em muitos paises onde a
tricomoniase é endémica, como na Africa, € utilizar estes testes rapidos como
triagem em mulheres jovens em idade fértil e também em mulheres gravidas
(GARRET et al.,2019).

Além disso, comprovadamente documentado, as técnicas NAAT
apresentam melhores resultados de sensibilidade e especificidade na
identificagdo de T. vaginalis, bem como de outras infecgbes sexualmente
transmissiveis que podem estar associadas (DE SALAZAR et al., 2019; VIEIRA-
BATISTA et al.,2021). Por este motivo, muitos dos testes hoje em dia disponiveis
no mercado apresentam kits de multipla deteccéo de patdogenos, sendo 0os mais
comumente associados Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,

Mycoplasma genitalium e T. vaginalis.

No Capitulo Il dessa dissertagéo, através de um estudo utilizando trés
métodos de identificacdo para T. vaginalis: exame direto a fresco, cultural e
técnica de amplificacdo de &cido nucleico através do teste Allplex™ STI
Essential assay da Seegene®. Os resultados revelaram que o Allplex™
apresentou melhor acuracia na identificacdo do patdgeno. A presenca do

protozoario foi constatada em 3,88% da amostragem utilizando Allplex™ e em
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2,81% das amostras utilizando as técnicas exame direto a fresco e cultural. Os
novos testes de amplificacdo de acidos nucleicos apresentam maior acuracia e
sdo mais rapidos no diagnéstico clinico (CDC, WORKOWSKI et al., 2021).

E de suma importancia o reconhecimento e o impacto das infeccdes por
T.vaginalis na saude publica com o desenvolvimento de uma rede de cuidado
relacionado as demais ISTs além do HIV, que possui maior atencao e programas
na rede publica ja estabelecidos. Alternativas como disponibilizar testes de
screening de ISTs sdo medidas que além de auxiliar na prevencao entrariam
como medidas de economia em gastos relacionados a terapias
medicamentosas. O impacto da tricomoniase na saude publica vem se tornando
cada vez mais relevante, incluindo os custos diretos e indiretos envolvidos no
tratamento (SECOR et al.,, 2014; DAVEY et al., 2019; MEDINA-MARINO et
al.,2020; GARRETT et al., 2018; MAVEDZENGE et al., 2010; SORVILLO et al.,
2001)

Segundo recomendacdes recentes do CDC através do STI Treatments
Guidelines de 2021, os servi¢cos de saude no manejo da tricomoniase devem
aconselhar as pessoas com infec¢des por T. vaginalis a se absterem de sexo
até que elas e seus parceiros sexuais sejam tratados (ou seja, quando a
terapia for concluida e todos os sintomas forem resolvidos) e além disso que
teste para outras ISTs, incluindo HIV, sifilis, gonorreia e clamidia, deve ser
realizado para pessoas com T. vaginalis.

Em um cenario onde mais infeccées por T. vaginalis e outras ISTs em

homens e mulheres assintomaticos ocorrerem e ndo forem diagnosticadas, o
manejo de controle de disseminacgdo de ISTs se torna cada vez mais arduo e
oneroso tanto para gestdo de saude privada quanto publica.Dessa forma, a
atencdo para a problemética da infeccdo por T. vaginalis urge e é de real
importancia para o tratamento e controle dessa infecgcdo e de outras ISTs

relacionadas.






VIl. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no desenvolvimento desta dissertagdo permitem as
seguintes conclusdes:

1. As técnicas de identificacdo de T. vaginalis por NAATs possuem maior
sensibilidade e especificidade que as técnicas usuais utilizadas na rotina
laboratorial, sendo atualmente consideradas padrao ouro e melhor opcéo
de diagndstico para a tricomoniase, contribuindo assim, para o tratamento
precoce evitando a transmissao;

2. Paraa utilizacdo da técnica desse estudo, no que diz respeito a condi¢des
de temperatura e tempo de armazenamento das amostras de urina e
secrecdo vaginal, as mesmas permaneceram Viaveis por 22 meses
preservadas a -80°C sem prejuizo na analise final;

3. E de fundamental importancia, principalmente em servicos de salde
publica, a priorizacdo do uso de testes screening de ISTs, como
ferramenta mais eficaz para o tratamento e também como prevencédo da
disseminacdo das mesmas, o que pode contribuir de alguma forma na

reducdo dos custos com tratamentos medicamentosos.






VIIl. PERSPECTIVAS
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A fim de seguir na prevencédo de novos casos e, dessa forma, evitar os
piores efeitos adversos tanto de formas sintomaticas, mas principalmente das
formas assintomaticas da infeccéo por T. vaginalis:

1. Estabelecer o cultivo in vitro de isolados clinicos de T. vaginalis a partir

de amostras de urina e secrecéo vaginal,

2. Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados clinicos de T. vaginalis

a metronidazol e tinidazol;

3. Correlacionar as caracteristicas de patogenicidade e os niveis de
resisténcia apresentados pelos isolados de T. vaginalis com a histéria

clinica e aspectos sociocomportamentais dos pacientes.

A médio e longo prazos, o estudo de comparacdo de técnicas de
diagnéstico de T. vaginalis pode ser pensando como proposta para servicos de
saude publica realizarem testes de maior sensibilidade e especificidade a fim de
reduzir custos com tratamentos de infec¢cao tanto por T. vaginalis como de outras
ISTs que possam ser realizadas num mesmo teste de screening e também como

estratégia para prevencao e reducédo de infec¢des por HIV.
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Endarsgs: Ay Pauln Gama, 110 - Sala 377 & Prds Snaxs | da Wsioris - Cempus Canks

Ealrra:  Ferroupiis CEP: poinsc-oEn
s s HMenicipio:  PONTOD ALLDAE
Taefona: (= o837 Fan: (5100 Eomail: sbcagdoecpemn cge ks

& laghieh il e E
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Coninsnghs 4o Ferecss 1000 S8

Soni=s de financameno sdegusdees,

Conclderaghst cobre ot Termos. g aprecentagdo obrigaboria:
=ol apresentado projetn de peEsguisa = folha de rosio assinada.

Em reiacho a0 TCLE apresentado (FENDENCIAS ATENDIDAS |
- redigide na formea de conite

- adicioraydos contabos dos CEPS
- 05 pesquissdonss scciarecsmm gue o0 TCLE serd omado dios 5.000 usudros do laborabério antes da
coleta de wina miou secrecio vaginal em sala reservada que permi privacidsde = confidencialidsde.

Conoluches ou Fenddnolac o Likia de Insdequaghe:

O projein de pesquisa encontra-se em condigles de aprovacio, de acordo com oS aspecios EHoos (CNE
Resciuclo 455112)

Conclderagbec Finalc a orttério do CEF:

Aprohraido.

Echbs parecar fol slaborado bassado o dooumeanios abatoo relackonados:

Tipo Diooarmeni Amuitvo Fosiagem Auor Elln;ﬂn
Inforragles Bdsicas| PE_INFORMADOES_BAZICAS_DO_F | 13020019 A et
do P o ROJETD 1365285 pdl 115535
[ ] id= TCUD_assinados. pdf 13023019 |Tiana Tasca At
Pesguissdores 1157314
TCLE /! Temos d= | TCLE_Projetn ME_MarisssDickl_Freit| 13025012 |Tiana Tasca At
Assentmento ! as_LACT_CORRIGIDO. pdt 115711
Jusificativa de
AUSincla
Projeio Detalado ! | Projeio_Mardana_Dickl_Frelas_CORRI 13025019 |Tiana Tasca At
Erochuma S0 115858
| InvecSgador
Cutos Projeio_Mardana_Dickl_Frelas_Respost| 130202019 |Tlana Tasca Aceiio

as Dl la_CEF _UFREE. pdf 115533
D iars -3 CEAPE. pdl 13022019 |Tiana Tasca A et
Insti = 115506

Ercaregs: Ay Paulo Gama, 110 - Sala 317 de Pnidic Snacs | da Msforis - Cempus Cenks

Ealrre:  Ferroupilie CEP: 90 nscaoen
L = i Nunicipie: PORTO ALDGRE
Telsfona (51 (IO8-373E Fax: (AI0T0E-80EE Eomail:  aSoaiisropess chge br
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Continaagks 35 Pesse 1010 50
Infraesinatura CEAFE. pdT 1!-.":'.%_'3:'1‘3 Tlana Tasca faTa i
Foiha die Rosio folhaDeR ozt Thars_Tasca pd 3-'1:‘1?'313?3 Tiana Tasca Aot
153445
Declars (= ] carta_LACT paf IS | Tiana Tasca Aot
InstEu = 14=738
Infrasesraturs

fusgdo do Parsosr:

Aprovado

Heosccia &preclsgdo da CONER:
Nio

FORTC ALEGRE, 14 de Margo de 2013

."-. 3

fr ; 4
'___.-" i _.' s =
T Rl '-'-l':t UL 3 5 rfi:ffu
/ J'-'-".'A;I;lr'-;u;h:f|:'-:|_r‘.J
MARIA DA GRACA CORSD DA MOTTA
[CoordanaBor|

/

Ernderego: Ay Paulo Gamm, 110 - Sale 377 dc Prsdio Snexcc | de Wsforis - Cempos Cenkec

Balira: P erroupiis CEP: ooigcosn
UF- BS Nunicipioc PONTO ALDGNE
Tamiona (5] [IO8-3738 Fax: (BIC0E-AEE E-mall: sfcaiSoropesn cigebr
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