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Chlamydia Objective: to determine whether C. trachomatis was present in neonates with infection,

trachomatis; but without an isolated pathogen, who died during the first week of life.

Polymerase chain Methods: early neonatal death cases whose causes of death had been previously

reaction; adjudicated by the institutional mortality committee were randomly selected. End-

Newborn; point and real-time poly-merase chain reaction of the C. trachomatis omp1 gene was

Sepsis; used to blindly identify the presenceof chlamydial DNA in the paraffinized samples

Mortality of five organs (from authorized autopsies) ofeach of the dead neonates. Additionally,
differential diagnoses were conducted by amplifyinga fragment of the 16S rRNA of
Mycoplasma spp.

Results: in five cases (35.7%), C. trachomatis DNA was found in one or more organs.
Severe neonatal infection was present in three cases; one of them corresponded to
genotype D of C. trachomatis. Interestingly, another case fulfilled the same criteria but
had a positive polymerase chain reaction for Mycoplasma hominis, a pathogen known to
produce sepsis in newborns.

Conclusion: the use of molecular biology techniques in these cases of early infant
mortality demonstrated that C. trachomatis could play a role in the development of
severe infection and in early neonatal death, similarly to that observed with Mycoplasma
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hominis. Further study is required to determine the pathogenesis of this perinatal
infection.
© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Published by Elsevier Editora Ltda.
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Relato de deteccdao de DNA de Chlamydia trachomatis em tecidos de casos de 6bito
PALAVRAS-CHAVE

neonatal
Chlamydia
trachomatis; Resumo
Reagéo em cadeia da Objetivo: determinar se a C. trachomatis esta presente em neonatos com infeccao,
pol1fnerase;. porém sem patogeno isolado, que morreram durante a primeira semana de vida.
Recém-nascido; Métodos: casos de obito neonatal precoce cujas causas de dbito haviam sido anterior-
Sepse; mente determinadas pelo Comité de Mortalidade da instituicao foram aleatoriamente

Mortalidade selecionados. Foram utilizadas as reacoes em cadeia da polimerase convencional e em

tempo real do gene omp1 da C. trachomatis, para identificar, as cegas, a presenca de
DNA de clamidia nas amostras desparafinizadas de cinco 6rgaos (de autopsias autoriza-
das) de cada um dos neonatos mortos. Além disso, foram realizados diagndsticos diferen-
ciais por amplificacao de um fragmento do rRNA 16S de Mycoplasma ssp.

Resultados: em cinco casos (35,7%) a presenca de DNA de C. trachomatis foi detectada
em um ou mais 6rgdos. Havia infeccdo neonatal grave em trés casos; um deles corres-
pondente ao genoétipo D de C. trachomatis. Curiosamente, outro caso preencheu os
mesmos critérios, porém possuia uma reacao em cadeia da polimerase positiva para
Mycoplasma hominis, um patdgeno conhecido por causar sepse em recém-nascidos.
Conclusdo: a utilizacao de técnicas de biologia molecular nos casos de mortalidade
infantil precoce mostrou que a C. trachomatis poderia desempenhar um papel no desen-
volvimento de infeccao grave e no ébito neonatal precoce semelhante ao observado com
a Mycoplasma hominis. Sao necessarios estudos adicionais para determinar a patogénese
dessa infeccao perinatal.

© 2013 Sociedade Brasileira de Pediatria. Publicado por Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

A mortalidade neonatal é parte da mortalidade infantil.
Esta tem sido definida como 6bito ocorrido nos primeiros
28 dias de vida, e esta associada, principalmente, a infe-
ccoes congénitas ou adquiridas apés o nascimento. Essas
infeccoes afetam fortemente as causas de oObito e aborto
em paises nao industrializados."? Chlamydia trachomatis é
a causa de grande parte das infeccoes bacterianas sexual-
mente transmissiveis em todo o mundo.? A prevaléncia da
infeccdo por C. trachomatis durante a gravidez é variavel:
nos Estados Unidos, representa entre 2% e 13,7%; no Brasil,
entre 2,7 e 10%* e, no México, varia entre 4% e 28%.5 Ela
esta relacionada a ruptura prematura de membranas, corio-
amnionite, parto prematuro e desenvolvimento de oftalmia
e pneumonia neonatal. Também esta relacionada a altas
taxas de baixo peso ao nascer e mortalidade perinatal.* As
manifestacoes clinicas variaveis apresentam tosse paroxis-
tica entrecortada, rinorreia prodromal e histérico de con-
juntivite, taquipneia e febre. Os achados mais frequentes
em radiografias de torax sao infiltrado intersticial dos cam-
pos pulmonares bilaterais, hiperinflacao e atelectasia.®

O risco de transmissao vertical de C. trachomatis foi cal-
culado entre 60% e 70%, e ocorre durante a passagem do
bebé pelo canal do parto. Entretanto, ha algumas evidéncias
de que a transmissao vertical também possa ocorrer dentro
do Utero, pois os recém-nascidos por cesariana também se
encontravam infectados e com membranas intactas.®*®

Recentemente, Rours et al.™ demonstraram a presenca do
DNA de clamidia na placenta de prematuros e encontraram
uma associacao do DNA com o grau e progresso de inflamacao
tecidual. Atualmente, ndo ha um bom modelo experimental
disponivel para infeccdes por Chlamydia durante a gravidez
que forneceria conhecimento dos efeitos da Chlamydia sobre
a gravidez e sua associacdo com dbito neonatal.

Além dos tecidos pulmonar e conjuntivo de recém-nasci-
dos, também foi encontrada Chlamydia nos tecidos dos sis-
temas intestinal, geniturinario, do miocardio e nervoso.'"?
A presenca de Chlamydia nesses outros tecidos sugere que
ela possui uma capacidade invasiva. O presente estudo
visou detectar o DNA de clamidia em diferentes tecidos de
neonatos diagnosticados com “infeccao sem um patogeno
isolado” e que vieram a obito durante a primeira semana
de vida. Estudamos, também, neonatos cuja causa eviden-
te de obito nao foi infecciosa. Adicionalmente, buscamos
identificar os gendtipos de Chlamydia envolvidos nesses
neonatos que desenvolveram infeccao precoce.

Métodos
Declaracao de ética
O protocolo deste estudo foi analisado e aprovado pelo

Comité de Etica Institucional da Faculdade de Medicina no
Instituto Politécnico Nacional, na Cidade do México.
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Definicées

Infeccao
Infeccao neonatal grave foi estabelecida da seguinte forma:
a) pelo achado de fragmentos do gene omp1 da C. tracho-
matis em dois ou mais orgaos diferentes; b) possuindo dados
clinicos e laboratoriais compativeis com infeccao no neonato
durante sua vida; c) se a mae apresentava antecedentes de
risco de infeccao; e d) um diagnostico histopatologico de
corioamnionite placentaria e pneumonite no cadaver.

Ruptura prematura de membranas (RPM). Ruptura das
membranas fetais antes do inicio do parto, independente-
mente da idade gestacional.™

Obito neonatal precoce. Obito antes do 7° dia de vida
extrauterina.®

Critérios de inclusao

Disponibilidade de todos os 6rgaos, amostras e relatos sele-
cionados. Analise atualizada pelo Comité de Mortalidade
Perinatal com resolucao definitiva. Registros completos.

Selecao de amostras para autépsia

Foi realizada uma selecao aleatdria de 20% dos casos de 6bi-
tos neonatais precoces entre 1° de janeiro e 31 de dezembro
de 2003 que atenderam aos critérios de inclusdo. Os casos
foram separados em dois grupos, de acordo com o julga-
mento ou diagnostico definitivo do Comité de Mortalidade
Perinatal da instituicao. O Grupo 1 consistiu de diversos casos
de dbito devido a infeccao sistémica,’® sem identificacao de
patogeno. O Grupo 2 foi formado por casos de ébito devido
a qualquer outra causa ndo associada a infeccao.

Localizamos os o6rgaos para autopsia, especificamen-
te pulmoes, rins, cérebro, figado e bronquios, que foram
preservados em blocos de parafina, em todos os casos
participantes. O estudo incluiu apenas os casos em que
todos esses 6rgaos se econtravam disponiveis, bem como
registros clinicos materno e neonatal completos e estudos
histopatoldgicos da autopsia e da placenta. O patologista
responsavel reavaliou, as cegas, as amostras histologicas
dos cadaveres.

As placentas normalmente sao analisadas de forma
rotineira: os cortes histologicos corados por hematoxili-
na e eosina foram investigados para deciduite, vasculite,
endometrite ou corioamnionite sem estudos especiais.
Posteriormente, todo o material foi descartado. Por esse
motivo, foram incluidos apenas os resultados do Unico estu-
do da placenta.

O restante dos blocos foi desparafinizado e processado
para extracao de DNA. Todos os testes foram realizados as
cegas. Os dados clinicos e demograficos foram obtidos de
prontuarios.

Extracdao do DNA

As amostras de tecido foram desparafinizadas com xilol,
em temperatura ambiente, e lavadas com etanol. O tecido
obtido foi entado tratado com proteinase K, e o DNA foi
obtido pela técnica de fenol-cloroformio-isoamilicoe preci-
pitacdo com etanol, conforme descrito anteriormente."

Deteccao de Chlamydia trachomatis

Foram realizadas a reacao em cadeia da polimerase conven-
cional e a reacao em cadeia da polimerase em tempo real
utilizando o sistema PTC-100 (MJ Research, Inc., Waltham,
MA, EUA) e o sistema StepOne (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA), respectivamente. Os iniciadores uti-
lizados para a reacao em cadeia da polimerase conven-
cional sdo os preparados por Dutilh et al.”® e a amplifi-
cacao de um fragmento do gene omp1 da C. trachomatis
(5’-GCCGCTTTGAGT TCTGCTTCCTC-3’; 5’-CCAAGTGGTGCA
AGGATCGCA-3’).

Cada reacao em cadeia da polimerase convencional con-
tinha MgCl,a 1,75 mM, dNTPs a 0,2 mM, 25 pM de cada ini-
ciador proposto, 2,5 U de Taq polimerase (GoTaq® Flexi DNA
polimerase Promega®, Madison, WI, EUA) e 5 pl da amostra
do DNA para um volume final de 25 pl. A mistura da reacao
foi incubada por cinco minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos
de um minuto a 95°C para desnaturacao, um minuto a 59°C
para alinhamento e um minuto a 70°C para extensao, e
uma etapa final de alongamento de 5 minutos a 70°C. A
amostra foi considerada positiva quando obtido um produto
da amplificacao de 129 bp.

Foi realizada a reacao em cadeia da polimerase em
tempo real utilizando: 3 mM de MgCl,a2,7 mM, 25 pM de
cada iniciador proposto, 2,5 U de Taq polimerase (Applied
Biosystems), e 5 pyl da amostra de DNA para um volume
final de 25 pl. Os iniciadores utilizados foram projeta-
dos pelo programa Primer Express 3.0 Sequence (Applied
Biosystems), a regiao amplificada fica dentro do mesmo
amplicon de 129 bp obtido com os iniciadores DutilhFw:
5’-CCTGCTGAACCAAGC CTTATG-3’ e Rv: 5’-AGGATCTC
CGCCGAAACC-3’; sonda: 5’-TCGACGGAATTC TGT-3’. A mis-
tura da reacao foi preaquecida a 95°C por 20 segundos,
seguida de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 20 segundos a
60°C e 20 segundos a 72°C.

Amplificacéo e deteccédo de Mycoplasma ssp. para
diagnosticos diferenciais

A reacao em cadeia da polimerase convencional foi rea-
lizada de acordo com o protocolo proposto por van
Kuppevel et al.” Os iniciadores utilizados foram: MGSO:
5’-GCACCATCTGTCACTCTGTTA ACCTC-3° e GPO-1:
5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA-3’. Cada reacao em
cadeia da polimerase continha iniciadores de 20 pM/pl,
dNTPs a 10 uM/pl, MgCl,a 2 mM/pl, Taq polimerase de 5
U/pl, 3 pl de DNA e 43 pl de agua para um volume final de
50 pl. A mistura da reacao foi incubada a 94°C por cinco
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por
um minuto, alinhamento a 60°C por um minuto, extensao
a 72°C por um minuto e uma extensao final a 72°C por
cinco minutos. Uma amostra foi considerada positiva se um
produto de 715 bp tivesse sido amplificado.

Para detectar as espécies, os seguintes inicia-
dores foram utilizados com o mesmo protoco-
lo de reacao em cadeia da polimerase: Mychomp
(5’-ATACATGCATGTCGAGCGAG-3’) e Mychomn (5’-CATCTT
TTAGTGGCGCCTTAC-3’). Adicionalmente, M. hominis foi
detectado, segundo Grau et al.,”° e U. urealyticum foi
detectado, segundo Blanchard et al.,* com os iniciadores
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U5 (5’-CAATCT GCTCGTGAAGTATTAC-3’) e U4 (5’-ACGACGTC
CATAAGCAACT-3’).

Analise do RFLP

Foi realizada uma analise do polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricao (RFLP) utilizando um método descri-
to anteriormente® para genotipar as amostras com amplicons
de 129 bp. Resumidamente, foi amplificado um fragmento de
1142 bp do gene omp1 da C. trachomatis. Os iniciadores utili-
zados para amplificacao foram os mesmos que os relatados por
Yang et al.?2: OMP1 (5’-GCCGCTTTG AGTTCTGCTTCCTC-3’) e
OMP2 (5’-ATTTACGTGAGCAGCTCTCTCAT-3’). Amostras posi-
tivas para amplicon de 1142 bp foram submetidas a uma
segunda reacao em cadeia da polimerase, que gerou um
fragmento de 879 bp. Os iniciadores utilizados também
foram descritos por Yang et al.?2: P3 (5’-TGACTTTGTTTTCGA
CCGTGTTTT-3’) e P4 (5°-TTTTCTAGATTTCATCTTGTTCAAT/
CTG-3’). O fragmento de 879 bp foi entao incubado com
Alu1 endonuclease (Invitrogen, Applied Biosystems) por 10
horas a 37°C. O padrao de bandas resultante foi comparado
ao da cepa correspondente. Neste estudo foi uW-3Cx (ATCC
VR-885D).

Resultados

Dos 73 casos disponiveis, 18 foram escolhidos aleatoria-
mente. Contudo, nao foi possivel localizar todos os 6rgaos
de interesse em trés casos, e os resultados do estudo da
placenta ndo estavam disponiveis para um caso. A tabela 1
descreve os resultados dos 14 casos de mortalidade infantil
estudados, as caracteristicas perinatais dos recém-nascidos
e os dados maternos mais relevantes. Quatro casos atende-
ram aos critérios de infeccao ou infeccao sistémica neonatal
(casos 1, 3, 4 e 8). Os casos 1 e 8 foram negativos para cultu-
ras bacterianas e fngicas realizadas durante a vida ou apos
a morte. No primeiro dia de vida, no caso 3, Staphylococcus
haemolyticus foi isolado por meio de hemocultura. No caso
4, o recém-nascido sobreviveu apenas uma hora, e nao foram
realizadas culturas microbioldgicas correspondentes.

Abusca intencional pelo DNA de Mycoplasma e Chlamydia
nos tecidos post-mortem utilizando a reacao em cadeia da
polimerase resultou na amplificacdo do gene omp1 da C.
trachomatis de 129 bp em cinco neonatos. Ele foi amplifi-
cado em dois ou mais 6rgaos nos casos 1, 2, 3 e 4, e ape-
nas no rim, no caso 6. No caso 8, um produto de 715 bp,
correspondendo a Mycoplasma, foi amplificado em tecidos
do pulmao e do rim (imagem nao mostrada).

DNA de clamidia foi encontrado em tecidos dos casos 2 e
9, porém, sem correlacao clinica ou histopatologica indican-
do infeccado. Esses casos apenas apresentaram prematuri-
dade, barotrauma e hemorragia pulmonar. Adicionalmente,
a amplificacao dos fragmentos 1142 bp e 879 bp na analise
do RFLP de amostras positivas para DNA de clamidia foi
atingida apenas nos casos 1, 3 e 4 (fig. 1). A analise do RFLP
das amostras, quando a amplificacao do fragmento 879 bp
foi obtida, apenas possibilitou a identificacao do genotipo
D da C. trachomatis (caso 1; fig. 2). Nos casos 2 e 6 nao foi
possivel amplificar o fragmento 1142 bp, e foi confirmada a
presenca de DNA de clamidia no tecido do figado, por meio

da reacao em cadeia da polimerase em tempo real, apenas
no caso 2 (imagem nao mostrada).

Todos os casos foram intubados por via endotraqueal e
receberam suporte ventilatério durante o periodo de vida.
Foram encontrados seis casos de ruptura prematura de
membranas. Dentre eles, foi comprovado DNA de clamidia
em dois neonatos (casos 1 e 3), e 0s mesmos permanece-
ram in utero com a ruptura das membranas por oito a seis
dias, respectivamente. As caracteristicas clinicas de todos
os casos podem ser vistas na tabela 2.

As causas de 6bito nos casos restantes (casos 5a7¢e 9 a
14) nao foram associadas a infeccao: quatro (29%) vieram
a obito devido a causas relacionadas ao nascimento prema-
turo; trés (21%) devido a anomalias congénitas estruturais
nao compativeis com vida; um devido a hydrops fetalis de
origem nao imunologica com pré-eclampsia grave; e um
devido a isoimunizagao materno-fetal pelo Rh. Todos esses
casos apresentaram resultados negativos da reacao em
cadeia da polimerase para C. trachomatis e Mycoplasma
spp, com excecao do caso 6, mencionado anteriormente.

Discussao

As infeccoes graves ainda sao a principal causa de mor-
bimortalidade neonatal em regiées em desenvolvimento.
Dentre os casos de mortalidade infantil, % ocorrem durante
a primeira semana de vida e, em muitos casos, a causa do
obito permanece desconhecida.?

Infeccdo por clamidia na fase perinatal e neonatal pode
produzir varias doencas, incluindo conjuntivite, nasofarin-
gite, pneumonite e, com menos frequéncia, rinite, otite do
ouvido médio, miocardite e encefalite.* Contudo, a desco-
berta de residuos genéticos dessa bactéria intracelular em
tecidos organicos é bem rara na literatura médica.?* Neste
estudo, foi encontrado DNA de clamidia em mais de dois
orgaos em quatro casos (casos 1, 2, 3 e 4), 0 que sugere o
potencial de infeccao multivisceral por esse patégeno. Um
desses casos foi 0 2, no qual o neonato nasceu prematura-
mente por cesariana e veio a obito devido a extensao do
pneumotodrax. O caso 2 nao apresentou dados histopatolo-
gicos de inflamacao nos pulmdes ou na placenta; contu-
do, a repeticdo do achado de DNA de clamidia no cérebro
e figado desse recém-nascido mostra uma forte suspeita
de infeccédo sistémica por C. trachomatis. Devido a falta
de determinacao dos critérios histopatoldgicos, esse caso
sugere que todo o espectro da patogénese por C. tracho-
matis ainda nao é completamente conhecido.

Em momento algum foram realizados estudos de diagnds-
tico com relacédo a infeccdo por Chlamydia ou Mycoplasma
nesses pacientes. Isso ocorreu, provavelmente, devido
ao curto periodo de vida. Da mesma forma, as maes nao
foram testadas para patdgenos atipicos durante a gravidez.
A auséncia de estudos sobre a infeccdo por C. trachomatis
nessas mulheres ocorreu, provavelmente, em virtude do
baixo ou nenhum controle médico durante a gestacao: seis
(43%) mulheres nao fizeram controle médico, cinco (36%)
passaram por apenas duas ou trés consultas, e trés (21%)
passaram por cinco e seis consultas pré-natais.

A causa de dbito no caso 8 dessa série correspondeu a
uma infeccao sistémica por Mycoplasma hominis. Ficou evi-



Tabela 1

brénquios. Obitos neonatais precoces

Correlacdes e resultados clinicos e patologicos de RCP de Chlamydia trachomatis (omp1) em amostras desparafinizadas de cérebro, figado, rim, pulmao e

Caso Fator de risco Diagnostico Diagnostico Resultados das RCP Diagnostico Novo diagnostico
materno da autopsia da placenta culturas de bactérias anterior?
1 RPM 8 dias Pneumonia Corioamnionite Todos negativos C. trachomatis Sepse neonatal Infeccao por
congénita no figado, cérebro por AED C. trachomatis
e bronquios
2 Parto prematuro Pneumotoérax moderada, Normal FCE PM P rettgeri C. trachomatis no figado Pneumotodrax Infeccao provavel por

Natimorto anterior

3 RPM 6 dias

4 RPM 26 horas

Obstrucao anterior

do tubo, aborto

e natimorto
5 Aborto anterior
6 Nenhum

7 RPM 26 horas

8 RPM 8 horas

9 Nao

10 Aborto anterior

11 Dois natimortos
anteriores e
um caso de

mortalidade infantil

12 RPM 1 hora

13 Nenhum

40% de atelectasia

Pneumonia aguda,
membrana hialina

Pneumonia
congénita grave

Mltiplos defeitos
estruturais importantes
Agenesia renal direita
Hemorragia pulmonar

33% da Membrana hialina

70% de atelectasia
Pneumonia congénita

Hydrops fetalis

Imaturidade sistémica

Eritroblastose
Enfisema pulmonar

Multiplos defeitos
estruturais importantes
Imaturidade

14 Mortalidade infantil Displasia tanatoforica

Corioamnionite

Corioamnionite

necrosante. Funisite

Pequena
Normal

Normal

Corioamnionite e

funisite graves

Sinais de hipoxia

Normal

Eritroblastose

Normal

Subcorionite e
deciduite leves
Normal

+ E gergoviae

1° dia: S haemolyticus
de hemocultura
3°dia: FCE e
hemocultura negativa
NR

Todos negativos

NR

Todos negativos
Todos negativos
Hemocultura:
Staphylococcus spp.
Todos os outros,
negativos

NR

Todos negativos

Todos negativos
NR

NR

e cérebro e RCP
Convencional no figado
C. trachomatis no
figado, rim e cérebro

C. trachomatis

no figado e bronquios
Todos negativos

C. trachomatis no rim
Todos negativos
Mycoplasma hominis

no pulmao e no rim
Todos negativos

Todos negativos

Todos negativos

Todos negativos
Todos negativos

Todos negativos

Sepse neonatal
por AED

Sepse neonatal
por AED

Mltiplos defeitos
estruturais congénitos
Hemorragia pulmonar
surfactante
Membrana hialina
Hipertensao pulmonar
Sepse neonatal
congénita por AED
Hydrops fetalis

nao imune

Imaturidade
Trauma obstétrico
Hydrops fetalis de
isoimunizacao Rh

Multiplos defeitos
estruturais importantes
Imaturidade

Displasia 6ssea grave

C. trachomatis

Infeccao por
C. trachomatis

Infeccao por
C. trachomatis

Mltiplos defeitos
estruturais congénitos
Complicacoes de
prematuridade
Complicacoes

de prematuridade
Infeccao por
Mycoplasma hominis
Hydrops fetalis

nao imune

Prematuridade extrema
Hydrops fetalis de

isoimunizacao Rh

Multiplos defeitos
estruturais importantes
Prematuridade extrema

Displasia 6ssea grave

CT, Chlamydia trachomatis; FCE, fluido cerebrospinal; PM, post-mortem; RPM, Ruptura Prematura de Membranas (18); NR, nao realizadas; AED; agente etiologico desconhecido;
PCR, reacao em cadeia da polimerase.
2 Determinado pelo Comité de Mortalidade Perinatal.
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Figura 1 RC de fragmento de 879 bp do gene omp1 da Chla-

mydia trachomatis.

Amostras desparafinizadas de 6rgaos da autopsia. F, figado; P,
pulmaes; R, rins; C, cérebro; C-, Controle negativo; C+, Con-
trole positivo. (NUmeros pertencentes a classificacao institu-
cional de casos.)

denciado que esse patdgeno produz infeccdes graves em
fetos e recém-nascidos, e que pode ser transmitido verti-
calmente. Dentre as infeccées causadas por Mycoplasma
hominis destacam-se pneumonia, que evolui rapidamen-
te para displasia broncopulmonar, e infecgoes sistémicas
com prognosticos ruins, caso nao detectadas e tratadas a
tempo.? Essa situacdo também pode ocorrer com as infe-
ccoes causadas por C. trachomatis.

Areacao em cadeia da polimerase é o0 método mais sensivel
e rapido para detectar patogenos microbianos em espécimes
clinicos, em especial, a Chlamydia e o Mycoplasma, que de
dificil cultivo in vitro. A aplicacao desse método em espécimes
clinicos possui varias possiveis armadilhas devido a presenca
de inibidores e contaminacao. Além disso, a sensibilidade e
especificidade deste ensaio dependem dos genes-alvo, das
sequéncias dos iniciadores, das técnicas utilizadas, dos proce-
dimentos de extracao do DNA e dos métodos de deteccao do
produto amplificado. Contudo, nosso grupo de investigacao
padronizou a reacao em cadeia da polimerase aplicada ante-
riormente neste estudo.?* Além disso, as amostras positivas no
ensaio foram confirmadas por reacao em cadeia da polimera-
se em tempo real, e esse método oferece varias vantagens
técnicas gerais, incluindo probabilidades reduzidas de varia-
bilidade e contaminacao, bem como monitoramento on-line,
e nao ha necessidade de analises pos-reacao.

Atualmente, nossa capacidade de detectar infeccoes
como C. trachomatis, Mycoplasma e Ureaplasma (infeccoes
que afetam a salde das populagdes mais vulneraveis: recém-
nascidos e mulheres gravidas) nos permitira identificar a alta
frequéncia por meio da qual esses micro-organismos pro-
duzem rupturas de membranas, nascimentos prematuros e
doencas neonatais que podem se tornar graves, e até mesmo
fatais. Portanto, acreditamos que no futuro sera necessario
reavaliar as politicas pUblicas de atendimento pré-natal.

Nesta série, cinco de 14 casos receberam tratamento
antimicrobiano empirico. O esquema antibidtico adminis-
trado em dois dos recém-nascidos que vieram a o6bito com
infeccoes sistémicas por C. trachomatis (casos 1 e 3) con-
sistiu de aminoglicosideos e beta-lactamicos, tratamento
normalmente utilizado quando ha suspeita de infeccao con-
génita, pois ele abrange quase todas as possibilidades etio-
légicas de infeccao neonatal adquirida in utero.? Contudo,

Figura 2 Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de
Restricao (RFLP). Genotipo D do gene omp1 de Chlamydia tra-
chomatis. Amostra: figado do caso 1. Padrao da cepa: Chla-
mydia trachomatis UW-3/Cx (ATCC VR 885D). O produto de
879 bp foi restrito com Alu I. M, Marcador de peso molecular.

os géneros Chlamydia e Mycoplasma nao estdo incluidos
em seu espectro antimicrobiano.? A profilaxia ocular pode
nao conseguir prevenir conjuntivite neonatal por clamidia,
assim como nao impede colonizacao ou infeccao nos pul-
moes; o Unico meio de prevenir infeccdo por clamidia em
recém-nascidos é o tratamento das maes infectadas.

O caso 1 nao apresentou desenvolvimento de bactérias
ou fungos nas culturas realizadas, e o caso 2 foi classifica-
do como contaminado, pois a amostra do fluido cerebros-
pinal foi obtida apos o obito, e desenvolveu as espécies
polimicrobianas Providencia rettgeri e Enterobacter ger-
goviae, que nao sao conhecidas como produtoras de infe-
cgOes neonatais. O caso 3 foi uma cesariana com seis dias
de ruptura prematura das membranas e corioamnionite
materna. No nascimento, foi obtida uma amostra de san-
gue do cordao umbilical, que mostrou o desenvolvimento
da bactéria Staphylococcus haemolyticus. Essa bactéria faz
parte da flora cutanea e ndao é um patogeno que produz
infeccoes neonatais congénitas.?® Além disso, o tratamento
com ampicilina e amicacina nao abrange Staphylococcus
haemolyticus, sendo caracteristicamente multirresistente.
Essas premissas dao base a nossa conclusao de que essas
amostram foram contaminadas.

Os sorotipos da C. trachomatis com capacidade invasiva
elevada podem infestar diversos tecidos de individuos adul-
tos e causar linfogranuloma (L1, L2, L2a e L3). Neste estu-
do, mostramos que a infeccao por C. trachomatis, no caso
1, ocorreu em virtude do gendtipo D, que é um dos soro-
tipos com prevaléncia mais elevada em todo o mundo nas
infeccoes do trato geniturinario da populacao sexualmente
ativa.?” O geno6tipo D é um dos poucos sorotipos de C. tra-
chomatis com uma citotoxina que possui grande homologia
com a familia de citotoxinas amplas (LCTs) produzidas por
Clostridium difficile. Essas LCTs causam diversos efeitos
citopaticos nas células hospedeiras, pois sua atividade de
glicosiltransferase modifica as moléculas reguladoras intra-
celulares, como a de ligacao ao GTP da superfamilia Ras.?
Adicionalmente, as LCTs, de maneira geral, interferem na
organizacao e na dinamica da actina no citoesqueleto e no
trafego intracelular.* O efeito citopatico produzido pela
citotoxina do sorotipo D de C. trachomatis resulta no arre-



Tabela 2 Caracteristicas clinicas (méae e filho) dos casos de mortalidade infantil

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 Caso 6 Caso 7 Caso 8 Caso 9 Caso 10 Caso 11 Caso12 Caso13 Caso 14

Idade 3d7h 12m  42m 2d 1h 1h 2m 5d 20h 3h1m 1d 20h 1d 12h 1d 2h 20m 18h 5d 19m  41m 1h 20m
47m 5m 48m 46m 45m

Idade da 33 28 30 35 26 26 15 23 36 23 30 27 18 23
mae (anos)
Duracéo 8d 0 6d 26h 0 0 1d 2h 8h 0 0 0 1h 0 0
da RPM
Parto C C C PE C C C PE C PE C C PE PD
Sexo Masculino  Masculino Masculino Feminino Masculino Masculino Feminino Feminino  Feminino  Feminino Masculino Masculino Feminino Feminino
Apgar apos 1 2-5 5-4 3-7 1-2 7-8 4-7 4-9 4-8 4-8 0-1 3-7 8-9 1-1 1-1
e 5 minutos
Peso (g) 590 1050 740 710 2000 910 1840 750 850 520 1290 2350 890 1480
Altura (cm) 29 37 33 34 44 33 43 36 31,5 30 38 45 34 32
Idade 25 29 27 26 41 26 32 25 27 25 27 32 25 31
gestacional
(semanas)
Diagnostico Hipo PP RPM Co RPM Co  RCI ITU Co RPM RPM Co Pré-eclam PP ITU Isoim Hydrops
materno Grave
fetalis PP PP
Tratamento Ampi - Ampi - - - Ampi Ampi
neonatal com Dicloxa - -
antibioticos Amica Amica Amica Amica Amica
Crescimento PIG AlG PIG AlG PIG AlG AlG AlG AlG PIG AlG GIG AlG AlG
por idade
gestacional

Co, corioamnionite; Isoim, isoimunizacdo; RPM, ruptura prematura de membranas; Pré-eclam, pré-eclampsia; Hipo, hipotireoidismo; ITU, infeccdo do trato urinario; RCl,
retardamento do crescimento intrauterino; PIG, pequeno para a idade gestacional; AlG, adequado para a idade gestacional; GIG, grande para a idade gestacional; C, cesariana; PE,
parto eutdcico; PD, parto distocico; PP, parto prematuro; Ampi, ampicilina; Amica, amicacina; Dicloxa, dicloxacilina; d, dias; h, horas; m, minutos.
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dondamento das células infectadas devido a despolimeri-
zacdo da actina. Isso pode ajudar a explicar, em parte, a
capacidade de o sorotipo D infectar e disseminar varios
orgaos nesses recém-nascidos nos quais foi encontrado
DNA de clamidia. Contudo, os mecanismos pelos quais a
infeccao por C. trachomatis € disseminada em diferentes
orgaos ainda devem ser identificados.

Este estudo apresenta a possibilidade de infeccao por C.
trachomatis em varios Orgaos de fetos e recém-nascidos, o
que pode estar associado a mortalidade infantil. Contudo, sao
necessarios estudos adicionais para confirmar esse achado.

0 achado de DNA de clamidia em mais de um orgao de
autopsia pode ndo ser a forma mais aceita para diagnos-
ticar infeccdo sistémica ou estabelecer a causa de 6bito.
Contudo, em nossa opinido, a descoberta de trés sequén-
cias diferentes do DNA de C. trachomatis por meio de
reacao em cadeia da polimerase convencional e em tempo
real e a identificacdo em um caso do genétipo C. trachoma-
tis envolvido fornecem uma comprovacao suficiente para
investigacoes futuras utilizando melhores recursos adicio-
nais. A imuno-histoquimica fortaleceria a comprovacao
apresentada neste estudo, porém, infelizmente nao pude-
mos realizar imuno-histoquimica em nossas amostras.
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