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RESUMO

As infeccbes sexualmente transmissiveis (ISTs) podem ser causadas por mais de 30 tipos de
microrganismos, entre eles Neisseria gonorrhoeae (NG), Chlamydia trachomatis (CT),
Trichomonas vaginalis (TV), Mycoplasma genitalium (MG), Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) e Papilomavirus Humano (HPV). HPV, envolvido com casos de cancer cervical,
facilita a aquisi¢do e transmisséo do HIV, e HIV, por sua vez, contribui com a persisténcia do
HPV no organismo. CT, NG, MG e TV sdo responsaveis por causar desde infecgdes
assintomaticas até potenciais complicacbes se ndo diagnosticados e tratados, além disso
aumentam o risco de aquisicdo e/ou transmissdo de HIV, podendo interagir também em
diferentes niveis com HPV. MG naturalmente apresenta resisténcia aos antimicrobianos beta-
lactdmicos, mas também possuem padrdes de resisténcia a outros antimicrobianos utilizados no
tratamento da infeccdo, sendo de suma importancia estimar a resisténcia a fluoroguinolonas e
macrolideos por meio da detec¢do dos polimorfismos de nucleotideos Gnicos (SNPs), nos genes
parC, gyrA e na subunidade 23S do RNA ribossomal (RNAr) respectivamente. Atualmente, a
forma mais sensivel para diagnosticar e compreender grande parte das ISTs é por meio dos
testes de amplificacdo de &cidos nucleicos, especialmente a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que foi utilizada neste estudo. Ao todo, 355 amostras de conteido vaginal provenientes
de mulheres vivendo com HIV (MVHV) foram submetidas a PCR em tempo real para deteccédo
de CT, NG, MG e TV e, das amostras com MG detectado, uma Nested PCR foi realizada para
amplificar genes associados a resisténcia aos antimicrobianos macrolideos e fluoroquinolonas,
seguida por sequenciamento tipo Sanger para pesquisar SNPs nos genes alvos. Utilizando o
software Statistical Package for Social Science (SPSS) para a anélise estatistica, foi visto que
CT, NG e TV apresentaram alta prevaléncia (10,1%, 7,9% e 13,0%, respectivamente), MG uma
prevaléncia de 2,8%. Coinfeccdes também foram detectadas, dessas CT e MG com 1,4% de
prevaléncia, MG e TV com 0,6%, NG, MG e CT com 0,3%, NG e TV com 1,1% e CTe TV
com 2,5%. Ademais, uma comparacao de resultados entre dois testes moleculares foi avaliada,
sendo eles Allplex CT/NG/MG/TV Assay (Seegene®) e RealTime CT/NG Assay (Abbott®), o
grau de concordancia obtido pelo coeficiente Kappa foi 0,736, considerado muito bom.
Infeccdo por NG foi associada significativamente com HPV de baixo risco. Ndo foram
encontradas SNPs em posicGes que predizem a resisténcia para MG nos alvos 23S do RNAr,
gyrA e parC nas 10 amostras detectadas. As prevaléncias altas de CT, NG e TV podem estar
associadas pela coinfeccdo HIV-HPV e a possivel imunossupressao das participantes. A
prevaléncia de MG foi condizente com a literatura assim como os dados de coinfecgdes entre
estes patdgenos. Por se tratar do primeiro dado, até o0 momento, do perfil de resisténcia de MG
aos antimicrobianos no Brasil em MVHIV. Resultados nacionais para MVHIV corroboram para
a 0 cenario epidemioldgico brasileiro e podem auxiliar gestores publicos a embasar decisdes
diagnosticas e de tratamento das ISTS.

Palavras-chave: ISTs; Mycoplasma genitalium; HIV; HPV; coinfec¢éo; resisténcia.



ABSTRACT

Sexually transmitted infections (STIs) can be caused by more than 30 microorganisms,
including Neisseria gonorrhoeae (NG), Chlamydia trachomatis (CT), Trichomonas vaginalis
(TV), Mycoplasma genitalium (MG), Human Immunodeficiency Virus (HIV), and Human
Papillomavirus (HPV). HPV, involved in cases of cervical cancer, facilitates HIV acquisition
and transmission, whilst HIV contributes to the persistence of HPV infection. CT, NG, MG,
and TV are responsible for causing asymptomatic infections but if not diagnosed and treated
can cause complications; in addition, they can increase the risk of acquiring and/or transmitting
HIV, and may also interact at different levels with HPV. MG is naturally resistant to beta-lactam
antimicrobials but can also be resistant to other antimicrobials used in treatment, and it is of
great importance to estimate MG resistance to fluoroquinolones and macrolides through the
detection of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in parC, gyrA, and 23S ribosomal RNA
(RNAr) subunit genes respectively. Currently, the most sensitive way to diagnose and
understand most STIs is through nucleic acid amplification tests, especially the polymerase
chain reaction (PCR), which was used in this study. In all, 355 vaginal samples from women
living with HIV (MVHV) were subjected to real-time PCR for CT, NG, MG, and TV detection,
and from MG detected samples, a Nested PCR was performed to amplify genes associated with
macrolide and fluoroquinolone resistance, followed by Sanger sequencing to search for SNPs
in target genes. Using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software for statistical
analysis, it was observed that CT, NG, and TV had a high prevalence (10.1%, 7.9%, and 13.0%,
respectively), MG had a 2.8% prevalence. Coinfections were also detected, such as CT and MG
with 1.4% prevalence, MG and TV with 0.6%, NG, MG and CT with 0.3%, NG and TV with
1.1 % and CT and TV with 2.5%. In addition, a comparison between the results of two
molecular tests was perfomed, them being Allplex CT/NG/MG/TV Assay (Seegene®) and
RealTime CT/NG Assay (Abbott®), being the agreement degree obtained via Kappa coefficient
was 0.736, considered very good. Infection by NG was significantly associated with low-risk
HPV. No SNPs were found in positions that predict MG resistance in the 23S rRNA, gyrA, and
parC targets in the 10 detected samples. The high prevalence of CT, NG, and TV may be
associated with the HIVV-HPV coinfection and the imunosupression of the participants. MG
prevalence was consistent with the literature, as well as data on co-infections between these
pathogens. As it is the first data so far on the profile of MG resistance to antimicrobials in
MVHIV living in Brazil. National results for MVHIV corroborate the Brazilian
epidemiological scenario and can help governmental institutions to support diagnostic and
treatment decisions for STIs.

Keywords: STIs; Mycoplasma genitalium; HIV; HPV; coinfection; resistence.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é estimado que mais de 1 milh&o
de Infeccdes Sexualmente Transmissiveis (ISTs) sdo adquiridas por dia no mundo, podendo ser
causadas por mais de 30 tipos de bactérias, virus e parasitos conhecidos. As ISTs podem ser
transmitidas por contato sexual vaginal, oral e/ou anal, ou ainda verticalmente durante a
gestacdo, parto e amamentacdo. A maneira mais efetiva de evitar a transmissdo € pelo uso de
preservativos, que além de prevenir infeccBes, ainda protegem contra gravidez indesejada
(WHO, 2021a).

Dentre os microrganismos envolvidos nas ISTs, os mais comuns sdo Treponema
pallidum (TP), Neisseria gonorrhoeae (NG), Chlamydia trachomatis (CT) e Trichomonas
vaginalis (TV), que estdo relacionados a 7, 82, 128 e 156 milhdes de novos casos a cada ano,
respectivamente (WHO, 2021c). CT e NG sdo bactérias comuns no desenvolvimento de
cervicite e uretrite, entretanto muitas vezes estas manifestacdes clinicas podem ser causadas por
outros patoégenos, como Mycoplasma genitalium (MG) (ANAGRIUS; LORE; JENSEN, 2005).
Ja dentre os virus envolvidos com ISTs, em 2021, estimou-se que 38,4 milhGes de pessoas
estavam vivendo com a infecgdo causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV, do
inglés Human Immunodeficiency Virus) no mundo (UNAIDS, 2021) e 291 milhdes de mulheres
vivendo com Papilomavirus Humano (HPV, do inglés Human Papillomavirus), comumente
associado a cancer genital (WHO, 2021c).

O diagndstico das ISTs varia conforme cada patdgeno, sendo que nos Gltimos anos 0s
testes de amplificacdo de &cidos nucleicos (NAAT, do inglés Nucleic Acid Amplification Tests)
vém sendo utilizados para a deteccdo de CT, NG, MG, TV e HPV (WHO, 2021b), por conta de
sua rapidez e capacidade de detectar o material genético de diferentes patdgenos
simultaneamente, além da dificuldade de cultivo desses microrganismos. Apenas a deteccdo do
microrganismo pode ser insuficiente, necessitando, muitas vezes, de outras metodologias para
avaliar a presenca de alteracGes gendmicas que possam predizer resisténcia aos antimicrobianos
(WHO, 2021d).

Em muitos casos, ndo é feita a testagem etioldgica relacionada a ISTs, e sim um
tratamento sindrémico, principalmente em paises em desenvolvimento. Desde 1993, o
tratamento sindrémico é recomendado no Brasil para pessoas que apresentem sintomas
compativeis com ISTs (MOHERDAUI et al., 1998). Entretanto, atualmente a OMS recomenda

gue, com o tempo, a abordagem sindrémica passe a ser uma vigilancia etiologica, e recomenda-
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se que, ao passar dos anos, 0s paises que usam 0 manejo sindrébmico devem realizar uma
avaliacdo etiologica para atualizar as recomendagdes de tratamento (WHO, 2016).

No presente estudo, os materiais genéticos de CT, NG, MG e TV foram pesquisados
em amostras de mulheres vivendo com HIV (MVHIV) provenientes de um projeto de ambito
nacional de implantacdo de uma rede de servigcos para acesso a testes de biologia molecular
para deteccdo de HPV; e ainda foi realizada a avaliacdo de resisténcia de MG a antimicrobianos
de escolha no tratamento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 METODOS MOLECULARES

Criada na década de 1980, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction) é uma técnica de biologia molecular comumente utilizada para
amplificacdo exponencial in vitro de um segmento de determinado material genético de
interesse. Os componentes necessarios basicos para a reacao ocorrer séo DNA polimerase,
desoxinucleotideos de cada base (ANTPs), o DNA alvo e os oligonucleotideos iniciadores
(primers), que sdo submetidos a trés etapas principais da reacdo: desnaturacao, hibridizacéo e
extensdo, que sdo repetidas a temperaturas especificas em um termociclador. Na PCR
convencional, os produtos de PCR, ou amplicons, ainda precisam ser analisados por outra
metodologia, usualmente a eletroforese em gel de agarose juntamente com algum intercalante
para visualizagdo dos produtos gerados na PCR (CANENE-ADAMS, 2013).

Com o tempo, a PCR foi ganhando varia¢fes, uma delas a Nested PCR, utilizada
guando é preciso uma maior sensibilidade e/ou especificidade da reacdo. Nela, sdo feitas duas
rodadas de PCR, com dois pares de iniciadores diferentes em cada. A segunda PCR utiliza o
produto da primeira amplificacdo como DNA alvo (GREEN; SAMBROOK, 2019). Por
aumentar o risco de contaminacao do ambiente laboratorial, a Nested PCR € utilizada com muita
parcimdnia e observando-se cuidados especiais.

Outro tipo de reacdo € a PCR em tempo real, que permite analisar e quantificar os
produtos da PCR durante o processo de amplificagdo. Para que isso seja possivel, é necessario
que componentes fluorescentes estejam presentes na reacdo e que esta fluorescéncia seja
excitada durante a amplificacdo e identificada pelo termociclador. Assim, é possivel reconhecer
0 aumento da fluorescéncia ao longo dos ciclos, sendo que a reacdo tem um limiar de detecgédo
(ou threshold) do qual a intensidade do sinal luminoso precisa ultrapassar para determinar, em
uma amostra na qual ocorreu a amplificacdo, o ciclo de quantificacdo (Cq) (Figura 1). Quanto
menor o Cq, maior o numero de cépias iniciais de DNA (KALTENBOECK; WANG, 2005).
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Figura 1 Representacdo de uma amplificacdo por PCR em tempo real.
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Fonte: Imagem de autoria prépria (imagem gerada no programa Bio Render®).

A PCR pode possuir dois ou mais pares de iniciadores simultaneamente amplificando
e detectando dois ou mais alvos no mesmo pogo, caracterizando assim uma PCR multiplex. No
caso da PCR em tempo real, isso € possivel pois diferentes fluor6foros marcam cada sonda,
sendo diferenciados pela plataforma de PCR em tempo real (KALTENBOECK; WANG, 2005).

Ainda, os métodos moleculares podem ser executados de forma automatizada,
possuindo diversas vantagens, como a reducao do tempo de execucao do teste e a padronizagao
do procedimento. Empresas como Cepheid® e Abbott® desenvolveram equipamentos
automatizados, sendo eles GeneXpert e m2000, respectivamente, envolvidos no diagnostico de
ISTs. O m2000 (Abbott®), por exemplo, executa desde a extracdo do material genético até o
preparo das reacdes em placa de PCR, sendo apto a processar 96 amostras por vez, além de ser
capaz de analisar 186 amostras e seis controles num periodo de aproximadamente oito horas
(WHO, 2013).

2.1.1 Sequenciamento de material genético

Sequenciamento genémico é usado para determinar a ordem de bases nitrogenadas de
uma fita de material genetico (NIH, 2022), podendo ser do genoma completo ou apenas de
porc¢des dele. No sequenciamento do tipo Sanger, um sequenciamento de primeira geracgéo, o
material genético amplificado é anelado a um iniciador e estendido pela enzima DNA
polimerase, que incorpora ou uma mistura de dNTPs ou ddNTPs, onde a incorporagao seletiva

de ddNTPs determinam a extenséo de cada molécula, gerando fragmentos de DNA de diferentes
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tamanhos. E um tipo de sequenciamento muito utilizado para o0 monitoramento de resisténcias
a antimicrobianos e analises filogenéticas (CROSSLEY et al., 2020).

A erado NGS (do inglés, Next Generation Sequencing) iniciou nos anos 2000, com 0s
sequenciadores de segunda geracdo, com uma maior eficiéncia e menor tempo de trabalho
quando comparado ao sequenciamento tipo Sanger, sendo exemplos de sequenciadores de
segunda geracao as plataformas Illumina® e lon Torrent (Thermo Fischer®). Essas plataformas
realizam diversas leituras curtas do material genético, sendo muito preciso para regiGes menores
do genoma (250 — 800pb), mas para longos trechos acaba trazendo desafios na montagem da
sequéncia. Ja no sequenciamento de terceira geracdo, ou de longas leituras, utilizando as
plataformas PacBio® e Oxford Nanopore®, supera-se essas dificuldades encontradas em
sequenciadores de segunda geracdo quando convém a analises de genoma completo. Mas vale
lembrar que para analise de regiGes menores ainda é recomendado o uso de plataformas de
segunda geracdo ou até de primeira geracao, sendo que o sequenciamento do tipo Sanger o mais
recomendado para a avaliacdo de SNPs, como no presente trabalho (BANSAL et al., 2010; HU
etal., 2021).

2.1.2 Novas tecnologias moleculares

Aliadas a PCR em tempo real, novas tecnologias vém surgindo no mercado para
melhorar qualidade e velocidade da reacdo. Como exemplo, a empresa Seegene® desenvolveu
a tecnologia MuDT™, que possibilita a deteccdo de mdltiplos alvos em um dnico canal de
fluorescéncia sem analise de curva de dissociacdo. Esta tecnologia é combinada com DPO™ e
TOCE™, A tecnologia TOCE™ possui trés componentes chaves: pares de iniciadores DPO™,
Pitchers e Catchers. Os pares de iniciadores DPO™ fazem a amplificacdo especifica da regido
alvo, enquanto o Pitcher é um oligonucleotideo de fita simples composto por uma por¢éo de
marcagdo adjacente a uma porg¢éo de direcionamento que pode hibridizar especificamente com
a regido alvo de interesse; ja o Catcher é um molde artificial duplamente marcado por um
reportador fluorescente e um quencher (LEE, 2012).

A reacdo inicia com a hibridiza¢do dos iniciadores DPO™ senso e antissenso e do
Pitcher, seguido da extensdo pela enzima Tag DNA polimerase e clivagem do Pitcher,
liberando a porcéo de marcacgédo. Esta porcéo se hibridiza ao Catcher, induz a sua extenséo e
leva a criacdo do Duplex Catcher, resultando na geracdo de um sinal fluorescente (Figura 2)
(LEE, 2012).
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Figura 2 Esquema do ensaio de clivagem e extensdo de oligonucleotideos de marcagéo (TOCE™),
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Fonte: Adaptado de Lee, 2012.

Em suma, a intensidade dos sinais de fluorescéncia dos alvos com diferentes perfis de
Tm (do inglés, melting temperature) pode ser verificada controlando as temperaturas de
deteccdo pela tecnologia de anélise de dados MuDT™, permitindo com que os alvos sejam
distinguidos uns dos outros sem a anéalise da curva de dissociacdo (LEE; KIM; LEE; CHUN,
2014).
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2.2 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

HIV é um membro do género Lentivirus e da familia Retroviridae, e pode ser dividido
em dois tipos com base em suas caracteristicas genéticas, HIV-1 e HIV-2, sendo HIV-1 mais
prevalente no mundo e HIV-2 restrito a algumas regides da Africa (FANALES-BELASIO et
al., 2010). E um virus envelopado com genoma constituido por duas fitas simples de RNA
idénticas e trés principais genes: env, gag e pol, responsaveis por codificar proteinas do
envelope, estruturais e enzimas, como a transcriptase reversa, responsavel pela transcricdo
reversa de RNA viral em DNA complementar (LI et al., 2015; SEITZ, 2016). Esse virus é o
agente etiologico da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (aids), possuindo
tropismo por células do sistema imune que apresentam receptores CD4+ e correceptores CCR5
ou CXCR4, podendo levar & imunossupressdo. E importante salientar que o paciente estar
infectado pelo HIV, mas ndo ter desenvolvido aids, ja que isto depende das propriedades do
virus e do sistema imune do hospedeiro (BRASIL, 2017; FANALES-BELASIO et al., 2010) e
mais recentemente pela estratégia de testar e tratar para preservar o sistema imune da pessoa
vivendo com HIV e diminuir o risco de transmissdo em virtude da supressdo viral obtida com
a terapia antirretroviral (OKOLI et al., 2020).

A infecgéo pelo HIV néo tem cura (BRASIL, 2017). Entretanto, com 0s avangos na
terapia antirretroviral (TARV) é possivel reduzir a carga viral até que ela se torne indetectavel
e intransmissivel, aumentando a qualidade de vida da pessoa vivendo com HIV. Este coquetel
de medicamentos deve ser tomado durante toda a vida concomitantemente com o
acompanhamento da infeccdo por meio de exames perioddicos, como a contagem de células
CD4+ e a carga viral (BRASIL, 2017). O Ministério da Saude do Brasil (MS) disponibiliza o
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) para o Manejo da Infeccdo pelo HIV em
Adultos, que abrange todos os aspectos da infeccdo, desde os sintomas, diagndstico, tratamento
até o suporte ao paciente. Cabe ressaltar que é fundamental que o individuo tenha adesdo ao
tratamento proposto com os antirretrovirais, respeitando as doses, horarios e outras indicagdes
(BRASIL, 2018).

2.3 PAPILOMAVIRUS HUMANO
HPV é um virus de DNA de fita dupla circular, classificado em tipos de alto e baixo

risco. Os de baixo risco oncogénico podem gerar verrugas anogenitais e em outros sitios

anatdmicos, majoritariamente benignas, que podem se resolver dentro de seis meses, com ou
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sem tratamento. Os de alto risco oncogénico estdo relacionados, principalmente, com cancer
anogenital e de cabeca e pescogo. HPVs podem infectar diversas espécies de animais, porém
sdo espécie-especifica. Existem mais de 200 tipos de HPV, com base em diferencas genémicas,
sendo que apenas 30 estdo relacionados com infecc¢Bes genitais em humanos, sendo divididos
em dois grupos de acordo com o potencial oncogénico: de baixo e alto risco. A maioria das
infecgBes séo benignas, porém 15 destes tipos de HPV s&o classificados como de alto risco e
associados a maior risco de desenvolvimento de cancer cervical sendo eles 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82. (CDC, 2021d).

Ao todo, a infeccdo por HPV resultaem 570 mil casos de cancer cervical por ano (WHO,
2021c), no entanto, a infeccdo por HPV de alto risco precisa ser persistente para ter esse
desfecho. Além disso, a infeccdo ainda pode ter alguns cofatores associados, como multiplos
parceiros sexuais, uso de contraceptivos orais, tabagismo e/ou infec¢bes por NG, CT e TV
(ADEBAMOWO et al., 2017; RIBEIRO et al., 2015). Algumas outras interagdes ainda séo
pouco conhecidas, como a infeccdo por MG e seu possivel papel na aquisicdo de HPV e
desenvolvimento de cancer cervical.

No Brasil rastreamento do cancer cervical, ainda, é realizado de maneira periodica por
rastreio com o exame citopatoldgico, que deve ser cumprido anualmente em mulheres com
idade entre 25 e 60 anos; e a cada trés anos, apos dois exames anuais consecutivos negativos.
Em paises onde este rastreamento € realizado a cada trés a cinco anos, e tem cobertura superior
a 50%, sdo vistas taxas inferiores a trés mortes a cada 100 mil mulheres por ano (INCA, 2016).
No entanto, este exame tem suas limitag6es, como a maior chance de produzir resultados falso-
negativos. Com isso, dada a associagdo entre HPV de alto risco e cancer cervical, os métodos
moleculares podem ser usados como ferramenta diagndstica para detectar o material genético
do virus e ainda ter a possibilidade de diferenciar os genotipos, contando com um melhor custo-
beneficio e sensibilidade (KIM; WRIGHT; GOLDIE, 2005; LEVI et al., 2019). Em 2021, a
OMS ratificou a recomendacdo para que os paises adotem o rastreio com testes para deteccéo
de HPV, no documento “New recommendations for screening and treatment to prevent cervical
cancer”, reservado a citologia esfoliativa para os casos que necessitem acompanhamento da
infeccdo (WHO, 2021e).

Em relacdo a outras infeccdes, a pré-existéncia de infeccdo pelo HPV no organismo
humano pode facilitar a aquisi¢do de HIV, possivelmente porque HPV causa uma leséo de
continuidade em mucosas. A perturbacdo da integridade da mucosa pelo HPV e a sua
prevaléncia, podem estar relacionadas a essa aquisi¢éo e transmissdo de HIV (DREYER, 2018).

Por outro lado, a infec¢do por HIV e o comprometimento do sistema imune podem aumentar a
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chance de infeccdo por HPV, assim como sua prevaléncia, persisténcia e progressao até formas
mais graves, como a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) 2, NIC 3 e cancer cervical
(CLIFFORD; TULLY; FRANCESCHI, 2017; DREYER, 2018), sendo que a chance de
desenvolver cancer € seis vezes maior para mulheres vivendo com HIV quando comparado a
mulheres sem HIV (WHO, 2020) e quando associado a tipos de HPV mais agressivos, como
16 e 18. Importante ressaltar que todos estes fatores dependem também do estagio da doenca,
estado do sistema imune e o tipo de HPV associado (DREYER, 2018).

2.4 Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae é um diplococo Gram negativo e parasita obrigatério do ser
humano, capaz de infectar diferentes mucosas, como da uretra, faringe e reto (HILL;
MASTERS; WACHTER, 2016). Em mulheres, a infec¢do é frequentemente assintomatica ou
causa poucos sintomas; no entanto, pode levar a complica¢des, como a doenca inflamatéria
pélvica, cervicite e uretrite (BRASIL, 2022a; CDC, 2021b), no qual cerca de 3% das mulheres
desenvolvem estas formas mais graves da infeccdo. Se ndo tratada, ou tratada de forma
inadequada, pode gerar consequéncias como esterilidade, gravidez ectopica, artrite séptica e/ou
morte (HILL; MASTERS; WACHTER, 2016).

O diagnéstico laboratorial de gonorreia pode decorrer por metodologias distintas para
identificacdo do diplococo dependendo do tipo de amostra (urogenital, retal, liquido sinovial,
orofaringea e de secrecdo ocular). A microscopia de esfregaco usando coloracdo de Gram é
uma boa opg¢do para homens com corrimento uretral, porém a sensibilidade do teste cai para
amostras endocervicais. Outra opcéo é a cultura bacteriana (a Unica que permite fazer teste para
verificar resisténcia aos antimicrobianos), sendo mais apropriada para amostras endocervicais
e de secrecdo ocular, mas ndo para urina e swab vaginal. Ainda, podem ser utilizados 0s
NAATS, que sdo recomendados para individuos sintomaticos e assintomaticos, apesar de que
resultados detectados em métodos moleculares sdo encorajados a ter a cultura do diplococo para
detectar possiveis resisténcias bacterianas (UNEMO et al., 2020).

Mesmo sendo uma das ISTs mais comuns no mundo, a infeccdo por NG possui alguns
fatores de risco associados, como ter mais de um parceiro sexual, uso inconsistente de
preservativos, ISTs prévias e atuacdo como profissional do sexo (CDC, 2021b). Assim como
ocorre com outras ISTs, a infeccdo por NG é um importante fator de risco para facilitar a

infeccdo por HIV, ja que aumenta a aquisicéo e transmissdo do virus por meio de multiplos
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mecanismos envolvidos no processo infeccioso, como pelo recrutamento de celulas do sistema
imune, inclusive CD4+ (JARVIS; CHANG, 2012).

2.5 Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis € uma bactéria intracelular obrigat6ria com um ciclo de vida
dividido em dois estagios: forma infectante de corpo elementar e forma de multiplicacdo de
corpo reticular (COSSE; HAYWARD; SUBTIL, 2018). Ainda, pode entrar em um terceiro
estagio quando exposta a antimicrobianos, por exemplo, quando continua metabolicamente
ativa, porém n&o se multiplica ou aumenta de tamanho, chamado de corpo aberrante (WYRICK,
2010). Esta bactéria é responsavel por uma das principais ISTs do mundo, vinculada a casos de
cervicite e uretrite, podendo ainda levar a complicacdes em mulheres como doenca inflamatoria
pélvica, gravidez ectopica e infertilidade (BRASIL, 2022a; CDC, 2021a). Apesar disso, casos
assintomaticos sdo comuns tanto em homens quanto em mulheres (CDC, 2021a).

Por depender da célula hospedeira para o desenvolvimento do seu ciclo biolégico, é
possivel cultivar essa bactéria apenas em cultura celular. Além de que ndo €é possivel visualizar
este microrganismo por microscopia corada com Gram. Pelas dificuldades do cultivo celular, a
cultura ndo é mais utilizada na rotina de diagnostico laboratorial, sendo 0s NAATS o0s testes
adotados e recomendados para amostras cervicais, vaginais, uretrais e de urina de primeiro jato,
possuindo alta sensibilidade (CDC, 2021a).

A patogénese de CT, assim como a de outros microrganismos, pode alterar de acordo
com a coinfecgdo com outros patdgenos, a exemplo da coinfeccdo por CT e HIV que pode
aumentar a transmisséo de HIV, j& que aumenta a carga viral na secre¢do genital (GHYS et al.,
1997). Em adicdo, a combinacdo de CT e NG pode aumentar a susceptibilidade a complicagdes
a longo prazo, e ainda, a infec¢do por NG consegue reativar infeccGes latentes por CT (SEO;
CHOI; LEE, 2019).

2.6 Trichomonas vaginalis

O protozoario flagelado Trichomonas vaginalis é responsavel por uma das mais
frequentes ISTs no mundo, da qual grande parte dos casos sdo assintomaticos. Em mulheres
com sintomas, 0s mais comuns sdo corrimento vaginal, disuria e dor abdominal. Posto isso, a
falta de tratamento pode acarretar infertilidade, desfechos adversos no parto e risco aumentado
de aquisicdo e transmissdo de HIV (KISSINGER, 2015; VAN GERWEN; MUZNY, 2019),
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sendo que a infeccdo pode persistir por longos periodos, de meses até anos, se nao tratada
(KISSINGER, 2015).

Em é&reas onde ha alta prevaléncia concomitante de TV e HIV, como a Africa Sub-
Saariana, € demonstrado que TV é um importante fator de risco para a aquisicdao de HIV,
aumentando a probabilidade de aquisi¢do de HIVV em 50% (MASHA et al., 2019). Isso se sucede
pela resposta inflamatdria gerada pela infec¢do por TV e migragéo de células alvo de HIV, além
de alteracGes na microbiota vaginal podendo torna-la mais permissiva para vaginose bacteriana,
que, por sua vez, também pode aumentar o risco de aquisi¢do do HIV (KISSINGER, 2015). O
diagndstico e tratamento precoce de TV sdo ferramentas que podem reduzir novas infeccbes
por HIV.

O diagnéstico clinico de tricomoniase é baseado no odor, qualidade e quantidade do
corrimento vaginal, entretanto, pela grande quantidade de casos assintomaticos, apenas se guiar
por sinais clinicos ndo é suficiente (WHO, 2013). Baseando-se no diagndstico laboratorial, o
exame a fresco para visualizacdo do parasita ao microscépio € preconizado pelo MS, assim
como esfregaco corado com Gram e a cultura em casos de dificil diagnostico (BRASIL, 2022a).
A microscopia € uma Gtima primeira linha de diagnostico, porém resultados falsos-negativos
podem ser comuns, ja que TV é altamente sensivel a temperatura e perde sua motilidade, além
disso seu tamanho é semelhante ao de leucdcitos (comumente presentes na resposta inflamatoria
dainfeccdo), podendo mascarar a presenca do parasita. Por fim, a carga parasitaria muitas vezes
pode estar abaixo do limite de deteccdo para microscopia, levando também a resultados falso-
negativos (WHO, 2013). A opc¢do mais atual sdo os NAATS, que detectam com uma maior

especificidade o parasito, sem necessitar que esteja viavel (WHO, 2013).

2.7 Mycoplasma genitalium

Mycoplasma genitalium é uma bactéria fastidiosa pertencente a classe Mollicutes, que
possui um formato aberrante de garrafa (Figura 3) e um genoma reduzido de 580 kb, sendo o
menor organismo conhecido capaz de se replicar por fissdo binaria independente do hospedeiro
(FRASER et al., 1995; TAYLOR-ROBINSON; JENSEN, 2011). Sua transmissdo ocorre por
contato sexual e o patdgeno pode ser encontrado em amostras urogenitais, respiratorias e retais
(TAYLOR-ROBINSON; JENSEN, 2011).
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Figura 3 Microscopia de transmissao eletrénica de Mycoplasma genitalium corado com molibdato de amoénio,

mostrando seu formato de garrafa.

Fonte: TAYLOR-ROBINSON; JENSEN, 2011.

Isolado pela primeira vez em 1980 a partir da uretra de homens, 0 microrganismo pode
colonizar o trato genital e levar a uretrites nestes individuos. Em mulheres, esta associado a
cervicite, doenca inflamatoria pélvica, aborto espontaneo e infertilidade (LIS; ROWHANI-
RAHBAR; MANHART, 2015; ONA; MOLINA; DIOUF, 2016). Entretanto, algumas vezes o
quadro pode ser assintomatico, tanto em homens quanto em mulheres (ANAGRIUS; LORE;
JENSEN, 2005). Alguns fatores de risco associados a infec¢do sdo: multiplos parceiros sexuais,
idade jovem, relacionamentos de curta duracdo, tabagismo e vaginose bacteriana
(CAZANAVE; MANHART; BEBEAR, 2012). Junto a isso, infeccBes por outros
microrganismos, como NG, CT e TV, também podem ser um fator de risco associado
(CAMPOS et al., 2015).

Em 1990, MG foi identificado no sangue de um individuo com aids, sendo o primeiro
relato da coinfeccdo entre MG e HIV (MAVEDZENGE; WEISS, 2009) e, desde entéo,
diferentes teorias foram postuladas a respeito da origem desta coinfeccdo. A primeira delas
sugere que MG cause uma infeccdo oportunista em individuos imunocomprometidos
previamente infectados pelo HIV (MAVEDZENGE; WEISS, 2009); e a segunda hipotese
sugere que a resposta inflamatoria gerada por MG pode aumentar a susceptibilidade e/ou a
transmissao do HIV, j& que pode gerar dano no tecido genital e levar a uma secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias (MAVEDZENGE et al.,, 2012; MAVEDZENGE; WEISS, 2009). Essa
relacdo ficou sob o holofote da ciéncia, sendo que a prevaléncia de MG em individuos vivendo

com HIV pode ser observada em alguns estudos, variando entre 1% e 17% (MANHART et al.,
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2008; GATSKI et al., 2011; MADSEN et al., 2017). Essa variagao pode ser vista entre paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, principalmente na regido da Africa Subsaariana, onde
ocorre uma maior prevaléncia (MAVEDZENGE; WEISS, 2009).

Devido a sua natureza fastidiosa, o isolamento de MG em meio de cultura a partir de
amostras clinicas é lento, podendo levar meses (MCGOWIN; TOTTEN, 2017). Diante disso,
0s NAATS sdo as principais ferramentas diagndsticas, tendo a PCR como o método de escolha
para a deteccdo do material genético da bactéria (DE CARVALHO; PALU; WITKIN, 2020).
Inclusive ja existindo kits comerciais disponiveis que detectam o patdgeno e as mutacGes que
inferem a resisténcia aos antimicrobianos macrolideos e fluoroquinolonas.

Em 2021, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas/Atlanta (CDC, do inglés
Centers for Disease Control and Prevention) recomendou que mulheres com cervicite
recorrente ou com doenca inflamatdria pélvica devem ser testadas para MG e, se possivel,
verificar se h& resisténcia aos antimicrobianos macrolideos e fluoroquinolonas. Porém, o
rastreio de individuos assintomaéticos ndo é recomendado, mesmo se o individuo se enquadrar
em um ou mais fatores de risco (CDC, 2021c).

Em agosto de 2022, o MS atualizou o PCDT para Atencdo Integral as Pessoas com
InfeccBes Sexualmente Transmissiveis, nesse documento, MG é citado como possivel agente
etioldgico para cervicites, uretrites e doenga inflamatdria pélvica, sendo mencionado caso o
laboratorio opte por usar um kit de biologia molecular que detecte mais patdgenos
simultaneamente, entre eles MG. E recomendado, também, o tratamento com azitromicina em
casos de uretrite por MG. O PCDT informa que existem casos de resisténcia em outros paises,
mas ndo ha nenhum dado nacional, enfatizando a necessidade de vigilancia deste patégeno no
Brasil (BRASIL, 2022a).

2.8 TRATAMENTO DE Mycoplasma genitalium E RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS

Durante a infecgdo, MG é encontrado no nucleo da célula hospedeira, fazendo com que
possa estar inacessivel ao sistema imune e aos antimicrobianos (UENO et al., 2008; VAN DER
SCHALK; BRAAM; KUSTERS, 2020). MG é um microrganismo desprovido de parede
celular, sendo intrinsecamente resistente aos antimicrobianos que atuam nesta estrutura
bacteriana, como 0s beta-lactdmicos. Com isso, no Brasil, 0 MS preconiza a azitromicina como
opcéo terapéutica, j& na diretriz europeia de manejo da infecgdo por MG, a primeira opgao

terapéutica consiste no uso de azitromicina e 0 moxifloxacino como segunda opc¢éo (BRASIL,
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2022a; JENSEN et al., 2022). Entretanto existe a preocupacdo a respeito da administragcdo
desses antimicrobianos devido a falhas terapéuticas devido a grande capacidade do
microrganismo de desenvolver resisténcia aos macrolideos e as fluoroquinolonas, ja havendo o
constante aumento de resisténcia a eles (HORNER; BLEE; ADAMS, 2014; RIVAYA et al.,
2022).

A resisténcia aos macrolideos é ocasionada por mutacfes na regido V da subunidade
23S do RNA ribossdmico (RNAr) nas posicdes 2058 ou 2059 (numeracédo de Escherichia coli).
Ja a resisténcia a fluoroquinolonas é desenvolvida por mutacbes na topoisomerase IV
(codificada pelo gene parC) ou na subunidade da DNA girase (codificada pelo gene gyrA)
(TAGG et al., 2013), embora mutagdes em gyrA sozinhas ndo levem necessariamente a falha
no tratamento, mas podem potencializar o efeito da resisténcia por mutagcdes em parC (JENSEN
etal., 2022; RIVAYA et al., 2022). O Protocolo Europeu para o0 Manejo de Infec¢cdes por MG
de 2021, recomenda que todas as amostras detectadas com MG devem passar por testes capazes
de avaliar a resisténcia a macrolideos para evitar falhas terapéuticas (JENSEN et al., 2022).

Considerando que a resisténcia em MG raramente é identificada fenotipicamente, esses
perfis de resisténcia podem ser detectados a partir de sequenciamento genético, como por
exemplo o sequenciamento tipo Sanger, verificando polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphisms) na subunidade 23S do RNAr, e nos genes
parC e/ou gyrA. Estudos como o de Twin e colaboradores (2012), utilizando amostras pré e
pos-tratamento, mostram que é possivel identificar a presenca de SNPs apds tratamento com
antimicrobianos, indicando que a pressdo seletiva do proprio tratamento pode selecionar

microrganismos resistentes.
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3 JUSTIFICATIVA

O estudo “Implantacao da rede de servigos para acesso a testes de biologia molecular
para detec¢do de Papilomavirus em mulheres vivendo com o HIV no ambito do SUS”, do qual
as amostras sdo provenientes, teve seu foco na deteccdo de HPV em MVHIV por métodos
moleculares e, a partir dos resultados obtidos, se observou a oportunidade de se conhecer nessa
populacéo os dados de coinfecgdo por outros patdgenos responsaveis por causar as ISTs mais
comuns. Diante do cenério apresentado, CT, NG e TV séo responsaveis pelas ISTs mais comuns
no mundo e apresentam-se como importantes fatores de risco de aquisi¢do e transmisséo de
HIV. Em contrapartida, MG é um microrganismo pouco estudado, ndo tendo seu diagndstico
bem estabelecido no pais e sem dados nacionais de perfil de resisténcia aos antimicrobianos.
Visto a crescente importancia de MG em outros paises, sendo detectado em diferentes
populagdes e ainda apresentando resisténcia aos antimicrobianos (RIVAYA et al., 2022), os
resultados do presente estudo tém potencial de entregar importantes resultados para a salde

publica brasileira.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Detectar Mycoplasma genitalium, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis e
Trichomonas vaginalis em amostras de contetido vaginal detectadas e ndo detectadas para HPV

provenientes de mulheres vivendo com HIV no Brasil.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a prevaléncia de Mycoplasma genitalium, Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis e Trichomonas vaginalis nas amostras do estudo.

o Determinar a presenga de coinfecgdo de HIV-HPV com Mycoplasma genitalium,
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis em MVHIV
no Brasil, correlacionando com fatores de risco.

o Avaliar a presenca de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) em genes que
predizem resisténcia aos antimicrobianos macrolideos e fluoroquinolonas em amostras
detectadas para Mycoplasma genitalium.

o Comparar duas metodologias de PCR em tempo real para deteccdo de Chlamydia

trachomatis e Neisseria gonorrhoeae.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 COMITE DE ETICA

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH/UFSC) sob numero de protocolo CAAE
64909422.0.0000.0121.

Conforme documento Anexo A (CARTA DE MANIFESTACAO DE
CONCORDANCIA), o Ministério da Satide autoriza e estimula a execugdo do presente estudo.

5.2 LOCAL DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e
Sorologia (LBMMS/CCS/UFSC), localizado no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao
Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC/EBSERH). As amostras foram
provenientes do projeto “Implantacdo da rede de servigos para acesso a testes de biologia
molecular para detec¢do de Papilomavirus em mulheres vivendo com o HIV no ambito do SUS”
sob namero de protocolo CAAE: 43223521.7.2001.0121. sob numero de protocolo CAAE:

43223521.7.2001.0121 e possuiam volume suficiente para o presente estudo.

Ao todo, 355 amostras, que ja possuiam o material genético extraido e deteccdo de
HPV realizada, foram contempladas do total de amostras coletadas no estudo de ambito

nacional, com uma distribuicéo selecionada da seguinte maneira:
1. 188 Amostras com HPV de alto risco detectadas no estudo nacional;
2. 72 Amostras com HPV de baixo risco detectadas no estudo nacional;
3. 95 Amostras com HPV néo detectado no estudo nacional.

Em 45 das 188 amostras com HPV de alto risco, ainda hé coinfeccdo com HPV de baixo
risco. Todas as amostras foram codificadas e desvinculadas de qualquer identificagdo da
paciente e sdo provenientes de MVVHIV, com idade entre 18 e 64 anos e que ja tiveram relagdes
sexuais. Estas mulheres eram assintomaticas, em uso de TARV e realizam acompanhamento da
infeccdo por HIV em servigcos de saude ambulatoriais de oito municipios/estados brasileiros

participantes, sendo eles: Sdo Paulo/S&o Paulo, Vitoria/Espirito Santo, Brasilia/Distrito Federal,
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Manaus/Amazonas, Floriandpolis/Santa Catarina, Salvador/Bahia, Juiz de Fora/Minas Gerais e
Pelotas/Rio Grande do Sul (Figura 4). Ainda, as amostras foram separadas por regido geografica
brasileira, sendo 82 da regiao sul, 83 da regido sudeste, 58 da regido centro-oeste, 63 da regido

nordeste e 69 da regido norte.

Figura 4 Mapa do Brasil indicando os municipios/estados participantes do projeto.
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Fonte: Imagem de autoria propria.

5.3 PCR EM TEMPO REAL

Para a deteccdo de Mycoplasma genitalium, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis foi realizada PCR em tempo real com o kit comercial
Allplex™ CT/NG/MG/TV Assay (Seegene®) conforme instrugdes do fabricante. As reacgoes
foram conduzidas utilizando o termociclador em tempo real CFX96™ |VD Real-time PCR
System (Bio-Rad®), e o resultado foi visualizado utilizando o programa Seegene Viewer
(Seegene®).

O kit Abbott RealTime CT/NG Assay (Abbott®) teve os resultados de Chlamydia
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae utilizados no presente estudo, porém foi executado em

outra ocasido, na plataforma automatizada m2000.
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5.4 AMPLIFICACAO DOS GENES DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E
PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Nas amostras em que MG foi detectado na PCR em tempo real, foi realizada uma Nested
PCR convencional para amplificacdo dos alvos gyrA, parC e 23S do RNAr, com iniciadores
(Tabela 1) e protocolo previamente adaptado pelo grupo de pesquisa do LBMMS, conforme o
trabalho de Pitt e colaboradores (2018), visando a analise dos genes que predizem a resisténcia
aos antimicrobianos. O master-mix da primeira etapa da PCR para amplificacdo do 23S do
RNAr com volume final de 25 pL continha 0,4 uM de cada iniciador, 2 mM MgCl,, 5 pL de
tampao Taq polimerase (Promega®), 200 uM de cada dATP, dTTP, dCTP ¢ dGTP, 3,75 U Taq
DNA polimerase (Promega®) e 5 uL de DNA. Para amplificacdo foi utilizado, em todas as
etapas, o termociclador Applied Biosystems™ 2720 (Thermo Fisher Scientific®), com o
seguinte protocolo para 23S do RNAr: 3 minutos a 94 °C, 35 ciclos nas temperaturas 94 °C, 55
°C e 72 °C durante 1 minuto, 30 segundos e 1 minuto, respectivamente, e um ciclo final de 72

°C por 10 minutos.

O master-mix para a primeira etapa da PCR para amplificacdo de gyrA e parC continha
0,3 uM de cada iniciador, 2 mM MgClL,, 5 uL de tampao Taq polimerase (Promega®), 200 uM
de cada dATP,dTTP,dCTP e dGTP, 1,25 U Tag DNA polimerase (Promega®) e 5 L. de DNA
para um volume final de 25 pL. A programacao dos ciclos ocorreu da seguinte forma: 1 minuto
a 94 °C, 40 ciclos nas temperaturas 94 °C, 57 °C e 72 °C durante 30 segundos, 30 segundos e 1

minuto, respectivamente, e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos.

Para amplificacdo, na segunda etapa, do alvo 23S do RNAr, o master-mix continha 0,5
uM de cada iniciador, 2 mM MgCl,, 5 uL de tampao Taq polimerase (Promega®), 200 uM de
cada dATP,dTTP,dCTPedGTP, 3,75 U Taqg DNA polimerase (Promega®) e 1 pL de amplicon
da primeira PCR para um volume final de 20 pL. A programacdo no termociclador foi: 3
minutos a 95 °C, 40 ciclos nas temperaturas 95 °C, 60 °C e 72 °C durante 15 segundos, 15

segundos e 10 segundos, respectivamente, e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos.

Para amplificacdo, na segunda etapa, do alvo parC, o master-mix continha 0,2 uM de
cada iniciador, 2 mM MgCL., 5 pL de tampao Taq polimerase (Promega®), 200 uM de cada
dATP, dTTP, dCTP e dGTP, 1,25 U Taq DNA polimerase (Promega®) e 1 uL de amplicon da
primeira PCR para um volume final de 25 pL. Por fim, para amplifica¢do, na segunda etapa, do
alvo gyrA visando volume final de 25 pL, o master-mix continha 0,3 uM de cada iniciador, 2
mM MgCl., 5 uL de tampao Taq polimerase (Promega®), 200 uM de cada dATP, dTTP, dCTP
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e dGTP, 1,25 U Taq DNA polimerase (Promega®) e 1 pL de amplicon da primeira PCR. Estas
duas Ultimas com o mesmo protocolo no termociclador, com a seguinte programacdo: 1 minuto
a 94 °C, 40 ciclos de 94 °C, 57 °C e 72 °C durante 30 segundos, 30 segundos e 1 minuto,

respectivamente, e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos.

Tabela 1 Relacdo dos iniciadores empregados para amplificacdo de 23S do RNAr, gyrA e parC nas reagdes de

Nested PCR.
Genes Iniciadores Descricao Sequéncia 5° -3’ Tamanho dos
produtos (pb)
23S RNAr 23Snest F 23S rRNAround 1 F AGTGAACGAGTGATCAAGTAG C 785
23Snest R 23S rRNAround 1 R TCTAAATACGATTTCCAAC CG
F1-Mg 23S rRNA round 2 F GAAGGAGGTTAGCAATTTATTGC 266
R1-Mg 23S rRNA round 2 R TTCTCTACATGGTGGTGTTTTG
gyrA GyrA nest F gyrAround 1 F GCTAGAGATGGACTTAAACCAG 251
GyrA nest R gyrAround 1 R TGTGCAGCAGGTCTATCACC
GyrAF gyrAround 2 F TATGGTGCTTATATTGGTGGC 151
GyrAR gyrAround 2 R ATCTTAATG AAA AGT CTTGAG CC
parC ParC nest F parC round 1 F CTTTACCTGATCTAAGAGATGGG 251
ParC nest R parC round 1 R ATTATCCCCATCCACTGAACC
ParC F parC round 2 F GCTTAAAACCCACCACTCC 139
ParC R parC round 2 R GTTGTTCAGTTGTTCTTTCAGC

pb: pares de base

Ap0s esta etapa, os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit de purificacdo
High Pure Product Purification Kit (Roche®) conforme instrucdes do fabricante, e
posteriormente visualizados por meio de gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio no
transiluminador ImageQuant™ LAS 500 (GE Healthcare Bio-Sciences AB®), seguido pela
quantificacdo do produto amplificado que foi realizada no espectrofotdmetro NanoVue Plus™
(General Electric®).

5.5 SEQUENCIAMENTO TIPO SANGER

O sequenciamento tipo Sanger foi realizado pela empresa ACTGene Analises
Moleculares LDTA (Rio Grande do Sul - Brasil), utilizando a plataforma ABI 3.500 (Applied
Biosystems®). Para o envio do material, as amostras foram distribuidas em uma placa de 96
pocos, sendo que para cada alvo foram utilizados dois pogos, um para o iniciador senso e outro

para o antissenso. Em cada poco foram adicionados entre 30 e 100 ng do produto de PCR
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purificado e 2,5 pmol de iniciador senso ou antisenso. Em seguida, a placa foi selada e preparada
para transporte até a empresa.

5.6 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO TIPO SANGER

A qualidade do sequenciamento foi avaliada utilizando o programa Chromas
(Technelysium; disponivel em: http://technelysium.com.au/wp/chromas/). Regides com baixa
qualidade no inicio e final das leituras (qualidade Phred abaixo de 20) foram retiradas utilizando
este mesmo programa. A montagem dos contigs (unido das sequéncias senso e antissenso) foi
realizada utilizando o programa CAP3 (disponivel em: http://doua.prabi.fr/software/cap3). Ao
final, a sequéncia continua resultante da montagem das leituras foi alinhada com uma sequéncia
de referéncia de Mycoplasma genitalium (GenBank: L43967.2) utilizando o programa MEGA
(disponivel em: https://www.megasoftware.net/) para identificacdo visual dos SNPs nos genes
parC nos nucleotideos nas posicfes 247, 248 e 259, gyrA nas posicles 267, 277, 285 e 295, e
na subunidade 23S do RNAr nas posic¢des 2058 e 2059.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o Software IBM SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, versdo 29). As variaveis nominais “idade” “raga/cor”,
“escolaridade”, “tabagismo”, “numero de parceiros sexuais no ultimo ano”, “numero de
parceiros sexuais durante a vida”, “relacdo sexual no ultimo més” e ‘“vive com o
companheiro/a” foram sumarizadas como ntimeros absolutos e percentuais; ja as variaveis
numeéricas como idade foram sumarizadas como frequéncias. A associacdo entre as variaveis

foi analisada pelo teste de qui quadrado em um nivel de significancia de 95%.

A determinacdo da concordancia entre os resultados de CT e NG com os kits Allplex
CT/NG/MG/TV Assay e Abbott RealTime CT/NG Assay foi avaliada pelo coeficiente de Kappa.
O indice de concordancia de Kappa é uma medida entre dois ou mais avaliadores, ou métodos,
gue mensura o grau de concordancia entre os resultados, corrigida ainda pela frequéncia com

que os métodos podem concordar ao acaso.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO

Dentre as 355 amostras de contetdo vaginal de 355 MVHIV, a média de idade foi de
45 anos (19 - 67 anos), sendo que a faixa etéaria de 36 a 50 anos representou 45,3% do total de
amostras. Declaram ter cursado ensino médio completo 33,0% delas, 44,5% se autodeclararam
pardas. Quanto ao tabagismo, 49,8% nunca fumaram. Sobre os fatores de risco a maioria
(55,7%) declarou que teve de um a cinco parceiros sexuais durante a vida, e 59,1% das
participantes relataram apenas um parceiro sexual no dltimo ano; 53,2% responderam que
mantiveram relacBGes sexuais no Gltimo més, e 54,6% ndo vivem com um companheiro, por

diferentes motivos (solteira, vilva ou divorciada).

6.2 DETECCAO DE Mycoplasma genitalium, Chlamydia trachomatis, Neisseria

gonorrhoeae E Trichomonas vaginalis

Todas as amostras de contetido vaginal foram amplificadas por PCR em tempo real. Os
resultados detectados obtidos utilizando o kit CT/NG/MG/TV Assay (Seegene®) podem ser
visualizados na Figura 5, na qual as infeccBes e coinfeccbes estdo evidenciadas. Das 355
amostras, 260 foram ndo detectadas (73,2%), 18 com CT detectado (5,1%), 20 com NG
detectado (5,6%), duas com MG detectado (0,6%), 31 com TV detectado (8,6%), cinco com
CT e MG detectados (1,4%), duas com MG e TV detectados (0,6%), uma com NG, MG e CT
detectados (0,3%), quatro com NG e TV detectados (1,1%) e nove com CT e TV detectados
(2,5%).
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Figura 5 Amostras detectadas por PCR em tempo real para os patégenos CT, NG, MG e TV utilizando o kit
CT/NG/MGI/TV Assay (Seegene®)
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Comparacao do resultado das amostras detectadas para cada patégeno e coinfec¢fes. CT: Chlamydia
trachomatis; NG: Neisseria gonorrhoeae; MG: Mycoplasma genitalium; TV: Trichomonas vaginalis (imagem

gerada no programa GraphPad Prism 8).

Em nosso estudo, foi encontrada uma alta prevaléncia de TV, CT e NG, sendo que,
desconsiderando coinfeccdes entre CT, NG, MG e TV, o patdgeno com maior prevaléncia foi
TV (13,0%), seguido por CT (10,1%), NG (7,9%) e MG (2,8%). E importante relembrar que as
participantes do estudo eram assintomaticas, em uso de TARV e provavelmente algumas em

profilaxia com antimicrobianos.

No quadro apresentado no Anexo B é possivel observar os resultados obtidos na PCR
em tempo real com os respectivos valores de Cq nas amostras detectadas. As variaveis de cada
participante foram analisadas e comparadas de acordo com o resultado encontrado na PCR em

tempo real para deteccdo de CT, NG, MG e TV e podem ser observadas na Tabela 2.

Observa-se que CT foi mais comum em mulheres de 26 a 35 anos (n = 13/36, P < 0,001),
pardas (n = 14/36, P = 0,745), solteiras (n = 18/36, P = 0,074), com ensino médio completo (n
= 15/36, P = 0,773) e que nunca fumaram (n = 20/36, P = 0,456). Além disso, CT também foi

mais comum em mulheres que possuiam apenas um parceiro sexual no ultimo ano (n = 22/36,
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P =0,013) e entre um e cinco parceiros sexuais durante a vida (n = 17/36, P = 0,232), com a

maioria relatando relagdes sexuais no Gltimo més (n = 23/36, P = 0,177).

NG foi mais comum em mulheres com mais de 50 anos (n = 12/28, P < 0,001), pardas
(n = 15/28, P = 0,819), que vivem com o companheiro/a (n = 12/28, P = 0,804), com ensino
médio completo (n = 11/28, P = 0,630) e que nunca fumaram (n = 16/28, P = 0,733). Também,
foi mais comum em mulheres que possuiam apenas um parceiro sexual no ultimo ano (P =
0,623) e entre um e cinco parceiros sexuais durante a vida (n = 17/28, P = 0,356), com a maioria

relatando ter mantido relagBes sexuais no ultimo més (n = 16/28, P = 0,666).

MG foi detectado mais comumente em mulheres de 26 a 35 anos (n = 8/10, P < 0,001),
pardas (n = 5/10, P = 0,961), solteiras (n = 6/10, P = 0,181) e que nunca fumaram (n = 5/10, P
= 0,705). Metade das mulheres com MG detectado possuiam apenas um parceiro sexual e
metade possuiam dois ou mais (P = 0,002) e entre um e cinco parceiros sexuais durante a vida
(n = 6/10, P = 0,318), com a maioria relatando relagdes sexuais no tltimo més (n = 8/10, P =
0,085).

TV foi encontrado mais regularmente em mulheres de 36 a 50 anos (n = 23/46, P =
0,098), pardas (n = 25/45, P = 0,113), que vivem com o companheiro/a (n = 22/46, P = 0,452),
com ensino fundamental incompleto (n = 15/46, P = 0,137) e ex-fumantes (n = 21/46, P =
0,029). Ademais, foi mais visto em mulheres que possuiam apenas um parceiro sexual no Gltimo
ano (P =0,101) e entre 1 e 5 parceiros sexuais durante a vida (n = 22/46, P = 0,109), ainda com

a maioria relatando ter mantido relacdes sexuais no ultimo més (n = 30/46, P = 0,081).



Tabela 2 Distriuicdo de variaveis de acordo com a detectcdo de CT, NG, MG e TV.
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Variaveis (];Ost:; CT Nao detectado NG Nao detectado MG Nao detectado TV Nao detectado
Idade
<25 anos (%) 17 6 (16,7) 11 (3,9) 6 (21,6) 11 (3,4) 1(10,0) 16 (4,7) 0 (0,0) 17 (5,5)
26 e 35 anos (%) 48 13 (36,1) 35 (11,0) 1(3,6) 47 (14,4) 8 (80,0) 40 (11,6) 10 (21,7) 38 (12,3)
36 e 50 anos (%) 161 11 (30,6) 150 (47,2) 9(32,1) 152 (46,6) 1(10,0) 160 (46,5) 23 (50,0) 138 (44.8)
>50 anos (%) 128 6 (16,7) 122 (38,4) 12 (42,9) 116 (35,6) 0 (0,0) 128 (37,2) 13 (28,3) 115 (37,3)
P <0,001 <0,001 <0,001 0,098
Raca/cor
Preta (%) 87 12 (33,3) 75 (23,6) 7 (25,0) 80 (24,5) 3 (30,0) 84 (24,4) 14 (31,1) 73 (23,6)
Branca (%) 106 10 (27,8) 96 (30,2) 6(21,4) 100 (30,7) 2 (20,0) 104 (30,2) 6 (13,3) 100 (32,4)
Parda (%) 158 14 (38,9) 144 (45.,3) 15 (53,6) 143 (43.9) 5(50,0) 153 (44,5) 25 (55,6) 133 (43,0)
Amarela (%) 2 0 (0,0) 2 (0,6) 0 (0,0) 2 (0,6) 0 (0,0) 2 (0,6) 0 (0,0) 2 (0,6)
Indigena (%) 1 0 (0,0) 1(0,3) 0 (0,0) 1(0,3) 0 (0,0) 1(0,3) 0 (0,0) 1(0,3)
P 0,745 0,819 0,961 0,113
Escolaridade
Ensino fundamental
110 9 (25,0) 101 (31,7) 6(21,4) 104 (31,8) 2 (20,0) 108 (31,3) 15 (32,6) 95 (30,7)
incompleto (%)
Ensino fundamental
45 4(11,1) 41 (12,9) 2(7,1) 43 (13,1) 1(10,0) 44 (12,8) 6 (13,0) 39 (12,6)
completo (%)
Ensino médio
18 3(83) 15 (4,7) 3(10,7) 15 (4,6) 1(10,0) 17 (4,9) 4 (8,7 14 (4,5)

incompleto (%)
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Variaveis ;l:st:; CT Nao detectado NG Nao detectado MG Nao detectado TV Nao detectado
Ensino médio
117 15 (32,0) 102 (32,0) 11 (39,3) 106 (32,4) 2(1,7) 115 (33,3) 11 (23,9) 106 (34,3)
completo (%)
Graduagao (%) 25 3(83) 22 (6,9) 2(7,1) 23 (7,0) 2 (20,0) 23 (6,7) 1(2,2) 24 (7,8)
Curso técnico (%) 12 1(2,8) 11 (3,4) 1(3,6) 11 (3,4) 1(10,0) 11 (3,2) 1(2,2) 11 (3,6)
Pos-graduacao (%) 12 0(0,0) 12 (3,8) 2(7,1) 10 (3,1) 0 (0,0) 12 (3,5) 3 (6,5) 92,9
Nao respondeu (%) 16 1(2,8) 15 (4,7) 1(3,6) 15 (4,6) 1 (10,0) 154,3) 5(10,9) 11 (3,6)
P 0,773 0,630 0,505 0,137
Tabagismo
Fumante atual (%) 74 8(20,9) 66 (20,7) 5(17,9) 69 (21,2) 3 (30,0) 71 (20,6) 8(17,4) 66 (21,4)
Nunca fumou (%) 177 20 (57,1 157 (49.,2) 16 (57,1) 161 (49.4) 5(50,0) 172 (50,0) 17 (37,0) 160 (51,9)
Ex-fumante (%) 103 7 (20,0) 96 (30,1) 7 (25,0) 96 (29,4) 2 (20,0) 101 (29.,4) 21 (45,7) 82 (26,6)
P 0,456 0,733 0,705 0,029
Numero de parceiros
sexuais no ultimo ano
Um 210 22 (61,1) 188 (60,3) 14 (51,9) 196 (61,1) 5(50,0) 205 (60,7) 26 (60,5) 184 (60,3)
Dois ou mais 49 10 (27,8) 39 (12,5) 5(18,5) 44 (13,7) 5(50,0) 44 (13,0) 10 (23,3) 39 (12,8)
Nenhum 89 4 (11,1) 85(27,2) 8(29,6) 81(25,2) 0(0,0) 89 (26,3) 7(16,3) 82 (26,9)
P 0,013 0,623 0,002 0,101
Numero de parceiros
sexuais durante a vida
Entre 1 e 5 (%) 198 17 (47,2) 181 (56,7) 17 (60,7) 181 (55,4) 6 (60,0) 192 (55,7) 22 (47,8) 176 (57,0)
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Variaveis ;l:st:; CT Nao detectado NG Nao detectado MG Nao detectado TV Nao detectado
Entre 6 e 10 (%) 74 10 (27,8) 64 (20,1) 3 (10,7) 71 (21,7) 1(10,0) 73 (21,2) 11 (23,9) 63 (20,4)
Entre 11 e 20 (%) 32 2 (5,6) 30(9,4) 2(7,1) 30(9,2) 1(10,0) 31(9,0) 1(2,2) 31 (10,0)
Entre 21 e 50 (%) 18 2 (5,6) 16 (5,0) 2(7,1) 16 (4,9) 0(0,0) 18 (5,2) 4 (8,7) 14 (4,5)
Entre 51 e 100 (%) 5 2 (5,6) 3(0,9) 0(0,0) 5(L5) 1(10,0) 4(1,2) 2(4,3) 3(1,0)
Mais que 100 (%) 7 0 (0,0) 7(2,2) 0 (0,0) 72,1 0 (0,0) 7 (2,0) 1(2,2) 6 (1,9)
Nao respondeu (%) 21 3(83) 18 (5,6) 4 (14,3) 17 (5,2) 1 (10,0) 20 (5,8) 5(10,9) 16 (5,2)
P 0,232 0,356 0,318 0,109
Relacio sexual no
ultimo més
Sim (%) 189 23 (63,9) 166 (52,0) 16 (57,1) 173 (52,9) 8 (8,0) 181 (52,5) 30 (65,2) 159 (51,5)
Nao (%) 166 13 (36,1) 153 (48,0) 12 (42,9) 154 (47,1) 2 (2,0) 64 (47,5) 16 (34,8) 150 (48,5)
P 0,177 0,666 0,085 0,081
Vive com o
companheiro/a
Nao — Separada/
53 2 (5,6) 51 (16,0) 5(17,9) 48 (14,7) 0 (0,0) 53 (15,4) 6 (13,0) 47 (15,2)
Divorciada (%)
Nao — Solteira (%) 114 18 (50,0) 96 (30,1) 10 (35,7) 104 (31,8) 6 (60,0) 108 (31,3) 17 (37,0) 97 (31,4)
Nao — Viuva (%) 27 2 (5,6) 25 (7,8) 1(3,6) 26 (8,0) 0(0,0) 27 (7,8) 1(2,2) 26 (8,4)
Sim (%) 161 14 (38,9) 147 (46,1) 12 (42,9) 149 (45,6) 4 (40,0) 157 (45.5) 22 (47,8) 139 (45,0)
P 0,074 0,804 0,181 0,452

CT: Chlamydia trachomatis; NG: Neisseria gonorrhoeae; MG: Mycoplasma genitalium; TV

: Trichomonas vaginalis. Valor de P para teste de Qui-quadrado.
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Ademais, os resultados de CT, NG, MG e TV foram analisados conforme a regido
geogréfica do Brasil: norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul (Figura 6). A regido norte teve
a maior porcentagem de TV (26,1%), ja a regido nordeste a maior porcentagem de CT (15,9%)

e MG (4,8%), e a regido sudeste a maior porcentagem de NG (12,0%).

Figura 6 Mapa e relacdo das amostras conforme as regides brasileiras e estados participantes do estudo.

B Regiao Norte

@ Regido Nordeste

B Regiio Centro-Oeste
@ Regido Sudeste

B Regido Sul

Regido Norte Regido Nordeste  Regiio Centro-Oeste Regiio Sudeste Regiiio Sul

CT 4,3% (3/69)  CT 15,9% (10/63) CT 6,9% (4/58) CT 12,0% (10/83) CT 11,0% (9/82)
NG 10,1% (7/69) NG 9,5% (6/63) NG 1,7% (1/58) NG 12,0% (10/83) NG 4,9% (4/82)
MG 1,4% (1/69) MG 4,8% (3/63) MG 1,7% (1/58) MG 3,6% (3/83) MG 2,4% (2/82)
TV 26,1% (18/69) TV 12,7% (8/63) TV 1,7% (1/58) TV 9,6% (8/83) TV 13,4% (11/82)

Distribuicdo dos resultados de PCR em tempo real em relagdo as regides brasileiras e seus estados participantes

do estudo. Valores de P para teste de qui-quadrado ndo significativos. Imagem de autoria propria.

6.2 HPV, COINFECCOES E VARIAVEIS

Como o estudo de ambito nacional abrangeu e proporcionou resultados moleculares de
HPV e seus subtipos, viu-se a oportunidade de aliar os dados de amostras com HPV néo
detectado, HPV de alto e baixo risco com os resultados de CT, NG, MG e TV. Primeiramente,
comparando a deteccao de cada patogeno (CT, NG, MG e TV) em amostras HPV néo detectado,

HPV alto risco detectado ou HPV baixo risco detectado (Figura 7).



Figura 7 Comparacédo de cada patdgeno com amostras com HPV de alto, baixo risco e sem HPV detectado.
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Os patégenos CT, NG, MG e TV foram analisados individualmente comparando com HPV de alto risco, baixo

risco detectados e amostras sem HPV detectado. Valores de P para teste de qui-quadrado. Diferenca significativa

representada por * P = 0,033. CT: Chlamydia trachomatis; NG: Neisseria gonorrhoeae; MG: Mycoplasma

genitalium; TV: Trichomonas vaginalis. (imagem gerada no programa GraphPad Prism 8).

Dentro das amostras analisadas, CT teve positividade em 10,6% das amostras com HPV
de alto risco, 11,1% com HPV de baixo risco e 8,4% sem HPV detectado (P = 0,805); NG foi

detectada em 9,0% das amostras com HPV de alto risco, 12,5% das amostras com HPV de

baixo risco e 2,1% nas amostras ndo detectadas para HPV (P = 0,033); MG teve positividade

em 3,2% das amostras com HPV de alto risco, 1,4% das amostras com HPV de baixo risco e
3,4% nas amostras ndo detectadas para HPV (P = 0,714); TV foi detectado em 13,8% das

amostras com HPV de alto risco, 12,5% das amostras com HPV de baixo risco e 11,6% nas

amostras ndo detectadas para HPV (P = 0,861).

Considerando os trés critérios de escolha do estudo (188 amostras com HPV alto risco

detectado, 72 com HPV baixo risco detectado e 95 com HPV ndo detectado), os resultados de

CT, NG, MG e TV foram dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 Resultados de CT, NG, MG e TV dentro dos critérios de escolha das amostras.

Nao detectado cT NG MG TV

HPV alto risco (188) 134 20 17 6 26
HPV baixo risco (72) 51 8 9 1 9
HPV ndo detectado (95) 75 8 2 3 11

CT: Chlamydia trachomatis; NG: Neisseria gonorrhoeae; MG: Mycoplasma genitalium; TV: Trichomonas
vaginalis.
Ap0s isso, CT, NG, MG e TV foram considerados como “coinfec¢des”, em relagdo ao
HIV, j& que o estudo se da em MVHIV, e foram comparados com HPV ndo detectado, HPV
alto risco detectado e HPV baixo risco detectado. Assim, foi possivel avaliar as caracteristicas

das participantes do estudo em relacao a estas variaveis (Tabela 4).



Tabela 4 Distribuigdo das variaveis estudadas de acordo com a presencga ou nao de infecgdo de HPV de alto e baixo risco, além de coinfecgdo por CT, NG, MG e/ou TV no

estudo.
S Total Sem HPV e Sem HPV e HPYV de alto risco HPV de alto risco HPV de baixo risco HPYV de baixo risco p
(355) sem coinfeccio com coinfecc¢ao com coinfeccao sem coinfeccio com coinfecc¢ao sem coinfeccio
Idade
<25 anos (%) 17 1(1,3) 0 (0,0) 8 (15,1) 4 (3,0) 14,5 3 (6,0)
26 e 35 anos (%) 48 6 (7,9) 6 (30,0) 14 (26,4) 17 (12,8) 2(9,1) 3 (6,0) <0,001
36 e 50 anos (%) 161 38 (50,0) 11 (55,0) 16 (30,2) 68 (51,1) 8 (36,4) 20 (40,0)
>50 anos (%) 128 21 (40,8) 3 (15,0) 15 (28,3) 44 (33,1) 11 (50,0) 24 (48,0)
Raca/cor
Preta (%) 87 13 (17,1) 12 (60,0) 12 (22,6) 36 (26,9) 4(19,0) 10 (20,0)
Branca (%) 106 28 (36,8) 3 (15,0) 12 (22,6) 41 (30,6) 6 (28,6) 16 (32,0)
Parda (%) 158 34 (44,7) 5(25,0) 29 (54,7) 56 (41,8) 11 (52,4) 23 (46,0) 0,023
Amarela (%) 2 1(1,3) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(2,0)
Indigena (%) 1 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0 (0,0)
Nao respondeu (%) 1 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 14,9 0 (0,0)
Escolaridade
Ensino fundamental 110 26 (34,2) 5(25,0) 13 (24,5) 43 (32,1) 8 (36,4) 15 (30,0)
incompleto (%) 0, 850
Ensino fundamental
45 11 (14,5) 2 (10,0) 11 (20,8) 15 (11,2) 0 (0,0) 6 (12,0)

completo (%)
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S Total Sem HPV e Sem HPV e HPV de alto risco HPYV de alto risco HPYV de baixo risco HPV de baixo risco p
(355) sem coinfeccio com coinfeccao com coinfeccao sem coinfeccio com coinfeccao sem coinfecciao
Ensino médio
18 3339 2 (10,0) 2 (3,8) 5(@3,7) 3 (13,6) 3 (6,0)
incompleto (%)
Ensino médio
117 22 (28,9) 7 (35,0) 17 (32,1) 48 (35,8) 8 (36,4) 15 (30,0)
completo (%)
Graduacdo (%) 25 5(6,6) 2 (10,0) 2 (3,8) 10 (7,5) 14,5 5(10,0)
Curso técnico (%) 12 2(2,6) 0 (0,0) 1(1,9) 5(@,7) 14,5 3 (6,0)
Pos-graduacao (%) 12 2(2,6) 1(5,0) 35,7 2 (L,5) 14,5 3 (6,0)
Nao respondeu (%) 16 5(6,6) 1(5,0) 4(7.5) 6 (4,5) 0 (0,0) 0 (0,0)
Tabagismo
Fumante atual (%) 74 16 (21,1) 6 (30,0) 9(17,0) 25 (18,7) 4(19,0) 14 (28,0) 0.846
Nunca fumou (%) 177 41 (53,9) 9 (45,0) 25 (47,2) 71 (53,0) 10 (47,6) 21 (42,0)
Ex-fumante (%) 103 19 (25,0) 5(25,0) 19 (35,8) 38 (28,4) 7 (33,3) 15 (30,0)
Numero de parceiros
sexuais no ultimo ano
Um 210 47 (63,5) 15 (75,0) 29 (56,9) 82 (61,7) 11 (55,0) 26 (52,0) 0,183
Dois ou mais 49 7(9,5) 4 (20,0) 12 (23,5) 16 (12,0) 4 (20,0) 6 (12,0)
Nenhum 89 20 (27,0) 1(5,0) 10 (19,6) 35(26,3) 5(25,0) 18 (36,0)
Numero de parceiros
sexuais durante a vida
Entre 1 e 5 (%) 198 43 (56,6) 9 (45,0) 31 (58,5) 77 (57,5) 12 (54,5) 26 (52,0) 0,236
Entre 6 e 10 (%) 74 14 (18,4) 4 (20,0) 11 (20,8) 29 (21,6) 5(22,7) 11 (22,0)
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S Total Sem HPV e Sem HPV e HPV de alto risco HPYV de alto risco HPYV de baixo risco HPV de baixo risco p
(355) sem coinfeccio com coinfeccao com coinfeccao sem coinfeccio com coinfeccao sem coinfecciao
Entre 11 e 20 (%) 32 79,2) 1(5,0) 3(57) 17 (12,7) 0 (0,0) 4 (8,0)
Entre 21 e 50 (%) 18 6(7,9) 2 (10,0) 3(57) 2 (L,5) 29,1 3 (6,0)
Entre 51 e 100 (%) 5 0 (0,0) 2 (10,0) 0 (0,0) 2 (L,5) 14,5 0 (0,0)
Mais que 100 (%) 7 2(2,6) 0(0,0) 1(1,9) 1(0,7) 0 (0,0) 3 (6,0)
Nao respondeu (%) 20 4(5,3) 2 (10,0) 4(7.5) 6 (4,5) 14,5 3 (6,0)
Relacio sexual no
ultimo més
Sim (%) 189 38 (50,0) 17 (85,0) 32 (60,4) 70 (52,2) 12 (54,5) 20 (40,0) 0.022
Nao (%) 166 38 (50,0) 3 (15,0) 21 (39,6) 64 (47,8) 10 (45,5) 30 (60,0)
Vive com o
companheiro/a
No - Separada/ 53 10 (13,2) 1(5,0) 8 (15,1) 23 (17,2) 2(9,1) 9 (18,0)
Divorciada (%) 0,537
Nao — Solteira (%) 114 22 (28,9) 7 (35,0) 22 (41,5) 43 (32,1) 9 (40,9) 11 (22,0)
Nao — Vituva (%) 27 6(7,9) 0(0,0) 2 (3,8) 10 (7,5) 2(9,1) 7 (14,0)
Sim (%) 161 38 (50,0) 12 (60,0) 21 (39,6) 58 (43,3) 9 (40,9) 23 (46,0)

CT: Chlamydia trachomatis; NG: Neisseria gonorrhoeae; MG: Mycoplasma genitalium; TV: Trichomonas vaginalis. Valor de P para teste de Qui-quadrado.
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2 6

Nos grupos “sem HPV e sem coinfecgdes”, “sem HPV e com coinfec¢cdo”, “HPV de
alto risco com coinfec¢do”, “HPV de alto risco sem coinfec¢ao”, a faixa etaria mais comum foi
de 36 a 50 anos, pelas caracteristicas populacionais do estudo. Ja nos grupos “HPV de baixo
risco com coinfec¢ao” ¢ “HPV de baixo risco sem coinfec¢ao” a faixa etaria mais comum foi >
50 anos. Em todos os grupos a maior prevaléncia foi em mulheres pardas, menos no grupo “sem

HPV e com coinfec¢do”, sendo mais comum mulheres pretas.

Os grupos apresentaram maior prevaléncia de mulheres com ensino medio completo
(menos os grupos “sem HPV e sem outras coinfecgdes” e “HPV de baixo risco sem coinfec¢ao”,
sendo ensino fundamental incompleto mais comum), que vivem com seu companheiro/a
(menos o grupo “HPYV de alto risco com coinfec¢do”, sendo mulheres solteiras mais prevalente),
gue nunca fumaram, um a cinco parceiros sexuais durante a vida, um parceiro sexual no Gltimo
ano e mantiveram relagdes sexuais no ultimo més (menos o grupo “HPV de baixo risco sem

coinfec¢do”, que declararam ndo ter relagdes sexuais no tltimo més.

6.3 AMPLIFICACAO DOS GENES DE RESISTENCIA DE Mycoplasma genitalium

MG foi detectado na PCR em tempo real em 10 amostras, sendo assim para essas
amostras foi realizada a Nested PCR visando amplificar os alvos parC, gyrA e 23S do RNAr.
As figuras 8, 9 e 10 mostram os géis de agarose contendo os fragmentos amplificados apés a
Nested PCR.
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Figura 8 Gel de agarose com os produtos da PCR do alvo parC para as 10 amostras analisadas.

ladder 1

500 pb

139 pb

Legenda: pb: pares de bases; ladder: marcador de tamanho molecular 100pb. 1: PEL174; 2: PEL215; 3:
SA0228; 4: BRA140; 5: SAL085; 6: MANOOQ7; 7: SAL216; 8: JUI113; 9: JUI088; 10: SAL042.

Figura 9 Gel de agarose com os produtos da PCR do alvo gyrA para as 10 amostras analisadas.

ladder

500 pb
151 pb

Legenda: pb: pares de bases; ladder: marcador de tamanho molecular 100pb; CN: Controle negativo. 1: PEL174;
2: PEL215; 3: SA0228; 4: BRA140; 5: SAL042; 6: SAL216; 7: MANO0O07; 8: JUI113; 9: JU1088; 10: SAL085.
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Figura 10 Gel de agarose com os produtos da PCR do alvo 23S RNAr para as 10 amostras analisadas.

ladder 1

500 pb
266 pb

Legenda: pb: pares de bases; ladder: marcador de tamanho molecular 100pb. 1: SAL216; 2: PEL174; 3:
BRA140; 4: SAL085; 5: MANO0O07; 6: SAO228; 7: JUI113; 8: PEL215; 9: JUI088; 10: SAL042.

Analisando a figura 8, é visto que para as 10 amostras o alvo parC foi amplificado; na
figura 9, em seis amostras o alvo gyrA amplificou; e na figura 10, vemos que para sete amostras
o0 alvo 23S RNAr foi amplificado. Dado que todas as amostras amplificaram o gene parC, deu-

se continuidade ao sequenciamento.

6.4 SEQUENCIAMENTO TIPO SANGER

Neste estudo, todas as amostras detectadas para MG continham os genes gyrA, parC e
23S do RNAr selvagens, sem apresentar SNPs nas regides associadas a resisténcia aos

antimicrobianos macrolideos e fluoroquinolonas.
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6.5 COMPARACAO DE METODOLOGIAS

Como ja mencionado, o presente trabalho foi realizado com a metodologia de PCR em
tempo real com o kit Allplex CT/NG/MG/TV Assay (Seegene®). Entretanto, antes deste estudo,
as mesmas amostras haviam sido testadas com o kit RealTime CT/NG Assay (Abbott®) na
plataforma automatizada m2000, que sé detecta dois dos quatro patdgenos analisados no estudo,

NG e CT. Assim, foi possivel comparar a concordancia entre as duas metodologias (Tabela 5).

Tabela 5 Concordancia entre o kit Allplex CT/NG/MG/TV Assay da Seegene e 0 Abbott® RealTime CT/NG
Assay

Teste de Kappa Seegene X Abbott

Valor de Kappa (IC 95%) 0,736 (0,637-0,815)
P <0,001
Concordancia Muito boa

Valor de P para teste de Kappa

O kit da Seegene® detectou CT e/ou NG em 60 amostras, ja o kit a Abbott® detectou
CT e/ou NG em 76 amostras. Destes resultados, 52 deles coincidiram. Comparando com o Teste

de Kappa, gerou um valor de 0,736.

Os valores de Kappa variam de 0 a 1, sendo uma concordancia ruim os valores de Kappa
entre 0,00 - 0,20; concordancia razoavel valores entre 0,20 - 0,40; concordancia boa valores
entre 0,40 - 0,60; concordéancia muito boa valores entre 0,60 - 0,80 e concordancia excelente
valores entre 0,80 - 1,00 (LANDIS; KOCH, 1977). Posto isto, um valor de Kappa de 0,736 é

considerado uma concordancia muito boa.
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7 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram uma alta prevaléncia de CT (10,1%), NG
(7,9%) e TV (13,0%), e uma prevaléncia mais baixa de MG (2,8%) em MVHIV. Os dados na
literatura a respeito de prevaléncia variam de acordo com a populagéo analisada (LOWE et al.,
2019; BOLDRINI et al., 2020; MANHART et al., 2008; LEWIS et al., 2012). Como este
projeto compreende MVHIV, o fato de o virus afetar diretamente o sistema imune do
hospedeiro pode alterar as infecgdes por outros microrganismos, tornando-as mais persistentes
e/ou graves (COHN; CLARK, 2003).

Em geral, a prevaléncia de CT pode ser comparada com a encontrada por Srifeungfung
e colaboradores (2009), que detectaram 9,7% de CT em MVHIV na Tailandia por metodologia
molecular, assim foi possivel observar que a prevaléncia encontrada no presente estudo
coincide com a relatada na Tailandia, que € um pais em desenvolvimento assim como o Brasil.
Porém, a prevaléncia observada em outros estudos é mais baixa, como o estudo de Silva e
colaboradores (2012), realizado na cidade de Manaus, Brasil, que detectou 4,3% de CT e 0
estudo de Low e colaboradores (2014), que detectou 1,7% de CT em MVHIV em Burkina Faso,

ambos estudos também em paises em desenvolvimento.

Em uma revisdo sistematica Naldini e colaboradores (2019) observaram que na
coinfeccdo HPV-CT, mecanismos de modulagdo imune podem estar envolvidos com aumento
de casos de CT em mulheres com HPV. Além disso, CT facilita a entrada e persisténcia do virus
na célula epitelial cervical, enquanto pode causar danos na mucosa e desempenhar um papel
em perturbar e modular a resposta imune envolvida na eliminacdo do HPV. O risco de infeccédo
por CT é aumentado em mulheres com HPV, especialmente naquelas com menos de 36 anos
(NALDINI et al., 2019), situacdo que coincide com os achados do presente estudo. Abreu e
colaboradores (2016) observaram em seu estudo que coinfeccdo HPV-CT pode aumentar a

carcinogénese cervical do HPV em até cinco vezes (ABREU et al., 2016).

NG também teve prevaléncia alta, tendo resultados semelhantes aos encontrados por
Boldrini e colaboradores (2020), em um estudo realizado na cidade de Vitoria, Brasil, com
MVHIV, em uma populacdo com uma média de idade de 41 anos e com acompanhamento de
rastreio de cancer cervical, detectando HPV de alto risco em 46,3% das mulheres. Contudo, a
prevaléncia para TV e CT encontrada em Vitoria, 5,0% e 3,0%, respectivamente, mais baixa

que a do presente estudo. O estudo de Miranda e colaboradores (2017) traz uma prevaléncia
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menor de 0,9% em MVHIV no Brasil, associando ainda que seria possivel que as participantes
do estudo fossem mais sujeitas a utilizar prescri¢gdes com antimicrobianos, por conta da infecgéo
pelo HIV. De forma semelhante a CT, os casos de infeccdo por NG podem estar aumentados
pelo fato de a populacdo do estudo ter sido escolhida majoritariamente com HPV detectado,
porém os fatores que contribuem para a prevaléncia das IST nessa populacdo sdo muitos,
especialmente, a amostragem deste estudo foi obtida em mulheres que buscam consulta

(monitoramento) com infectologista.

Se referindo a prevaléncia de TV em MVHIV, o estudo de Price e colaboradores (2018)
trouxe uma alta prevaléncia (20,0%) em MVHIV gravidas na Africa do Sul, elevando a
importancia da triagem de TV em MVHIV, especialmente gravidas, que o CDC recomenda.
Em outro estudo conduzido no Zimbabue, foi encontrada uma prevaléncia de 8,0% de TV, em
MVHIV predominantemente assintomaticas, entretanto os resultados de CT e NG foram
reduzidos, 2,1% e 1,8%, respectivamente, quando comparados aos do presente estudo (LOWE
et al., 2019). Quinlivan e colaboradores (2012) demonstraram por meio de um modelo
matematico que 23,0% das transmissdes projetadas de HIV em mulheres foram atribuidas a
infeccdo por TV, e que por volta de 2,0% de todos os casos de HIV nos Estados Unidos da
América podem estar relacionados com a infeccéo por TV.

A prevaléncia de MG em outros estudos pode variar, como no estudo de Madsen e
colaboradores (2017) foi encontrada uma prevaléncia mais baixa, de 1,3%, em MVHIV na
Dinamarca, que € um pais desenvolvido, onde é esperado ter uma menor prevaléncia. J& no
estudo de Manhart e colaboradores (2008), uma prevaléncia de 17,0% foi relatada em MVHIV
no Quénia, um pais em desenvolvimento e com uma média de idade no estudo de 28 anos. Nao
ha muitos estudos nacionais envolvendo HIV e MG, entretanto Costa e colaboradores (2015)
avaliaram a prevaléncia de MG em homens vivendo com HIV e foi encontrado 5,8% de
prevaléncia, com uma média de idade de 44 anos e assintomaticos. No presente trabalho, a
idade média das participantes foi de 45 anos e em mulheres assintomaticas, contudo MG foi
mais prevalente em mulheres de 25 a 36 anos, o que vai de acordo com a idade jovem, que é
um fator de risco associado a infec¢do (SHIPITSYNA et al., 2020). O cigarro, outro fator de

risco descrito na literatura, ndo foi associado a infecgdo de MG neste estudo.

MG possui diversos fatores de risco associados a sua infeccdo que contribuem com a
aquisicdo e transmissdo de HIV, como uma maior expressdo de genes responsaveis pela
expressdo de citocinas inflamatorias, consequentemente, gerando maior inflamagéo e resposta

de leucocitos polimorfonucleares. Em contrapartida, MG pode ser apontado como um
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microrganismo oportunista em pessoas imunocomprometidas (MAVEDZENGE; WEISS,
2009).

A coinfeccdo de maior prevaléncia foi entre CT e TV (2,5%), outros estudos como de
Lowe e colaboradores (2019) apresentam uma prevaléncia menor (0,5%) em seu trabalho no
Zimbé&bue em MVHIV, porém a literatura carece de estudos que avaliem coinfeccbes de CT,
NG, MG e TV em MVHIV. Ha trabalhos como de Upton e colaboradores (2018), em individuos
sem HIV, onde os quatro patogenos foram avaliados (CT, NG, MG e TV) e foram detectadas
coinfeccbes por CT e MG, CT e NG, MG e TV, e ate mesmo NG, MG e CT (assim como
detectado no presente estudo), este ultimo com prevaléncia de < 1,0%.

E notdrio que CT, NG e TV podem contribuir com os danos causados pela infeccéo pelo
HPV, contudo dados nacionais de coinfeccdo destas ISTs com HPV é limitado. Cunha e
colaboradores (2020) desenvolveram um estudo no estado do Maranhdo no qual determinaram
que a infeccdo por HPV associada com outras ISTs era mais prevalente do que a infeccdo por
HPV sozinha. Além disso, TV mostrou uma forte associacdo com a presenca de HPV, o que,
projetando para os resultados do presente estudo, pode explicar a alta prevaléncia do parasito.
Dentre os resultados deste trabalho, CT, MG e TV néo tiveram associagao significativa com a
presenca de um tipo especifico de HPV (alto ou baixo risco), com excecdo de NG, que

apresentou associacdo significativa, principalmente para HPV de baixo risco.

Outra coinfec¢do a ser discutida € HIV-HPV, dado que MVHIV possuem um maior
risco de desenvolver cancer cervical por uma série de fatores. Por exemplo, elas sdo mais
suscetiveis a aquisicdo da infeccdo por HPV e a persisténcia do virus no corpo, além do fato do
HIV ter um papel indireto na oncogénese por conta da supressao imunoldgica, principalmente
em mulheres com uma contagem de células CD4+ menor e sem uso de TARV (STELZLE et
al., 2021). No presente estudo, ndo ha dados de contagem de células CD4+ ou citologia cervical,
0 que seria interessante para avaliar a infeccdo destes patdgenos nas mulheres. No entanto,
dados (ndo apresentados) mostram que had uma baixa cobertura de exame de prevencao do
cancer de colo do Utero declarado por elas em questionério e, consequentemente, baixo numero

de consultas em ginecologista.

No que diz respeito as amostras de MG e seus perfis de resisténcia aos antimicrobianos,
no Brasil, at¢ 0 momento, ndo ha estudos publicados que avaliem a resisténcia de MG aos
antimicrobianos em amostras de MVVHIV. Baseando-se em dados de estudos internacionais, a

resisténcia de MG varia de acordo com cada tipo de populacdo e regido. Machalek e
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colaboradores (2020) por meio de uma revisdo sistematica e metanalise avaliaram a prevaléncia
de mutacdes associadas a resisténcia a macrolideos e fluoroquinolonas, nela foi exposto que
alguns paises como Rdussia, Estdnia e Beélgica apresentaram resisténcia a macrolideos e
fluoroquinolonas abaixo de 10%, enquanto outros paises como Alemanha, Reino Unido,

Estados Unidos e Australia apresentaram resisténcia a macrolideos maior que 50%.

Entretanto, Ong e colaboradores (2019) analisaram a resisténcia de MG a macrolideos
e fluoroquinolonas em amostras provenientes de MVVHIV na Africa do Sul e ndo encontraram
mutacgdes no alvo 23S do RNAr e gyrA, apenas mutac6es no gene parC. Outros trabalhos com
populagdes semelhantes encontram, assim como no presente estudo, uma baixa prevaléncia de
MG, além de somente uma ou nenhuma amostra com muta¢do no alvo 23S do RNAr
(MADSEN etal., 2017; NGOBESE et al., 2022). Isso pode demonstrar um padrao nas bactérias
circulantes em MVHIV, com um perfil de resisténcia aos antimicrobianos menos frequente,
ainda que necessite de mais estudos. Um padrdo de uso de profilaxia com antimicrobianos é
relatado por outros autores (MIRANDA et al., 2017) em MVHIV, porém seria interessante
levantar e analisar dados a respeito do padréo de uso de antimicrobianos dos individuos em que
MG foi detectado, a fim de compreender se ha uma relacdo significativa entre estes dados. O
fato de néo encontrar perfil de resisténcia nas amostras do estudo pode ser decorrente de uma
subamostragem neste estudo, foram incluidas apenas 355 amostras oriundas do estudo nacional

com 1914 amostras.

A comparacao dos kits das empresas Seegene® e Abbott® gerou um Kappa de 0,736
que é considerado de concordancia muito boa. O kit Allplex CT/NG/MG/TV Assay (Seegene®)
possui um limite de deteccdo para CT e NG de 10 copias/reacdo de gDNA, enquanto o Kit
RealTime CT/NG Assay (Abbott®) traz seu limite de detec¢do para 0s mesmos patdgenos em
320 copias de DNA plasmidial por 400 uL de tampao. Devido a essa diferenga nas unidades de
medida ndo é possivel determinar de maneira precisa a diferenca de sensibilidade dentre as

amostras do presente estudo.

Cada kit tem suas vantagens e desvantagens, o da Abbott® e executado de forma
automatizada, tendo assim menor interferéncia humana, sendo necessario uma rotina
laboratorial maior, além de um volume de amostra maior quando comparado com a Seegene®.
O kit da Seegene® é executado manualmente nas etapas de extragdo e PCR, porém satisfaz uma

rotina pequena de amostras.
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8 CONCLUSAO

A prevaléncia de CT, NG, MG e TV em mulheres coinfectadas por HIV-HPV varia
entre os patogenos. CT, NG e TV apresentaram uma alta prevaléncia no presente estudo,
associada com elevada prevaléncia da infecgdo pelo HPV, esta Gltima j& esperada para a
populacdo vivendo com HIV. J& MG é um patogeno de importancia em saide publica, com
numero de casos e resisténcia aos antimicrobianos crescendo em diversos paises. No entanto,
neste estudo ndo foram encontradas mutacGes nos alvos que predizem a resisténcia a
macrolideos e fluoroquinolonas. Este estudo foi realizado com uma subamostragem do estudo
nacional que verificou a prevaléncia da coinfeccdo por HPV em MVHIV no Brasil. Os
resultados da deteccdo de CT, NG, MG e TV indicam a necessidade de ampliar o rastreio para
as ISTs em populacBes vulnerdveis como a deste estudo. Para isso, métodos moleculares para
deteccdo destes patdgenos sdo essenciais por serem mais sensiveis e especificos do que os
métodos convencionais e por serem capazes de detectar microrganismos de dificil cultivo.
Neste trabalho foram comparados dois Kits de uso em territorio brasileiro, sendo eles Allplex
CT/NG/MG/TV Assay (Seegene®) e RealTime CT/NG Assay (Abbott®), e foi observada uma

concordancia muito boa entre eles.
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https://www.who.int/news/item/06-07-2021-new-recommendations-for-screening-and-treatment-to-prevent-cervical-cancer
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ANEXO A - CARTA DE MANIFESTACAO DE CONCORDANCIA

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
DEPARTAMENTO DE DOENGCAS DE CONDICOES CRONICAS E INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS
SRTVN Quadra 701, lote D, Edificio PO700 — 5° Andar
CEP: 70719-040 — Brasilia - DF — Brasil
Tel.: 3315-7737 a 7739

CARTA DE MANIFESTACAO DE CONCORDANCIA

A Coordenadora Geral de Vigilancia das Infeccdes Sexualmente Transmissiveis do
Departamento de Doengas de Condigdes Cronicas e Infeccdes Sexualmente Transmissiveis
(CGTIST/DCCI/SVS) da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Satde, Dra Angélica
Espinosa Miranda, manifesta apoio no desenvolvimento de projetos que visam a investigacdo e
andlise de infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs) causadas por Chlamydia trachomatis (CT),
Neisseria gonorrhoeae (NG), Mycoplasma genitalium (MG) e Trichomonas vaginalis (TV).

Ressalta-se que estas ISTs ndo fazem parte da lista nacional de notificagdo compulsoria como
a sifilis e, portanto, ndo existem dados oficiais de prevaléncia desses patdgenos no Brasil. A geracao
de dados epidemioldgicos sobre estas infecgdes possui grande relevancia em salde publica,
principalmente no que tange as populagdes de maior vulnerabilidade as ISTs, como no caso das
mulheres vivendo com HIV (MVHIV).

Em complemento, existe a necessidade de se investigar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos dos patdgenos circulantes no territorio nacional, especialmente Neisseria
gonorrhoeae (NG) e Mycoplasma genitalium (MG) que vem se tornando resistente a todos os
farmacos disponiveis mundialmente para o seu tratamento.

Os dados de vigilancia das infec¢des e de resisténcia fornecem subsidios para a determinacao
de diretrizes nacionais de diagndstico e tratamento, bem como séo essenciais para a incorporagao
de novas tecnologias e aquisi¢do de insumos visando enfrentamento das ISTs no &mbito do Sistema
de Unico de Satde (SUS).
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MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
DEPARTAMENTO DE DOENCAS DE CONDICOES CRONICAS E INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS
SRTVN Quadra 701, lote D, Edificio PO700 — 5° Andar
CEP: 70719-040 — Brasilia - DF — Brasil
Tel.: 3315-7737 a 7739

Diante do exposto, o Ministério da Saude manifesta-se de acordo com a investigacdo de
Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), Mycoplasma genitalium (MG) e
Trichomonas vaginalis (TV) em amostras de MVHIV provenientes da “Implantagdo da rede de
Sservigos para acesso a testes de biologia molecular para deteccdo de Papilomavirus em mulheres
vivendo com HIV no 4mbito do SUS”. As amostras encontram-se armazenadas no Laboratério de
Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia — LBMMS na Universidade Federal de Santa
Catarina, que consiste no laboratdrio de referéncia nacional desta rede piloto. As amostras foram
identificadas de forma anonimizada, contendo as iniciais do nome da pessoa e 0 numero de coleta
do servigo.

Caso haja algum questionamento, favor entrar em contato pelo angelica.miranda@aids.gov.br
e/ou telefone: 61 3315 — 76609.

Miaude_

Angélica Espinosa Miranda

Coordenadora Geral de Vigilancia das Infec¢fes Sexualmente Transmissiveis do Departamento de

Doencas de Condicdes Cronica
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ANEXO B - QUADRO COM RESULTADOS DE DETECCAO DE Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis E

HPV

Amostra

PEL024

PEL026
PEL030
PEL045
PELO0S53
PEL058
PELO064
PEL067
PELO072
PELO079

PEL090

PEL097
PEL103
PEL104
PEL105

PEL108

PEL110
PEL111
PEL113
PEL119

PEL120

PEL134
PEL135
PEL136
PEL140
PEL146

PEL148
PEL151
PEL154

PEL156

PEL160
PEL161

Resultado
Seegene

NG,CT

TV

TV,CT

NG,CT

Cq Seegene

29.66;30.46

31.81

38.98;38.17

35.07

21.84;32.08

23.54;25.43

Resultado
HPV
NAO

DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

Tipos Virais

56
82
52,68,40,42
68
52
6
68,26
82,61,40,45,16,39,56,68
16

40

43

16
45,16

56,53
53,43,40,58,16,56
39,18
16,53

42

73,52

53,43
73,66
54

42,44
68



PEL164
PEL166
PEL171

PEL172

PEL174
PEL175

PEL180

PEL181
PEL191
PEL193

PEL194

PEL199
PEL201

PEL202

PEL203
PEL204
PEL209

PEL211

PEL213
PEL215

PEL224

PEL226
PEL229
PEL234
PEL252
PEL256
PEL263
PEL267
PEL269
FLO002

FLO005

FLO006
FLO010

FLOO012
FLOO024
FLOO026
FLOO027

19.63
21.23

27.79;34.37

39.39;18.93

37.47;31.10
34.41
30.26

DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO

53
44
44

70
18

40
61
16

11
66

40
70
18

61
82

35,56
56,31,70,6
42,44
16
45,68
45
59,52
56,53
56

44
44,18

6,51,56

56,68

68



FLO033

FLO035
FLO036
FLO038
FLO046
FLO048
FLO052

FLOO0S3
FLO060
FLOO075
FLO077
FLO079

FLOO083

SAO003

SAO011

SA0016
SAO017
SA0020
SA0025
SAO0027

SA0029

SAO032
SA0034
SAO035

SA0040

SA0046
SA0048
SA0049

SAO051

SAO064
SAO070
SAO089
SAO105

SAO108
SAO111

TV

20.01

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

54,11
16
35

51,52,56,31,42,82,53,54

70,61
42

68

16

11
70
16
61
18, 11

16,53
70
73

35
54

18
51,59
45,18

16

66



SAO147

SA0225
SA0O228

SAO257

SAO273

VIT002

VIT004

VIT008

VITO11
VITO013
VIT023
VITO025

VIT030

VIT036
VIT039

VIT041

VIT046
VIT049

VITO050

VIT054
VITO055
VIT066
VIT074
VIT076
VIT081
VIT089
VIT090

VIT093

VIT110
VIT145
VIT167

VIT175

JUI003
JUI009
JUI010
JUI012

CTMG
CT

CT

CT
NG
NG

CT
NG
NG, TV

39.99,25.32
30.61

30.63

28.39
40.35
34.66

28.86

37.66
34.37;35.24

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

70

44
66,45,58,51,39,43,6,44

43

61

40
35,68

68
68

40
45

18
58,54,40
58,59,68,70,6,40
58,51,40
59
58,59,42,54,40
39
54

68
69,53,61,40
31,42,53

40,53
40
52,4440
31,44,40



JUI030

JUI038
JUI039
JUI1049

JUIOS1

JUI067
JUI071
JUI086
JUIO0S8S8
JUI095
JUI099
JUI101
JUI102

JUI113
JUI115
JUI117
JUI118
JUI121

JUI122

JUI129
JUI139

JUI153

JUI157

JUI158
JUI164
BRA003

BRA004
BRA008
BRAO010

BRAO16

BRAO017
BRAO019

BRA024

BRA027
BRAO030

CT

NG,MG,CT 34.90;40.48;34.58

NG,TV

CT

MG
TV

TV,CT

TV,CT

38.63

22.66;28.37

30.63

41.66
36.34

24.57;32.21

26.53;35.80

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

71

68
66
16,56,26

59
58,33,52,56,31,42,53,54
39
35,54
33,39,43,70
59,18
40
40,61

26

6,4

70
52,68

44
44
68

59

16
54,44

73



BRAO032
BRAO033
BRA034

BRAO039
BRA043
BRA044

BRA046
BRA050

BRAO052

BRAO057
BRA060
BRA065
BRA071
BRAO076

BRAO078

BRAO081

BRAO082
BRAO08S
BRAO086
BRAO087

BRA089

BRA090
BRA091
BRA093
BRA094
BRA096
BRA105
BRA108

BRA129

BRA131
BRA133
BRA139
BRA140
BRA161

BRA165

BRA174
BRA175

CT

40.27;29.44

31.69

NAO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

72

54

26

70,11
42

70
82
43,44
16,52
16

69
16,18
6
16

68,82
16,18
16,18,43
16,18
16,18
52,31,73,53
43,61

56

16

40
59,33,53,44

45

35,82
59



BRA197
BRA211
BRA213
BRA241
BRA249
BRA252
BRA255
BRA262

BRA268

BRA269
BRA270
MANO001
MANO003
MANO006
MANO007

MANO008

MANO010

MANO11
MANO014
MANO017
MANO019

MANO026

MANO027
MANO028
MANO030

MANO033

MANO034
MANO038
MANO040
MANO046
MANO049
MANO054

MANO061

MANO062
MANO063
MANO065
MANO068
MANO070
MANO071

MANO072

NG
TV,CT
MG, TV

TV

TV

TV
TV
TV
TV

TV
TV
TV

CT
TV
CT

38.81
37.05;40.15
41.92;34.62

31.88

33.08

39.06
33.41
35.76
40.15

35.01
38.19
34.46

DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO

82
35,69
52
54
68
42
44
45,53

18,7
51,82,6
59,16
44
16,18
82

61
39,68
54
6

6
51
73

26,43,58,16,18
73,53
44
6,4
40
40

82,53
40
40
43
31
66

73



MANO073
MANO077
MANO079
MANO083

MANO089

MANO090
MANO094
MANO096
MANO097
MANO098
MAN102
MAN106
MANI111

MANI115
MANI118
MANI121

MAN128
MAN131

MAN139
MAN142
MAN154

MAN160

MAN174
MAN182

MAN193

MAN196

MAN204
MAN2215
MAN218
MAN224
MAN225
MAN233
MAN237
MAN244
MAN2S5S
MAN263
MAN265
MAN272
MAN273

NG, TV

TV

NG, TV
NG
TV
TV

36.98;27.81

41.56

26.47;36.46
36.99

30.77
35.15

DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

16
43,6,66,52
53,39,35
53,35

53,40,52
82,43,18,56

53,70,59,16,35,68
69,73,82,53,54,51,33,18,68

69,16,18

69,82,43,44,51,18,56,31

69,66,18
18

45,68

16
73

39,73

73
53

45,31
53
52,7
56,54,6,44,40
18
66,35,56,68,61
6
18
56,68,53
16,56
66
42
18,56,40

74



MAN292
SAL002
SAL003
SAL004

SAL005
SAL006
SALO007

SAL008
SAL009
SALO010

SALO011
SALO013
SAL019

SAL020
SAL023
SALO025
SALO032
SAL033

SAL039
SAL041
SAL042
SAL048

SALO51

SAL054
SAL060
SAL061

SAL062
SAL069
SAL071
SAL072
SALO077

SALO085

SAL094

TV
CTNG
TV,CT

TV
NG

NG

CT
CTMG

TV
CT

MG

TV

40.40
24.80;36.67
30.97;29.62

38.01
38.49

28.45

36.78
30.84; 34.62

23.85
37.47

40.14

32.49

DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
NAO
DETECTADO

75

66,16

66,45,52

35,68,42,54,70,40
56
42

53

82
82
18

31
42,58,16,35

52
42,35,56,31
58
68

82

56,53,11

66



SAL105
SAL110
SAL114

SAL11S

SAL125
SAL128
SAL136
SAL140
SAL151
SAL156
SAL158
SAL168
SAL173
SAI185
SAL187
SAL189
SAL195
SAL196
SAL197
SAL198
SAL203
SAL204

SAL214
SAL215
SAL216

SAL224
SAL231
SAL269
SAL272
SAL282
SAL290

CTMG

27.11;35.59

37.17

19.09;37.80

25.99

30.59

29.56

43.84;27.72

DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
NAO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO
DETECTADO

76

33

66,33,56,73,42
51,16,56,53,44,40

52,35,56

68
16

68,53,54,44

18
31

45,39,68,31,26,69,53,43,54

82

59,52,6,40

16

42,44
66,52,73,53
42,53,54

53

51,35,56,42,53,6
18,53
66,42,53,6
70,42

70,44

52
59

68,53

35
56
39

CT: Chlamydia trachomatis; NG: Neisseria gonorrhoeae; MG: Mycoplasma genitalium; TV:

Trichomonas vaginalis.
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