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RESUMO

Objetivos: determinar a freqii€ncia de infec¢do por Chlamydia trachomatis (CT) em pacientes
com e sem lesdes intra-epiteliais cervicais(LIE) atendidas no Ambulatério Especializado da
Mulher no Recife (2007), e sua associagdo com varidveis bioldgicas, demogréficas, habitos,
caracteristicas reprodutivas e clinico-ginecoldgicas, assim como comparar as taxas de detec¢do
para Chlamydia trachomatis por duas técnicas, Imunofluorescéncia direta (IMD) e Reacdo em

Cadeia da Polimerase em tempo real (PCR tempo real).

Métodos: realizou-se um estudo do tipo corte transversal, incluindo 70 mulheres (35 com
alteracdes citoldgicas e 35 normais). Realizaram-se colposcopia, bidpsia quando necessério e
pesquisa para Chlamydia trachomatis por IMD e PCR tempo real. As varidveis analisadas
foram idade, raca, procedéncia, escolaridade, estado civil, menarca, idade da primeira relacio
sexual, paridade, nimero de parceiros, corrimento, realizacdo de citologia prévia, episédios de
doenca sexualmente transmissivel (DST), eletrocauterizagdo, método contraceptivo,
antecedente familiar de cancer uterino, consumo alcodlico, tabagismo, drogas ilicitas e
imunossupressoras, resultado da citologia e infeccdo cervical por Chlamydia trachomatis. Para
determinacdo da forga da associagdo, calculou-se a Razdo de Prevaléncia (RP) e intervalo de
confianga 95%, realizando-se andlise multivariada para controle das varidveis potencialmente
confundidoras. Determinou-se taxa de deteccdo para CT por cada teste de acordo com a
presenca ou nao de LIE, utilizando-se os testes qui-quadrado de associacdo e Kappa, para

concordancia, ao nivel de significancia de 5%.

Resultados: a freqiiéncia de infeccdo por Chlamydia trachomatis foi significativamente maior
em pacientes com alteragdes citoldgicas (80% vs. 14,3%), com uma RP de 5,60 (IC 95% = 2,44
— 12,82). Analisando os fatores associados a infeccao por CT, a tnica varidvel que persistiu
significativamente associada apds andlise multivariada foi a histéria pregressa de DST
(OR=63,47; IC 95% = 13,93 — 289,09). A taxa de infec¢do por Chlamydia trachomatis foi de
47,1% para IMD e 58,6% para PCR em tempo real. Observou-se associacdo significante entre

presenga de Chlamydia e LIE, com 80% de resultado positivo para IMD e 77,1% PCR em



tempo real. Entretanto, a taxa de Chlamydia trachomatis foi significativamente elevada em
pacientes sem lesdo intra-epitelial cervical testadas por PCR tempo real (40%) quando
comparado com IMD (14,3%). A concordancia entre os testes foi fraca, com o coeficiente

Kappa de 0,4.

Conclusées: a presenca da Chlamydia trachomatis esta associada as alteragdes citoldgicas da
cérvice uterina, e a histéria pregressa de DST deve ser valorizada no tratamento e seguimento
clinico destas pacientes. Os resultados da PCR em tempo real e IMD resultaram em elevadas
taxas de infeccdo por Chlamydia em pacientes com lesdo intra-epitelial cervical (80%), mas os
testes foram discordantes quando pacientes sem lesdo intra-epitelial cervical foram testadas,

possivelmente porque a sensibilidade da PCR em tempo real ser grande.

Palavras-chave: Chlamydia trachomatis; técnica direta de fluorescéncia para anticorpo; Reacao

em cadeia da polimerase; neoplasia intra-epitelial cervical.
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A infeccdo por Chlamydia trachomatis tem sido reconhecida como um dos mais

23 Dados da Organizagdo Mundial de Saide

comuns problemas de saide publica.
(OMS) mostram que as doengas sexualmente transmissiveis sdo a segunda enfermidade
que mais acomete as mulheres entre 15 e 44 anos nos paises em desenvolvimento.'” Em
relacdo a Chlamydia trachomatis, sdio 50 milhdes de casos novos no mundo por ano e
no Brasil ndo hd muitos dados demonstrando a situacdo da infec¢do pela Chlamydia

trachomatis. Estdo disponiveis apenas estudos isolados em populagdes especificas, mas

que mostram a importancia dessa infec¢do silenciosa em nosso meio.**

A Chlamydia trachomatis foi primeiramente identificada em 1907 por
Halberstaedter e Prowazek, mediante a identificacdo de inclusdes citoplasmaticas em
material proveniente da conjuntiva de orangotangos inoculados com tracoma humano.
25 Em 1911, essas inclusdes citoplasmdticas foram associadas a uretrites nao
gonocécicas. Na década de 30, foram relacionadas ao linfogranuloma venéreo.” A partir
da década de 1980, quando estabeleceu-se o papel desses agentes na etiologia da
salpingite aguda (doenca inflamatdria pélvica aguda), houve notdvel incremento da
importancia atribuida a esses microorganismos, principalmente que desses estados
infecciosos podem advir numerosas seqiielas.2’3’5

Na maioria das mulheres (70% a 75%) e em mais de 50% dos homens essas

6

infeccdes cursam de forma assintomdtica'*®. Assim, esses agentes podem ser

considerados microorganismos bem adaptados ao ser humano, porque conseguem

multiplicar-se sem causar respostas exacerbadas do organismo, dai a dificuldade no

2,3,6

diagndstico dessas infecgdes. Esta peculiaridade retarda o tratamento, permitindo

que os casos de infeccdo genital se propaguem ao trato genital superior, causando

3,57

endometrites e salpingites Hoje, a infeccdo pela Chlamydia trachomatis é
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considerada como uma das Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) mais

. 1238
freqlientes em todo o mundo "~™".

Em 2005, 976.445 casos de infeccdo genital por Chlamydia trachomatis foram
relatados ao Centers for Disease Control and Prevention (CDC) nos Estados Unidos,
correspondendo a uma taxa de 332.5 casos por 100.000 habitantes. A prevaléncia em
mulheres nos diversos estados variou entre 3,1% a 14,5% (mediana de 9,2%), sendo
maior entre adolescentes, com mediana de positividade para Chlamydia de 14,2%
(variando de 3,7% a 33,7%).® Os custos com satide devido a complicagdes causadas por
essa infec¢do sdo elevados.’ Nos Estados Unidos foram estimados gastos de 2,7 bilhdes
de ddlares americanos em 1990, para custo médico direto decorrente de doenca
inflamatéria pélvica, com duas complicacdes freqiientes, a gravidez ectépica e

infertilidade.’

Nos servicos publicos brasileiros, s3o raros os locais oferecendo
sistematicamente a pesquisa da Chlamydia. Nos servigos privados, normalmente s6 se
pesquisa essa infeccdo em casos sintométicos ou quando um dos parceiros sexuais esta
acometido. Mesmo nessas situacdes, a pesquisa da Chlamydia trachomatis ainda nao
faz parte da rotina da maioria dos ginecologistas, urologistas ou médicos que atendem

DST, apesar da sua importancia e sua possivel relagdo com o cancer de colo uterino.

2,4,10

A prevaléncia real da infec¢do por Chlamydia trachomatis em nosso meio é
desconhecida, sendo necessdrios estudos populacionais para sua avaliacdo. A
prevaléncia varia de acordo com a populacdo estudada e o método diagndstico
adotado.”* Teles et al.(2007) avaliaram 407 mulheres do Ambulatério de Planejamento
Familiar, em Campinas e encontraram uma prevaléncia de 6,6%, tendo sido utilizado

como método diagndstico a técnica de imunofluorescéncia direta.""
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No estudo de Frias et al(2001) 6, realizado em Teresopolis, Rio de Janeiro, a
freqiiéncia foi de 5% por Chlamydia trachomatis pelo método de Elisa, nas mulheres
sexualmente ativas com idade entre 13 ¢ 49 anos e no estudo de Santos et al(2003)12 ,
realizado em Manaus, a prevaléncia foi de 20,7% para Chlamydia trachomatis pelo

método da PCR.

No México, através de um estudo transversal multicéntrico, encontrou-se uma
prevaléncia de Chlamydia através da pesquisa da IgG de 11,4% e IgA de 4,4%"; a
infertilidade por dano tubério foi de 8,4% (IgG) e 1,4% (IgA) B a0 passo que outros
estudos em Bogotd, Colombia, observou-se uma prevaléncia de Chlamydia de 5%, pelo

método da PCR.™

Existem diversas metodologias que podem ser utilizadas para a detec¢do da
Chlamydia trachomatis. A escolha de um determinado método deve levar em
consideragdo a prevaléncia da infeccdo na populagdo que vai ser examinada, para que
se defina uma metodologia com sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade
compativeis.5 Além disso, é importante que se considere o custo-beneficio do teste, as
dificuldades para a sua execugdo, os equipamentos, infra-estrutura laboratorial e o

tempo necessario para a liberagdo dos resultados.’

Os métodos mais amplamente utilizados sdao os de deteccdo do antigeno da
Chlamydia trachomatis na amostra clinica. Método diagnéstico factivel e com
resultados aceitdveis, a imunofluorescéncia direta consiste na identificacdo dos
corpusculos elementares em material endocervical, através de anticorpos monoclonais
fluorescentes, identificados através de microscépio 6tico.>® Esta técnica utiliza um ou
mais anticorpos monoclonais conjugados com moléculas fluorescentes contra a
principal proteina da membrana externa da Chlamydia trachomatis. A sua sensibilidade

atinge 95% e a especificidade de até 100%.>°
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Independente do metodo adotado, a qualidade da amostra clinica coletada é
fator determinante do sucesso do teste e taxas de deteccdo. A Chlamydia trachomatis é
uma bactéria intracelular obrigatoria e, se a amostra colhida ndo contiver pelo menos 50

células epiteliais, poderdo ocorrer resultados falso-negativos. >

Até esse momento a metodologia “padrdo-ouro” para o diagndstico da
Chlamydia trachomatis é a cultura celular, entretanto a rdpida evolucdo dos testes de
amplificacdo do DNA (PCR e Ligase Chain Reaction- LCR, por exemplo), j4 suscita a
reavaliac@o desse padrdo na comunidade cientifica.” A cultura é um método diagndstico
muito preciso, entretanto seu custo extremamente elevado e a necessidade de utilizagdo
de técnicas sofisticadas, com meios de cultura em células vivas, tornam este método

o - L. 56
inviavel na prética clinica. ™

A PCR detecta com rapidez pequenas quantidades de 4cidos nucléicos em
amostras clinicas. Sdo capazes de detectar até uma tnica particula plasmidica de

>0 A amplificacdo de DNA ou RNA consiste na obtencdo de

Chlamydia trachomatis.
milhares de copias de um segmento de DNA a partir de primers (iniciadores) de uma
seqiiéncia de DNA-alvo. Os primers definem as regides de DNA a serem amplificadas
e a especificidade da técnica.”'®A sensibilidade destes testes de amplificacio do DNA
€ em torno de 20% maior do que as demais técnicas de cultura, imunofluorescéncia
direta e enzimoimunoensaio. Embora mais caros, aumentam a capacidade de

diagnéstico desta infecgdo, com sensibilidade de 98,0 a 99,9%.">'%"

Ultimamente, uma inovagdo tecnoldgica resultante da PCR, denominada PCR
em tempo real, vem ganhando espaco nos diagndsticos clinicos e nos laboratdrios de
pesquisa por apresentar a capacidade de gerar resultados quantitativos. '>'*!7 A grande
vantagem ¢é a facilidade na quantificacdo, maior sensibilidade, maior precisdo,

reprodutibilidade e acuricia, bem como a velocidade de andlise, pois se sobressaem em
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15,16,17

relacdo aos demais métodos. Essa técnica permite o acompanhamento da reacio e

a apresentacdo dos resultados de forma mais precisa e rdpida, em relagdo a PCR que

15,16,17

apresenta somente resultados qualitativos. Pode ser executada completamente in

15,16,17

vitro sem o uso de células e realiza a quantificagdo de fragmentos de DNA e

RNA de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores

. = 1516,17
durante a fase exponencial da rea¢do.

Sua sensibilidade torna possivel utilizar
uma amostra bastante pequena como tracos minimos de sangue e tecidos podendo
conter restos de somente uma tnica célula.””'’O tempo gasto para entrega do exame é

cerca de duas horas, ao passo que as demais técnicas necessitam de mais tempo para

processamento do material.

1.1 Microbiologia

No inicio, as clamidias foram consideradas como grandes virus ou Rickettsia,em
razdo de seu pequeno tamanho e do parasitismo intracelular obrigatdrio, no entanto é
possivel identificd-las por meio de microscopia 6ptica comum, ao serem encontrados
corpusculos de Gamma—Miyagawa.5 A natureza bacteriana desses microorganismos é
confirmada pela presenca de membrana celular externa semelhante a de outras bactérias
Gram-negativas, além do fato de apresentarem DNA, RNA e ribossomos.
Taxonomicamente pertencem a ordem Chlamydiales, a familia Chlamidiaceae e ao
género Chlamydia. O género Chlamydia possui quatro espécies: C. trachomatis,

C.psitacci, C.pneumoniae e C. pecorum. O homem sé é hospedeiro natural para as

L. . . 35
espécies C.trachomatis e C. pneumoniae .

A Chlamydia trachomatis possui 15 sorotipos diferentes, os quais sdo
responsdveis por doencas diversas. Os sorotipos L1, L2 e L3 sdo responsdveis pela

linfogranuloma venéreo; os sorotipos A, B, Ba e C pelo tracoma e; os D, E, F, G, H, I, J



16

e K pela conjuntivite de inclusdo, uretrites, cervicites, salpingites e pneumonias do

. .5
recém-nascido.

1.2. Infeccao e patogénese

A Chlamydia trachomatis apresenta uma transmissdo predominantemente sexual
e, no caso de contiagio de recém-nascidos, vertical.? Atualmente, o mecanismo pelo qual
esse patdgeno induz a inflamag@o e o dano tecidual é apenas parcialmente conhecido.
Sabe-se que a Chlamydia necessita do crescimento intracelular obrigatdrio, utilizando-
se do aparato enzimdtico da célula do hospedeiro para a producdo de ATP e a sua
replicagdo invariavelmente determina a morte desta célula, sendo sempre considerada

Ai o 2.5
patogénica. ~

As clamidias possuem um ciclo de desenvolvimento peculiar, o que as diferencia
das demais bactérias. Este ciclo envolve a participacido de duas formas de apresentagdo:
os corpusculos elementares (CE) e os corpusculos reticulares (CR). O CE com 300 a
400 nm de didmetro é a forma infectante e que resiste a0 meio extracelular. O CE
penetra na célula por fagocitose, formando um vactolo citoplasmdtico também
chamado corpdsculo de inclusdo ou inclusdo citoplasmdtica.Em seguida, o CE
diferencia-se em CR, com didmetro de 800 a 1000nm. O CR € a forma replicativa,
metabolicamente ativa e ndo infectante da bactéria.’ Os CR reproduzem-se por divisao
bindria e reorganizam-se em CE. Durante o processo de reproducdo, ocorre um actimulo
de glicogénio na inclusdo citoplasmatica. Além disso, o processo de reproducdo

aumenta consideravelmente o tamanho da inclusdo citoplasmadtica, que chega a conter

mais de 10.000 particulas, ocupando até 3 do volume da célula hospedeira. Isso causa o
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rompimento do vacuiolo e da célula, a liberacdo das particulas e, conseqiientemente, o

o . g ~ : . 5
reinicio do ciclo bioldgico, com a manutengdo do processo infeccioso.

Nao hd didvidas de que a lise das células do hospedeiro participa do dano
causado por esse agente infeccioso, no entanto é provdvel que esta acdo direta seja de

importancia secundéria e o dano principal ocorra mediante mecanismos imunoldgicos.

18

1.3. Carcinogénese

A neoplasia cervical é o segundo tipo de cancer mais comum na populacdo
feminina. Estima-se que ocorram cerca de 230 mil mortes por cancer de colo uterino
por ano no mundo, e cerca de 471mil casos novos.'” No Brasil ainda constitui um
problema de grande magnitude, com uma incidéncia estimada de 20,3 por 100 000
mulheres para o ano de 2006, com variagdes importantes entre as regides do pais. ¥ Em
Pernambuco encontra-se uma incidéncia de 22,16 por 100.000 mulheres. o) principal
fator associado com a ocorréncia de cincer de colo uterino € a infec¢do pelo

papilomavirus humano (HPV). 2021

Para que uma neoplasia ocorra sdo necessarios vdrios eventos. Os carcindgenos

devem agir sobre um determinado substrato promovendo instabilidade génica de seus

20,21

componentes. Essa instabilidade d4 origem a mutacdes que serdo detectadas pelo

sistema de controle de qualidade e devidamente reparadas. Caso esse mecanismo venha

a falhar, estard aberto o caminho para o desenvolvimento da neoplasia. 2021

Os agentes carcindgenos podem ser fisicos, quimicos, bioldgicos, ambientais ou

hereditarios. Porém, qualquer que seja a natureza, hd necessidade de substrato alvo-
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susceptivel. 0 agente etiol6gico nas neoplasias do trato genital inferior da mulher é,
segundo evidéncias clinicas, biomoleculares e epidemiolégicas, o papilomavirus
humano (HPV) que ird agir no alvo susceptivel: as células metapldsicas imaturas ou

20,21 ~ Lo
*~" Entretanto, sao necessarios co-fatores de

células basais do epitélio pavimentoso.
promogdo complementares favorecedores da instalacdo do agente HPV, que sdo: idade
da pacientezz, inicio precoce das relagdes sexuais’, multiplicidade de parceir0s22,

primeira gestacio na adolescéncia®, multiparidade *'*

, antecedente de doencas

sexualmente transmissiveis (DST) %%, incluindo-se a Chlamydia trachomatis, uso de
. . .11 . 24 g - .. . L .

contraceptivos hormonais orais *, tabagismo,”" déficit nutricional e imunolégico (como

18,25

pacientes HIV-positivas) , além de fatores genéticos.”

A infeccdo persistente por Chlamydia trachomatis tem papel facilitador na
carcinogénese cervical. '* H4 evidéncias de que pelo menos parte do dano é decorrente
de reacdes de hipersensibilidade tardia.'"® Um provavel antigeno relacionado 2
sensibilizagdo € a proteina HSP60, pertencente a classe das proteinas de choque térmico
(PCT) ou heat shock proteins (HSP). 1821 Bgsas proteinas sintetizadas pelas Chlamydia
trachomatis possuem grande semelhanca com as PCT humanas, assim as proteinas
clamidianas poderiam sensibilizar os linfécitos a responderem de forma cruzada com as
PCT humanas, '**' e a expressdo desses antigenos nas células dos tecidos do hospedeiro
poderia induzir uma resposta imunolégica contra as células expressoras, resultando na
destruicdo dessas células. Percebe-se também que a concentracdo de anticorpos séricos

contra PCT clamidianas guarda correlacdo com a intensidade do dano.'**!

A proteina
clamidiana HSP60 tem uma agdo anti-apoptdtica durante a infeccdo persistente,

facilitando a atuacdo das oncoproteinas em células simultaneamente infectadas por

HPYV de alto risco (HPV tipo 16, 18 ).!8
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A carga cronica de virus do tipo oncogénico, ao longo dos anos, parece ser um
dos fatores de maior importancia, no que se refere ao agente, em especial em pacientes

. . P . 20,21
jovens € com malor numero de parcerros. =

A detec¢do precoce através do exame de Papanicolaou, proporcionou uma
possibilidade de cura em praticamente a maioria dos casos.”> No Brasil, o Ministério da
Satide preconiza a realizacdo anual do exame de Papanicolaou (citologia oncética) em
mulheres de 25 a 60 anos ou nas sexualmente ativas e, apds dois exames anuais

. . A 25
consecutivos negativos, a cada trés anos.

Em um estudo comparativo realizado em La Plata, Argentina, Golijow et
al.(2005)*, determinou-se a prevaléncia do papilomavirus (HPV) e da Chlamydia
trachomatis em 279 mulheres pelo método da pesquisa de dcidos nucléicos (DNA),
destas 79 com citologia oncética normal e 200 com anormal. *® Observou-se que a
prevaléncia de Chlamydia trachomatis foi de 11% nas pacientes com citologia oncética
normal, ao passo que nas pacientes com citologia oncética anormal com lesdo de alto
grau houve um incremento para 47%, ocorrendo em 20% nos casos de carcinoma
escamoso. Por outro lado, a presenca do HPV variou de 30% nas pacientes com
citologia oncética normal até 99-100% nas pacientes com citologia oncotica anormal.
Desta forma, demonstrou-se uma forte associacdo com as lesdes precursoras do cancer

cervical de baixo e alto grau.*®

Outro estudo realizado no Brasil e nas Filipinas mostrou que a Chlamydia foi um
possivel co-fator do HPV na etiologia do carcinoma cervical invasivo (OR: 2,1; IC

95%= 1,1-4,0), com resultados similares em ambos os paises.*

Em Beirute (2002)21 foi avaliada a relacdo causal entre o HPV e CT com

citologias oncdéticas normais e anormais em 121 mulheres e observou-se que a CT foi
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significativamente mais freqiiente nas pacientes com citologias oncéticas anormais com
baixo e alto grau, maior paridade, maior nimero de parceiros e nas mulheres ndo

fumantes.?!

O contrério também foi observado relacionando-se com as lesdes precursoras do
colo uterino. No estudo de Edelman et al.(2000)*’, ndo se observou impacto da
prevaléncia de Chlamydia sobre as citologias oncéticas anormais; Reesink-Peters et
al.(2001)*® também ndo encontraram associacdo da infec¢do por Chlamydia trachomatis

com a gravidade da lesdo neoplésica e a velocidade de progressdo da neoplasia cervical.

28

Neste contexto, insere-se nossa proposta de determinar a freqiiéncia da infeccao
por Chlamydia trachomatis nas pacientes com e sem lesdes precursoras do cincer
cervical em um servico publico da cidade do Recife e analisar as varidveis bioldgicas,
demogréficas, hébitos, caracteristicas clinico-ginecoldgicas e reprodutivas associados a
infeccdo por Chlamydia trachomatis, assim como comparar as taxas de detec¢do de
infeccdo por Chlamydia trachomatis por duas técnicas (IMD e PCR em tempo real)

nestas pacientes.

II. OBJETIVOS

ARTIGO 1: “ Infec¢do por Chlamydia em pacientes com e sem lesdes intra-

epiteliais cervicais”

1) Determinar a freqiiéncia de infec¢do por Chlamydia trachomatis em pacientes

com e sem lesdes intra-epiteliais cervicais atendidas em Ambulatério Especializado da
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Mulher da Prefeitura Municipal do Recife (2007), utilizando-se o método da

Imunofluorescéncia direta.

2) Descrever a associacdo da infeccdo por Chlamydia trachomatis com as
varidveis bioldgicas (idade, raca), demograficas (procedéncia, escolaridade, estado
civil), hébitos (consumo alcodlico, tabagismo, drogas ilicitas e imunossupressoras),
caracteristicas reprodutivas (menarca, idade da primeira relagdo sexual, paridade) e
clinico-ginecoldgicas (nimero de parceiros, corrimento vaginal, realizacdo de citologia
prévia, episddios de DST, eletrocauterizacdo, método contraceptivo, antecedente

familiar de cancer uterino).

II. OBJETIVOS

ARTIGO 2: “Infecg¢do por Chlamydia em pacientes com e sem lesdes intra-

epiteliais cervicais avaliadas pela técnica de PCR em tempo real vs.IMF direta”

1) Comparar as taxas de deteccdo para Chlamydia trachomatis por duas
técnicas, Imunofluorescéncia direta (IMF) e Reacdo em Cadeia da Polimerase em

tempo real (PCR) em pacientes com e sem lesdo intra-epitelial cervical, em Recife.
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2) Avaliar a concordancia dos resultados de PCR em tempo real e IMF-direta

III. METODO

3.1. Desenho do estudo

Realizou-se um estudo transversal de base populacional para determinar a
freqliéncia da infeccido por Chlamydia Trachomatis nas pacientes com e sem lesdes

precursoras do colo uterino.

3.2. Local de estudo

O presente estudo foi realizado no Ambulatério Especializado da Mulher da
Prefeitura Municipal do Recife. Este Ambulatério é referéncia na atengdo a saide da

mulher e atende ao III Distrito- U.S.-129, abrange os bairros de Casa Amarela, Casa
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Forte, Alto do Mandu, Apipucos, Derby, Dois Irmaos, Espinheiro, Gragas, Jaqueira,
Monteiro, Parnamirim, Po¢o da Panela, Santana, Tamarineira, Morro da Conceicao,
Alto José Bonifacio, Vasco da Gama, Mangabeira, Coérrego do Euclides, Cérrego do
Bartolomeu, Alto José do Pinho, Pau Ferro, Passarinho, Brejo da Guabiraba, Sitio dos
Macacos, Bola na Rede, Guabiraba, Macaxeira, Brejo de Beberibe, Cérrego do Jenipapo
e Nova Descoberta, com populagdo total estimada de 308.063 habitantes (Fonte : IBGE
— Censo 2005), e uma média de atendimento de 1.787 mulheres / més no ano de 2005. (

Fonte : III Distrito - Prefeitura do Recife).

3.3. Periodo do estudo

Novembro de 2006 a abril de 2007.

3.4. Populacio do estudo

A populagdo de estudo foi composta por 70 mulheres selecionadas através da
demanda livre e espontinea, com citologia oncética realizada nas redes credenciadas
municipais e/ou estaduais, apresentando ou ndo lesdes de baixo e alto
grau/ASCUS/AGUS para cancer de colo uterino com validade de um ano e que ndo

tivessem sido submetidas a tratamento prévio do colo uterino nos tltimos seis meses.

3.5. Critérios e procedimentos para selecao dos participantes
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Critérios de inclusao — todas as mulheres que procurarem o Ambulatério Especializado
da mulher da Prefeitura Municipal do Recife com citologia oncética realizada nas redes
credenciadas municipais e/ou estaduais, apresentando ou ndo lesdes de baixo e alto
grau/ASCUS/AGUS para cancer de colo uterino com validade de um ano e que ndo

tenham sido submetidas a tratamento prévio do colo uterino nos tltimos seis meses.

Critérios de exclusdo — foram excluidas do estudo as mulheres HIV-positivas, e
aquelas que ndo aceitaram realizar sorologia para HIV. Néo tivemos nenhuma paciente

em uso de drogas imunossupressoras.

3.6. Amostra ( procedimentos e calculo do tamanho da amostra)
3.6.1. Tamanho da amostra

O tamanho da amostra foi calculado no software EPI-INFO 3.3.2, utilizando-se
o programa STATCALC, com base em dados de prevaléncia da literatura. Embora
vérios autores tenham relatado prevaléncias mais elevadas, optamos pelo estudo de
Golijow et al.( 2005 )* realizado na Argentina, j4 que a populacio tem tracos
aparentemente semelhantes (pais localizado na América do Sul), para avaliar a
prevaléncia da Chlamydia trachomatis nas pacientes com citologias oncéticas normais e
anormais. Neste estudo foram analisadas 279 mulheres, e observou-se que a prevaléncia
por Chlamydia trachomatis foi de 11% nas pacientes com citologias oncéticas normais
ao passo que nas pacientes com citologias oncdéticas anormais com lesdo de baixo e alto
grau / ASCUS houve um incremento para 47%. Considerando-se infinito o tamanho da
populag@o, com uma precisdo de 5,0 %, um nivel de confianca de 95%, um poder de
80%, seria necessdrio um tamanho da amostra de 58 mulheres. Para compensar

possiveis perdas, foi aumentado para 70 mulheres (aproximadamente 20%), sendo 35
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com citologias oncoticas normais e 35 com citologias oncdticas anormais (lesdes

precursoras de baixo e/ou alto grau / ASCUS/AGUS).

3.6.2. Procedimentos para selecao dos participantes

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Instituto
Materno Infantil Prof. Fernando Figueira, em 05/10/2006, baseado na Resolucdo 196/96

do Conselho Nacional de Satide e Comité de Etica em Pesquisa.

Realizou-se uma marcacdo prévia e espontdnea de livre demanda no
Ambulatério Especializado da Mulher da Prefeitura municipal de Recife, utilizando-se
dos critérios de inclusdo e de exclusdo. Antes de comecar o ambulatério, foi realizado
uma breve apresentac@o do que seria o estudo em termos leigos, onde todas as pacientes
concordaram em participar. Posteriormente, foi feito a assinatura de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, preenchimento do Formuldrio para Registro de
Informagdes, assim como cadastramento em prontudrios especificos para posterior

tratamento e acompanhamento médico.

3.7. Procedimentos, testes, técnicas e exames
3.7.1. Procedimentos para coletas de dados

Durante o atendimento foram realizados preenchimento de prontudrio,
colposcopia, bidpsias (se necessario) e cultura do conteiido vaginal e endocervical com
pesquisa para Chlamydia trachomatis por IMD e PCR em tempo real, solicitando-se o

teste de HIV para as pacientes que nao o tivessem realizado dentro do prazo de seis
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meses. Apds o atendimento, foi agendado o retorno para tratamento e acompanhamento

de cada caso.

As varidveis de andlise estudadas foram idade, raga, procedéncia, escolaridade,
estado civil, menarca, idade da primeira relacdo sexual, paridade, nimeros de parceiros,
corrimento, realizagdo prévia do exame de Papanicolaou, episédios de DST (conforme
informagdo das pacientes), eletrocauterizacdo, método contraceptivo, antecedente
familiar de cancer uterino/ grau de parentesco, uso de medica¢do imunossupressora,
consumo de dlcool, tabagismo, consumo de drogas ilicitas, resultado da citologia e

infeccdo cervical por Chlamydia trachomatis.

Consideramos como citologia normal as citologias com células escamosas
superficiais, intermedidrias e/ou endocervicais sem anormalidades; com metaplasia
escamosa e/ou com alteragdes inflamatdrias; e como citologias anormais as que
apresentavam diagndstico de lesdo de baixo grau, lesdo de alto grau, carcinoma
escamoso, atipias de células escamosas de significado indeterminado e atipias

glandulares de significado indeterminado.

3.7.2. Procedimentos para coletas das amostras laboratoriais

A coleta da amostra consistiu em colocar um espéculo (sem lubrificante) na
vagina (das mulheres ndo menstruadas, sem utilizar duchas e cremes vaginais na
véspera e trés dias de abstinéncia sexual), retirar o excesso de muco cervical, e apds
inserir swab de algoddo indicado no canal endocervical até ponta do swab ndo ser mais
visivel, rodar por alguns segundos, retirar evitando o contato com a parede vaginal e
colocando-se em lamina citolégica devidamente identificada. Apds secar

completamente a temperatura ambiente, esta lamina foi fixada com acetona, por
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imersdo, durante 10min. Apds evaporacdo completa do fixador, as ldminas foram
acondicionadas em recipientes proprios e encaminhadas ao Laboratério de Sadde
Publica Municipal da Prefeitura do Recife para realizacio da Imunofluorescéncia
direta, sendo processadas no miximo 24h apds a coleta e a maioria delas nas primeiras
horas apds a coleta. Foram utilizados na andlise da imunofluorencéncia direta os Kkits
Chlamydia Direct IF, do Fabricante BioMérieux, rejeitando-se cinco amostras
hemorrégicas e uma purulenta, e coletando-se posteriormente nova amostra da mesma

paciente.

Infeccdo por Chlamydia foi considerada positivo pelo método da
Imunofluorescéncia direta quando havia a presenca de pelo menos cinco corpos
clamidianos, ou se nimero menor, quando nio havia ddvida de se tratar de Chlamydia
(e ndo de artefato). Considerou-se negativa a auséncia de corpos clamidianos, mas com
presenca de células epiteliais com formas geométricas mais ou menos alongadas,

garantindo a qualidade da amostra.

Ap6s este procedimento eram coletadas amostras de material da ectocérvice
com espdtula de Aires e da endocérvice com escova endocervical, rodando por alguns
segundos e evitando-se, ao retird-la, o contato com a parede vaginal. Este material era
agitado em um sobrenadante contendo 15ml de SF 09% , e encaminhado para
refrigeracdo e processamento no Laboratério de Imunopatologia Keizo Azami para
realizacdo da PRC em tempo real. Os profissionais responsdveis pelas realiza¢des dos
métodos diagndsticos ndo tinham conhecimento das pacientes que tinham ou ndo lesdo

intra-epitelial cervical.
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As amostras foram consideradas positivas pelo método da PCR em tempo real
utilizando-se primers especificos para a seqiiéncia do rDNA que amplifica a regido do

RNA ribossomal 16S da Chlamydia trachomatis presentes nas amostras clinicas.

A amostra clinica foi exposta por tratamento com detergentes ou por lise do
microrganismo através de aquecimento e extraida para andlise. O DNA extraido foi
colocado em um tubo contendo todos os reativos necessdrios para a reacdo da PCR.
Essa reacdo ocorre em um termociclador, onde inicialmente a dupla hélice é
desnaturada, de modo que os primers possam se hibridizar nas seqiiéncias
complementares. A enzima taq polimerase promove a adi¢do de bases, compondo uma
nova molécula de DNA, que serve de molde para outros ciclos de desnaturacio,
anelamento e extensdo. Muiltiplos ciclos produzirdo uma amplificacdo logaritimica de

um segmento de DNA, 162

Pacientes com IMD e/ou PCR em tempo real positiva para Chlamydia receberam
azitromicina 1 grama por via oral, em dose Unica. As pacientes com citologia alterada

e L1025
foram acompanhadas de acordo com as normas do Ministério da Saude.

O estudo ndo houve patrocinador, e sim utilizacdo da estrutura oferecida do
Ambulatério Especializado da Mulher, Laboratério de Saide Pdblica Municipal da

Prefeitura do Recife e Laboratério de Imunopatologia Keizo-Azami.

3.7.3 Imunofluorescéncia direta(IMD)

Independentemente do método de deteccao direta em amostra clinica utilizado, a
coleta adequada ¢é essencial na Imunofluorescéncia direta e se relaciona diretamente

com a sensibilidade e a especificidade do teste diagndstico. Na prética, ¢ um método
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diagndstico factivel e com resultados aceitdveis. A sua sensibilidade atinge 95% e a

especificidade é de 100%. °

A infec¢do por Chlamydia trachomatis pelo método da Imunofluorescéncia
direta foi considerada presente quando anticorpos monoclonais marcados com
fluoresceina contra a proteina de membrana externa dos sorotipos de Chlamydia
trachomatis, que possuem em comum esta proteina antigénica, sdo conjugados. Sendo
assim, o anticorpo marcado (conjugado) liga-se especificamente a Chlamydia
trachomatis presente no esfregaco endocervical ou uretral fixado com acetona. Os
anticorpos ndo ligados s3o removidos com lavagem. Quando observados com
microscopio de fluorescéncia, a Chlamydia trachomatis exibe uma fluorescéncia
brilhante verde-macad e pode ser detectada em todos os estidgios de desenvolvimento:
corpos elementares e corpos reticulares. Considerou-se positiva a presenca de pelo
menos cinco corpos clamidianos, ou se nimero menor, quando ndo havia divida de se
tratar de Chlamydia (e ndo de artefato).” Considerou-se negativa a auséncia de corpos
clamidianos, mas com presenga de células epiteliais com formas geométricas mais ou
menos alongadas, garantindo a qualidade da amostra. Foram utilizados os Kkits
Chlamydia Direct IF, do Fabricante BioMérieux,e rejeitadas as amostras hemorrégicas

ou purulentas.

A desvantagem do método é a necessidade de um microscopista treinado e a
dificuldade em se processar um grande nimero de amostras. A experiéncia na
interpretagdo da Imunofluorescéncia direta é fundamental, porque a ligagdo inespecifica
do anticorpo a outros microrganismos pode ocorrer, levando a um resultado falso-

positivo. >
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3.7.4. PCR em tempo real

A PCR em tempo real detecta com rapidez pequenas quantidades de 4cidos
nucléicos em amostras clinicas. Sdo capazes de detectar até uma Unica particula
plasmidica de Chlamydia trachomatis.">'® A amplificacio de DNA ou RNA consiste na
obtencdo de milhares de cépias de um segmento de DNA a partir de primers
(iniciadores) de uma seqiiéncia de DNA-alvo. Os primers definem as regides de DNA a
serem amplificadas e a especificidade da técnica.''°A sensibilidade destes testes de
amplificacdo do DNA ¢é em torno de 20% maior do que as demais técnicas de cultura,
imunofluorescéncia direta e enzimoimunoensaio. Embora mais caros, aumentam a

capacidade de diagndstico desta infec¢do, com sensibilidade de 98,0 a 99,9%.15’16’17

Essa técnica permite o acompanhamento da reacdo e a apresentacdo dos

resultados de forma mais precisa e rdpida, em relacio a PCR que apresenta somente

resultados qualitativos. 151617

Esta técnica pode ser executada inteiramente in vitro sem
o uso de células e realiza a quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA de maneira
precisa € com maior reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase

15,16,17

exponencial da reacéo. Sua sensibilidade torna possivel utilizar uma amostra

bastante pequena como tragos minimos de sangue e tecidos que poderiam conter restos

de somente uma tnica célula. >'%7

A realizagdo de PCR em tempo real foi feita usando um Rotor-Gene 3000
(Corbett Robotics, Australia), aparelho que possui quatro diodos emissores de luz
permitindo a detectacdo de até quatro alvos em uma unica reacdo de amplificacdo. A
amplificacdo de DNA ou RNA consistiu na obtencdo de um segmento de DNA a partir
de primers (iniciadores) de uma seqiiéncia de DNA-alvo. Os primers definem as

regides de DNA a serem amplificadas . '>'%"7
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O processo da PCR pode ser dividido em trés fases. Primeiro, o DNA de fita dupla
(dsDNA) ¢ desnaturado em temperatura acima de 90°C; Segundo, primers
oligonucleotideos anelam geralmente entre 50-60°C, e finalmente, a temperatura 6tima
de extensdo do primer ocorre entre 70-78°C. A temperatura em que o primer anela é

geralmente referida como temperatura de Melting (TM). 1316.17

As reacdes foram realizadas num volume final de 25 pl contendo SyberGreen
Real Time Mastermix (Applied Biosystems), 1mM do Primer Forward
(5 TCGAGAATCTTTCGCAATGGAC) e 1mM do Primer Reverso
(5CGCCCTTTACGCCCAATAAA) e 2ul de DNA extraido. '® O programa de
ciclagem da PCR consistiu de uma fase inicial de aquecimento de 95°C por 10min e 40
repeticdes dos ciclos 95°C por 10s e 60°C por 65s. '®As amostras utilizaram-se a
seqiiéncia do rDNA que amplifica a regido do RNA ribossomal 16S da Chlamydia
trachomatis presentes nas amostras clinicas e exposta por tratamento com detergentes
ou por lise do microrganismo através de aquecimento e extraida para andlise. O DNA
extraido € colocado em um tubo contendo todos os reativos necessarios para a reagio da
PCR, e colocado em um termociclador, onde inicialmente a dupla hélice é desnaturada,

de modo que os primers possam se hibridizar nas seqiiéncias complementares. 15,1617

A quantificacdo destes &dcidos nucléicos € possivel porque se reproduzem
valores durante a fase exponencial da reagdo. O ponto que detecta o ciclo na qual a
reacdo atinge o limiar da fase exponencial é denominada de Cycle Threshold. Este
ponto permite a quantificagdo exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia. A emissdo
dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na propor¢do direta da
quantidade de produtos da PCR. Sendo assim, os valores da fluorescéncia sdo gravados
durante cada ciclo e representam a quantidade de produto amplificado. O composto

fluorescentes que utilizamos foi 0 SYBR@Green .O SYBR Green € um corante que se
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liga a alga menor do DNA dupla fita. Quando o corante SYBR Green liga a dupla fita
de DNA, a intensidade da emissdo fluorescente aumenta. Quanto mais amplicons de

, . . . 15,16,17
dupla fita forem produzidos, o sinal do corante ird aumentar. ~

A PCR em tempo real requer uma plataforma de instrumentagdo que contém um
termociclador com sistema Otico para a excitagdo da fluorescéncia e colecdo da
emissdo; e um computador com um software para aquisi¢cdo de dados e andlise final da

= 1516,17
reagdo.

A andlise da curva de Melting , uma tecnologia revoluciondria patenteada pela
Roche Applied Science, baseia-se na adicdo de um corante ou sonda de
oligonucleotideo seqiiéncia-especifica, marcados com fluorescéncia durante as fases da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Apds a PCR, uma “curva de melting” é gerada
por um aquecimento lento e gradativo da dupla fita amplicom/corante (heteroduplex)
medindo a mudanca na fluorescéncia que resulta quando a sonda desnatura, ou “melts”,
fora do amplicom. (Roche Applied Science). Cada DNA tem sua temperatura de
Melting especifica (TM), que € definida como a temperatura em que 50% de DNA
torna-se fita simples. Estas temperaturas sdo determinadas pelo comprimento da fita
dupla de DNA e o grau de complementaridade entre as fitas. Caso a fluorescéncia do
corante seja monitorada continuamente através dos ciclos de temperatura, a
desnaturagdo do produto pode ser observada como uma répida perda de fluorescéncia

préxima a temperatura de desnaturagio. '>'%"7

A peculiaridade da PCR em tempo real é que o processo da amplificacio ¢é
monitorizado em tempo real usando técnicas de fluorescéncia, sem necessidade de uma

manipulagio pés-PCR.>'*!
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3.8. Processamento e analise dos dados

Os formulédrios foram revisados diariamente pela pesquisadora. Os dados

incompletos ou incorretos foram confirmados, ou mesmo, repetidos.

Os dados foram armazenados, revisados e analisados no software Epi-Info
versdao 3.4.1, com dupla entrada. Para determinacdo da forca da associacdo entre as
diversas varidveis e a infeccdo por Chlamydia trachomatis , foi calculada a Razdo de
Prevaléncia (RP) e o seu intervalo de confianca a 95%, realizando-se andlise
multivariada para controle das varidveis potencialmente confundidoras. No modelo de
regressdo logistica miltipla, entraram todas as varidveis independentes (preditoras) e a
varidvel dependente (infeccdo por Chlamydia trachomatis), recodificadas binariamente
como l=sim e O=ndo. As varidveis foram progressivamente retiradas do modelo
adotando-se inicialmente o nivel de significancia de 10%, até que no modelo final
persistiram apenas as varidveis associadas com a infec¢do por Chlamydia trachomatis,

considerando-se o nivel de significancia de 5%.

Para avaliar a concordancia entre a IMD e a PCR em tempo real, utilizou-se o
teste kappa, em que 1 expressa a maxima concordincia e 0 a ausé€ncia total de
concordancia. Para avaliar se existe diferenca entre o percentual de positividade da
IMD e da PCR em tempo real em todas as mulheres e de acordo com a presenca ou nao
de lesdes intra-epiteliais, utilizou-se o teste qui-quadrado de associag¢do (Pearson). Em

todas as etapas da andlise, considerou-se o nivel de signficincia de 5%.
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4.1. ARTIGO 1: “ Infec¢do por Chlamydia em pacientes com e sem lesdes intra-

epiteliais cervicais”
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RESUMO

OBJETIVOS: comparar as taxas de deteccdo para Chlamydia trachomatis por duas
técnicas, Imunofluorescéncia direta (IMF) e Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real (PCR) em pacientes com e sem lesdo intra-epitelial cervical (LIE), em

Recife.

METODOS: realizou-se um estudo do tipo corte transversal, incluindo 35 mulheres
com LIE e 35 sem LIE atendidas no Ambulatério Especializado da Mulher, Recife,
Brasil. Elas foram testadas para Chlamydia trachomatis usando duas técnicas, IMF
direta e PCR em tempo real. Determinou-se a taxa de deteccdo para Chlamydia
trachomatis por cada teste de acordo com a presenca ou ndo de LIE, utilizando-se os
testes qui-quadrado de associagdo e Kappa, para concordancia, ao nivel de significancia

de 5%.

RESULTADOS: a taxa de infec¢@o por Chlamydia trachomatis foi de 47,1% para IMF
direta e 58,6% para PCR em tempo real. Observou-se associacdo significante entre
presenca de Chlamydia e LIE, com 80% de resultado positivo para IMF direta e 77,1%
para PCR em tempo real. Entretanto, a taxa de Chlamydia trachomatis foi
significativamente elevada em pacientes sem lesdo intra-epitelial cervical testadas por
PCR tempo real (40%) quando comparado com IMF direta (14,3%). A concordancia

entre os testes foi fraca, com o coeficiente Kappa de 0.4.

CONCLUSAO: os resultados da PCR em tempo real e IMF direta resultaram em
elevadas taxas de infeccdo por Chlamydia em pacientes com lesdo intra-epitelial
cervical (80%), mas os testes foram discordantes quando pacientes sem lesdo intra-
epitelial cervical foram testadas, possivelmente porque a sensibilidade da PCR em

tempo real é grande.

PALAVRAS-CHAVE: Chlamydia trachomatis; imunofluorescéncia; Reacdo em cadeia

da polimerase
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ABSTRACT

OBJECTIVES: To compare detection rates of Chlamydia trachomatis by two
techniques, direct immunofluorescence (IMF) and real time polymerase chain reaction
(PCR) in patients with and without schamous intra-epithelial cervical lesions (SIL) in

Recife.

METHODS: A transversal study was conducted involving 35 women with SIL and 35
without SIL attended at Ambulatério Especializado da Mulher, Recife, Brazil. They
were tested for Chlamydia trachomatis using two techniques, direct IMF or real time
PCR. The rates of Chlamydia trachomatis detection were compared and the association
with intra-epithelial cervical lesions was determined using chi-square test at a 5% level

of significance. Concordance between the tests was evaluated using kappa.

RESULTS: The global prevalence of Chlamydial infection was 47.1% by direct IMF
and 58.6% by real time PCR. A significant association was observed between
Chlamydial diagnosis and presence of intra-epithelial cervical lesions, with about 80%
of positive results of direct IMF and 77.1% of real time PCR. Nonetheless, the rate of
Chlamydia trachomatis was significantly greater in patients without intra-epithelial
cervical lesions tested by real time PCR (40%) when compared to direct IMF (14.3%).

The concordance between the tests was weak, with a kappa coefficient of 0.4.

CONCLUSIONS: Both real time PCR and direct IMF result in elevated rates of
Chlamydial infection in patients with intra-epithelial cervical lesions (80%) but the tests
are discordant when patients without cervical lesions are tested, possibly because

sensitivity of real time PCR is greater.

KEY-WORDS: Chlamydia trachomatis; Chlamydia infections; fluorescent antibody

technique, direct; polymerase chain reaction
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Introducao

A infeccio por Chlamydia trachomatis tem sido reconhecida como um grande
problema de saide pl’lblica.1 A Organizagdo Mundial de Satdde estima que
aproximadamente 50 milhdes de casos de infec¢do por Chlamydia trachomatis ocorram
a cada ano no mundo.> A Chlamydia trachomatis no trato genital pode causar doenca
inflamatéria pélvica, linfogranuloma venéreo, uretrites nao-gonocdcicas, cervicites,
salpingites, bartholinites, endometrites, infertilidade por fator tubdrio, e gravidez
ectopica. >34 Os custos com satde devido a complicagdes causadas por essa infeccdo
sao elevados. Nos Estados Unidos foram estimados gastos em torno de 2,7 bilhdes de
dolares americanos em 1990, para custo médico direto decorrente de doenca
inflamatéria pélvica, com duas complicacdes freqiientes, a gravidez ectépica e

infertilidade. >

Cerca de 70- 75% das infeccdes em mulheres e mais de 50% em homens cursam
de forma assintomdtica.” Assim, esses agentes podem ser considerados
microorganismos bem adaptados ao ser humano, pois conseguem multiplicar-se sem
causar respostas exacerbadas do organismo, dai a dificuldade no diagndstico dessas
infecgées.6 Esta peculiaridade retarda o tratamento, permitindo que os casos de infec¢do

genital se propaguem ao trato genital superior, causando endometrites e salpingites. 234

Em 2005, 976.445 casos de infeccdo genital por Chlamydia trachomatis foram
relatados ao Centers for Disease Control and Prevention (CDC) nos EUA,
correspondendo a uma taxa de 332.5 casos por 100.000 habitantes. A prevaléncia em
mulheres nos diversos estados variou entre 3,1% a 14,5% (mediana de 9,2%), sendo
maior ainda em adolescentes, com mediana de positividade para Chlamydia de 14,2%
(variando de 3,7% a 33,7%).7 No Brasil, ndo estdo disponiveis dados oficiais sobre a

A . ~ 8
prevaléncia da infecgdo.

Existem diversas metodologias que podem ser utilizadas para a detec¢do da
Chlamydia trachomatis. A escolha de um determinado método deve levar em
consideragdo a prevaléncia da infeccdo na populagdo que vai ser examinada, para que
se defina uma metodologia com sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade
compativeis.” Além disso, é importante que se considere o custo-beneficio do teste, as
dificuldades para a sua execugdo, os equipamentos, infra-estrutura laboratorial e o

tempo necessario para a liberagdo dos resultados.’
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Os métodos mais amplamente utilizados sdao os de deteccdo do antigeno da
Chlamydia trachomatis na amostra clinica. E um método diagnéstico factivel e com
resultados aceitdveis, a imunofluorescéncia direta consiste na identificacdo dos
corpusculos elementares em material endocervical, através de anticorpos monoclonais
fluorescentes, identificados através de microscopio 6tico.”!” Esta técnica utiliza um ou
mais anticorpos monoclonais conjugados com moléculas fluorescentes contra a
principal proteina da membrana externa da Chlamydia trachomatis. A sua sensibilidade

9,10

atinge 95% e a especificidade de até 100%.

Até esse momento a metodologia “padrdo-ouro” para o diagndstico da
Chlamydia trachomatis é a cultura celular, entretanto a rdpida evolucdo dos testes de
amplificagdo do DNA ( PCR e LCR, por exemplo), ja suscitaram a reavaliacdo desse
padrdo na comunidade cientifica.” A cultura é um método diagnéstico muito preciso,
entretanto seu custo extremamente elevado e a necessidade de utilizagdo de técnicas
sofisticadas, com meios de cultura em células vivas, tornam este método impraticavel

o . 9,10
na prética clinica.

A PCR detecta com rapidez pequenas quantidades de 4cidos nucléicos em
amostras clinicas. E capaz de detectar até uma tnica particula plasmidica de Chlamydia
trachomatis.'""* A amplificagdo de DNA ou RNA consiste na obtencdo de milhares de
copias de um segmento de DNA a partir de primers (iniciadores) de uma seqiiéncia de
DNA-alvo. Os primers definem as regides de DNA a serem amplificadas e a
especificidade da técnica. 128 A sensibilidade destes testes de amplificacdo do DNA ¢
em torno de 20% maior do que as demais técnicas de cultura, imunofluorescéncia direta
e enzimoimunoensaio. Embora mais caros, aumentam a capacidade de diagndstico

desta infecgdo, com sensibilidade de 98,0 2 99,9%.'"'""?

Ultimamente, uma inovagdo tecnoldgica resultante da PCR, denominada PCR
em Tempo Real, vem ganhando espago nos diagndsticos clinicos e nos laboratérios de
pesquisa por apresentar a capacidade de gerar resultados quantitativos. A grande
vantagem ¢é a facilidade na quantificacdo, maior sensibilidade, maior precisdo,

reprodutibilidade e acuricia, bem como a velocidade de andlise, pois se sobressaem em

11,12

relacdo aos demais métodos. Essa técnica permite o acompanhamento da reacdo e a

apresentacdo dos resultados de forma mais precisa e rdpida, em relacio a PCR que

11,12,13

apresenta somente resultados qualitativos. Pode ser executada completamente in

12,13

vitro sem o uso de células e realiza a quantificagdo de fragmentos de DNA e RNA
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de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores durante a
fase exponencial da reacdo.'"'>!* Sua sensibilidade torna possivel utilizar uma amostra
bastante pequena como tracos minimos de sangue e tecidos podendo conter restos de

L. . 11,12
somente uma unica célula. >

O tempo gasto para entrega do exame é cerca de duas
horas, ao passo que as demais técnicas necessitam de mais tempo para processamento

do material.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de comparar as taxas de deteccio
de infec¢do por Chlamydia trachomatis por duas técnicas (IMF direta e PCR em tempo
real) em pacientes com e sem lesdes precursoras do cancer cervical em um servigo

publico da cidade do Recife.

Método

Realizou-se um estudo transversal de base populacional para comparar as taxas
de deteccdo de infeccdo por Chlamydia trachomatis de acordo com a técnica da
imunofluorescéncia direta e PCR em tempo real em pacientes com e sem lesdes
precursoras do colo uterino, atendidas no Ambulatério Especializado da Mulher da
Prefeitura Municipal do Recife, durante o periodo de novembro de 2006 a abril de

2007.

A populagdo de estudo foi composta por 70 mulheres com citologia oncdtica
realizada nas redes credenciadas municipais e/ou estaduais, apresentando ou ndo lesdes
de baixo e alto grau/ ASCUS/AGUS para céancer de colo uterino com validade de um
ano e que ndo tivessem sido submetidas a tratamento prévio do colo uterino nos dltimos
seis meses; foram excluidas do estudo as mulheres HIV-positivas (somente um caso

detectado e substituido por outra paciente).

O tamanho da amostra foi calculado no software EPI-INFO 3.3.2, utilizando-se
o programa STATCALC, com base em dados de prevaléncia da literatura. Embora
vérios autores tenham relatado prevaléncias mais elevadas, optamos pelo estudo de
Golijow er al. (2005) ' realizado na Argentina, j4 que a populagido tem tracos
aparentemente semelhantes (pafs localizado na América do Sul), para avaliar a
prevaléncia da Chlamydia trachomatis nas pacientes com citologias oncéticas normais

e anormais. Nesse estudo foram analisadas 279 mulheres, e observou-se que a
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prevaléncia por Chlamydia trachomatis foi de 11% nas pacientes com citologias
oncéticas normais ao passo que nas pacientes com citologias oncdticas anormais com
lesdo de baixo e alto grau / ASCUS houve um incremento para 47%,utilizando-se a
técnica de amplificacio do DNA, a PCR. Considerando-se infinito o tamanho da
populag@o, com uma precisdo de 5,0 %, um nivel de confianca de 95%, um poder de
80%, seria necessdrio um tamanho da amostra de 58 mulheres. Para compensar
possiveis perdas, esse tamanho foi aumentado em aproximadamente 20% para 70
mulheres, sendo 35 com citologias oncéticas normais e 35 com citologias oncéticas

anormais (lesdes precursoras de baixo e/ou alto grau / ASCUS).

O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IMIP e
todas as pacientes incluidas concordaram em participar, assinando o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Durante o atendimento foram realizados preenchimento de prontudrio,
colposcopia, bidpsias (se necessdrio) e cultura do conteddo vaginal e endocervical com
pesquisa para Chlamydia trachomatis por imunofluorescéncia direta e PCR em tempo
real, solicitando-se o teste para HIV para as pacientes que ndo o tivessem realizado
dentro do prazo de seis meses. Apds o atendimento, foi agendado o retorno para

tratamento e acompanhamento de cada caso.

As varidveis de andlise estudadas foram idade, raca, procedéncia, escolaridade,
estado civil, menarca, idade da primeira relagdo sexual, paridade, nimeros de parceiros,
corrimento, realizacdo prévia do exame de Papanicolaou, episddios de DST (conforme
informacdo das pacientes), eletrocauterizacdo, método contraceptivo, consumo de
dlcool, tabagismo, resultado da citologia e infec¢do cervical por Chlamydia trachomatis

pelos dois métodos (IMF direta e PCR em tempo real).

Consideramos como citologia normal as citologias com células escamosas
superficiais, intermedidrias e/ou endocervicais sem anormalidades; com metaplasia
escamosa e/ou com alteragdes inflamatdrias; e como citologias anormais as que
apresentavam diagndstico de lesdo de baixo grau, lesdo de alto grau, carcinoma
escamoso, atipias de células escamosas de significado indeterminado e atipias

glandulares de significado indeterminado.
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Infeccdo por Chlamydia trachomatis pelo método da imunofluorescéncia direta
foi considerada presente quando anticorpos monoclonais marcados com fluoresceina
contra a proteina de membrana externa dos sorotipos de Chlamydia trachomatis, que
possuem em comum esta proteina antigénica, sdo conjugados. Sendo assim, o anticorpo
marcado (conjugado) liga-se especificamente a Chlamydia trachomatis presente no
esfregaco endocervical ou uretral fixado com acetona. Os anticorpos ndo ligados sdo
removidos com lavagem. Quando observados com microscépio de fluorescéncia, a
Chlamydia trachomatis exibe uma fluorescéncia brilhante verde-ma¢d e pode ser
detectada em todos os estidgios de desenvolvimento: corpos elementares € corpos
reticulares. Considerou-se positiva a presenca de pelo menos cinco corpos clamidianos,
ou se nimero menor, quando ndo havia ddvida de se tratar de Chlamydia (e ndo de
artefato). Considerou-se negativa a auséncia de corpos clamidianos, mas com presenga
de células epiteliais com formas geométricas mais ou menos alongadas, garantindo a

qualidade da amostra.

As amostras foram consideradas positivas pelo método da PCR em tempo real
utilizando-se primers especificos para a seqiiéncia do rDNA que amplifica a regido do

RNA ribossomal 16S da Chlamydia trachomatis presentes nas amostras clinicas.

A amostra clinica foi exposta por tratamento com detergentes ou por lise do
microrganismo através de aquecimento e extraida para andlise. O DNA extraido foi
colocado em um tubo contendo todos os reativos necessdrios para a reacdo da PCR.
Essa reacdo ocorre em um termociclador, onde inicialmente a dupla hélice é
desnaturada, de modo que os primers possam se hibridizar nas seqiiéncias
complementares. A enzima taq polimerase promove a adi¢do de bases, compondo uma
nova molécula de DNA, que serve de molde para outros ciclos de desnaturacio,
anelamento e extensdo. Muiltiplos ciclos produzirdo uma amplificacdo logaritimica de

um segmento de DNA,'"!%13

A coleta da amostra consistiu em colocar um espéculo (sem lubrificante) na
vagina (das mulheres ndo menstruadas, sem utilizar duchas e cremes vaginais na
véspera e trés dias de abstinéncia sexual), retirar o excesso de muco cervical, e apds
inserir swab de algoddo indicado no canal endocervical até ponta do swab ndo ser mais
visivel, rodar por alguns segundos, retirar evitando o contato com a parede vaginal e

colocando-se em lamina citolégica devidamente identificada. Apds secar
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completamente a temperatura ambiente, esta lamina foi fixada com acetona, por
imersdo, durante 10min. Apds evaporacdo completa do fixador, as ldminas foram
acondicionadas em recipientes proprios e encaminhadas ao Laboratério de Sadde
Publica Municipal da Prefeitura do Recife, sendo processadas no maximo 24h apds a
coleta e a maioria delas nas primeiras horas apds a coleta. Foram utilizados na andlise
da imunofluorencéncia direta os kits Chlamydia Direct IF, do Fabricante BioMérieux,
rejeitando-se  cinco amostras hemorrdgicas e uma purulenta, e coletando-se

pOStCI'iOI’I’IlCIltC novas amostras para essas pacientes.

Ap6s este procedimento eram coletadas amostras de material da ectocérvice
com espdtula de Aires e da endocérvice com escova endocervical, rodando por alguns
segundos e evitando-se, ao retird-la, o contato com a parede vaginal. Este material era
agitado em um sobrenadante contendo 15ml de SF 09% , e encaminhado para
refrigeracdo e processamento no Laboratério de Imunopatologia Keizo Azami. Os
profissionais responsdveis pelas realizagdes dos métodos diagndsticos ndo tinham

conhecimento das pacientes que tinham ou ndo lesdo intra-epitelial cervical.

A realizacdo de PCR em tempo real foi feita usando um Rotor-Gene 3000
(Corbett Robotics, Australia), aparelho que possui quatro diodos emissores de luz
permitindo a detectacdo de até quatro alvos em uma tnica reacdo de amplificacdo. As
reacdes foram realizadas num volume final de 25 pl contendo SyberGreen Real Time
Mastermix (Applied Biosystems), ImM do Primer Forward
(5 TCGAGAATCTTTCGCAATGGAC) e 1mM do Primer Reverso
(5CGCCCTTTACGCCCAATAAA) e 2ul de DNA extraido. > O programa de
ciclagem da PCR consistiu de uma fase inicial de aquecimento de 95°C por 10min e 40

repeticdes dos ciclos 95°C por 10s e 60°C por 65s. 15

Pacientes com IMF-Direta e/ou para PCR Tempo Real positiva para Chlamydia
receberam azitromicina 1 grama por via oral, em dose unica. As pacientes com
citologia alterada foram acompanhadas de acordo com as normas do Ministério da

Sadde. ¢

Os dados foram armazenados, revisados e analisados no software Epi-Info
versdo 3.4.1, com dupla entrada. Para avaliar a concordancia entre a IMF-Chlamydia e
a PCR em tempo real, utilizou-se o teste kappa, em que 1 expressa a maxima

concordancia e 0 a auséncia total de concordancia. Para avaliar se existe diferenca entre
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o percentual de positividade da IMF-Chlamydia e da PCR em tempo real em todas as
mulheres e de acordo com a presenga ou ndo de lesdes intra-epiteliais, utilizou-se o
teste qui-quadrado de associacdo (Pearson). Em todas as etapas da andlise, considerou-

se o nivel de signficincia de 5%.

Resultados

Incluiram-se no estudo 35 pacientes com lesdes intra-epiteliais e 35 sem lesdes
intra-epiteliais cervicais. Cerca de 23% tinham menos de 25 anos e 4,3% eram
procedentes do interior de Pernambuco. Em torno de 56% tinham pelo menos oito anos
de estudo e 48,6% tinham companheiros. Apenas 10% eram tabagistas e 34,3%
referiam consumo de élcool. A idade na primeira relacdo foi menor ou igual a 14 anos
em 20% das participantes. Em relagdo a paridade, 51,4% tinham tido dois ou mais
partos. O nimero de parceiros foi menor que cinco em 81,4% dos casos. Cerca de 51%
das pacientes referiam corrimento e 46% histdria pregressa de DST. Em torno de 33%

estavam usando anticoncepcionais hormonais (Tabela 1).

A taxa global de infec¢do por Chlamydia foi de 47,1% quando se usou IMF
direta e 58,6% quando se usou PCR em tempo real (Tabela 2). A freqiiéncia de infec¢cdo
por Chlamydia por ambos os métodos foi significativamente maior em pacientes com
lesdes intra-epiteliais cervicais, 77,1% quando se usou IMF direta e 80% quando se
usou PCR em tempo real (sem diferenga estatisticamente significante). Entretanto, a
frequéncia de infec¢do por Chlamydia trachomatis foi significativamente maior em
pacientes sem lesdes intra-epiteliais cervicais quando se usou PCR em tempo real

(40,0%) em relacao a IMF-direta (14,3%) (Tabela 3).

Analisando-se a concordancia entre ambos os testes, verificou-se uma fraca
concordancia, evidenciada por um coeficiente kappa de 0,4, com discrepancia entre os
resultados positivos e negativos de PCR em tempo real e IMF direta para Chlamydia
(Tabela 4).

Discussao
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No presente estudo, observamos uma prevaléncia de infec¢do por Chlamydia
trachomatis de 47,1% e 58,6%, respectivamente, quando foram utilizadas as técnicas
de IMF direta e PCR em tempo real. Essa diferenca ndo foi estatisticamente
significante. Quando se comparou a taxa de positividade para Chlamydia trachomatis
de acordo com a presenca ou ndo de lesdes intra-epiteliais, observou-se uma taxa de
infeccdo por Chlamydia trachomatis semelhante entre pacientes com lesdes intra-
epiteliais (77,1% por PCR e 80,0% por PCR em tempo real), porém a taxa de infec¢do
por Chlamydia trachomatis detectada por PCR em tempo real nas pacientes com
citologia negativa foi quase trés vezes superior (40,0%) do que a taxa detectada por
IMF (14,3%), uma diferenca que foi estatisticamente significante. Avaliando a
concordancia, o kappa de 0,4 evidencia que existe fraca concordincia entre ambos os

testes.

No estudo de Michael et al'” foram analisadas a sensibilidade e especificidade
para Chlamydia trachomatis pelo método da PCR em mulheres assintomdticas,
utilizando-se secrecdo cervical e urina. Foi observada uma sensibilidade de 92,8% e
especificidade de 99,7% nas amostras cervicais e, na urina, a sensibilidade caiu para

85,5% e especificidade de 99,5%. Por sua vez, Shrier et al 18

avaliaram 126 pacientes
por vérios métodos como cultura, PCR e LCR, utilizando-se secre¢des uretral (cultura e
PCR), vaginal (PCR), endocervical (cultura, PCR e LCR) e urina (PCR e LCR). Os
autores observaram uma prevaléncia de Chlamydia trachomatis de 22%. As
sensibilidades foram compardveis para PCR e LCR (52% vs. 63%), porém variaram
para PCR na urina (44%) e foram mais baixas para a cultura (22% a 37%); as

especificidades variaram entre 99% e 100%, exceto para a LCR na urina (91%).

Em um estudo realizado em Taiwan, utilizando PCR, encontrou-se uma
prevaléncia geral de 18,4% ( 95% IC — 17,3 — 19,5), com 16,7% em homens e 22,8%
em mulheres( 95% CI 17,5 — 28,1%). A prevaléncia em grupos especificos foi de
25,7% abaixo de 20 anos, 23,5% entre 20 e 24 anos; 22,3% entre 25 € 30 anos e 11,5%

. 19
acima de 30 anos.

No Ird, foram analisadas 123 amostras de secrecdes endocervicais de mulheres
casadas, com idade entre 20 — 55 anos. A freqii€ncia para Chlamydia trachomatis foi de

17% (12%-25%), subdividida em vérios grupos e utilizando-se a técnica de PCR — EIA.
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Observou-se uma freqiiéncia de 49% no subgrupo com idade de 31-40 anos e de 33%

no subgrupo com idade entre 20 — 30 anos. >

No estudo de Frias et al 10, realizado em Teresopolis, Rio de Janeiro, a
freqiiéncia foi de 5% por Chlamydia trachomatis pelo método de Elisa, nas mulheres
sexualmente ativas com idade entre 13 e 49 anos e ndo usudrias de antibidtico oral ou

1% , realizado

vaginal nos 15 dias que antecederam ao exame, e no estudo de Santos et a
em Manaus, a prevaléncia foi de 20,7% para Chlamydia trachomatis pelo método da

PCR.

Em Siao Paulo, um estudo realizado no Hospital das Clinicas, foram analisadas
189 amostras cervicais de mulheres sintomadticas e assintomdticas, com pesquisa para
Chlamydia trachomatis pelo método da IMF direta com anticorpo monoclonal, cultura
de células de McCoy e pesquisa de Anticorpo das classes I1gG e IgA. A Chlamydia
trachomatis foi identificada em 8,4% das mulheres com sintomas e em 13% daquelas

sem sintomas.®

Um achado importante do nosso estudo foi a elevada freqiiéncia de Chlamydia
trachomatis detectada tanto por PCR como por IMF-direta em pacientes com lesdes
intra-epiteliais cervicais, em torno de 80%, sugerindo que ambos os métodos sdo
igualmente sensiveis para detectar a presenca de Chlamydia trachomatis nestas
pacientes. Todavia, essa elevada freqiiéncia, ao nosso ver, ndo justifica a pesquisa
sistemdtica de Chlamydia trachomatis na presenca de lesdes intra-epiteliais cervicais,
sugerindo, por outro lado, que uma estratégia eficaz em termos de relagdo custo-

beneficio seria o tratamento sistemético para Chlamydia trachomatis nestes casos.

Por outro lado, observam-se discrepancias importantes na freqii€éncia de
infeccdo por Chlamydia trachomatis detectada por PCR em tempo real e IMF-direta em
nosso estudo, no subgrupo de pacientes com citologias negativas, ou seja, sem lesdes,
respectivamente 40% e 14,3%. Especulamos que essa diferenca se deva a elevada
sensibilidade da PCR para os diversos sorotipos da Chlamydia trachomatis, resultando
em taxas de deteccdo mais elevadas em relacdo aos demais testes. Esses achados
coincidem com os de diversos outros estudos evidenciando que a PCR em tempo real é
mais sensivel que a cultura para as cervicites e uretrites, '° detectando com maior
rapidez pequenas quantidades de dcidos nucléicos em amostras clinicas, independente

da forma de apresentacio. !> E um teste capaz de detectar até uma tnica particula
p ¢ p p
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plasmidica de Chlamydia trachomatis, uma vez que consiste na obten¢do de milhares
de copias de um segmento de DNA a partir de primers (iniciadores) de uma seqiiéncia

de DNA-alvo.'"?

A Chlamydia trachomatis possui 15 sorotipos diferentes, os quais sdo
responsdveis por doengas diversas. Os sorotipos L1, L2 e L3 sdo responsdveis pela
linfogranuloma venéreo; os sorotipos A, B, Ba e C pelo tracoma e; os D,E.F,G,H,ILJ e
K pela conjuntivite de inclusdo,uretrites,cervicites, salpingites e pneumonias do recém-

9,13

nascido. O primer utilizado em nosso estudo é especifico para a Chlamydia

trachomatis, porém ndo permite a tipagem dos sorotipos. Houve quantificacdo da
positividade para a Chlamydia trachomatis, porém ainda é necessario identificar os
sorotipos especificos para determinar os sorotipos mais freqiientes em pacientes com e
sem lesdes intra-epiteliais. Também ¢é fundamental determinar a associacdo entre os
diversos sorotipos e a presenca de sintomas e lesdes do trato reprodutivo (em especial

obstrucao tubdria).

Estudos ulteriores s@o necessdrios para avaliar o impacto desse diagndstico de
infeccdo por Chlamydia trachomatis em pacientes sem alteracdo da citologia oncdtica,
com a finalidade de determinar se vale a pena utilizar PCR em tempo real de rotina na
populagdo geral ou de risco para infec¢do por Chlamydia trachomatis, ou se
alternativamente seria mais interessante utilizar a IMF-direta. Analisar a presenca de
sintomas e as possiveis implicagdes da infeccdo por Chlamydia sobre o futuro
reprodutivo € importante no sentido de elaborar uma estratégia de rastreamento.
Embora o tratamento da infeccdo por Chlamydia trachomatis seja relativamente
simples e de baixo custo, uma positividade de até 40% implicaria no tratamento de
muitas mulheres, sem a comprovacdo de efeito benéfico em termos de prevencdo de

obstrugdo tubdria e infertilidade.
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Tabela 1.Caracteristicas das pacientes submetidas a testagem para Chlamydia por PCR

em tempo real e IMF-direta

Caracteristica N %o
Idade
< 25 anos 16 22,9
> 25 anos 54 77,1
Procedéncia
Rural 3 4,3
Urbana 67 95,7
Escolaridade (anos)
> 8 anos 39 55,7
< 8 anos 31 44,3

Situacio marital




Com companheiro
Sem companheiro
Consumo de fumo
Sim

Niao

Consumo de alcool
Sim

Nao

Idade da 1°. relacio sexual

< 14 anos

> 14 anos

Paridade

<2

>2

N°. de parceiros sexuais
<5

>5

Corrimento

Sim

Nao

Episodio de DST

Sim

Nao

Método contraceptivo

Hormonal

Nao-hormonal

54

34

36

63

24
46

14
56

34
36

57
13

36
34

32
38

23
47

48,6

51,4

10,0

90,0

34,3
65,7

20,0
80,0

48,6
51,4

81,4
18,6

51,4
48,6

45,7
54,3

32,9
67,1
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Tabela 2. Taxas de infec¢cdo por Chlamydia de acordo com a técnica utilizada.

Infeccdo por Chlamydia IMF PCR
n % n %o
Presente 33 47,1 41 58,6
Ausente 37 52,9 29 414
X =233 p=0,13

Tabela 3. Comparacdo dos resultados de PCR em tempo real com IMF-direta de acordo

com os resultados da citologia oncética
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Citologia PCR tempo real IMF-Chlamydia X’ p
oncdtica
Positiva Negativa Positiva Negativa
n % n %o n % n %
Alterada 27 77,1 8 229 28 80,0 7 20,0 0,08 0,77
Normal 14 40,0 21 60,0 5 143 30 857 5,85 0,016
X? 9,95 30,33
p 0,002 0,00000000

Tabela 4. Concordancia entre IMF x PCR
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IMF
PCR Positiva Negativa
n %o n %o
Positiva 27 65,9 14 34,1
Negativa 06 20,7 23 79,3
Kappa = 0,434

EP do Kappa=0,116
7=3,73

p=0,000096
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V.CONCLUSOES

ARTIGO 1

1. A presenca da Chlamydia trachomatis estd diretamente associada com as
alteracdes intra-epiteliais cervicais (80% vs.14,3%). Sugerimos que todas as
pacientes com diagndstico dessas alteragdes recebam o tratamento preconizado

para Chlamydia.

2. O fator de risco mais associado com a infeccio por Chlamydia € historia
pregressa de DST, que deve ser valorizada no tratamento e seguimento clinico

destas pacientes.

ARTIGO 2
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1. A elevada freqiiéncia de Chlamydia trachomatis detectada tanto por PCR em
tempo real como por Imunofluorescéncia direta em pacientes com lesdes intra-
epiteliais cervicais (77,1% vs 80%), sugere que ambos os métodos sdo
igualmente sensiveis para detectar a presenca da Chlamydia trachomatis nestas

pacientes.

2. A elevada freqiiéncia de infeccdo por Chlamydia trachomatis por IMD e PCR
em tempo real, ndo justifica a pesquisa sistematica de Chlamydia trachomatis
na presenca de lesdes intra-epiteliais cervicais, sugerindo que uma estratégia
eficaz em termos de relagdo custo-beneficio seria o tratamento sistemaético para

Chlamydia trachomatis nestes casos.

3. Os testes foram discordantes nas pacientes sem lesdo intra-epitelial cervical
(40% na PCR em tempo real e 14,3% na IMD).Especulamos que esta diferenca
deveu-se a elevada sensibilidade da PCR em tempo real para os diversos

sorotipos da Chlamydia trachomatis.
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VII. APENDICES

7.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I. Dados de identificacao do sujeito da pesquisa
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Nome do

paciente:

Data de nascimento:___ / /

Endereco:

Telefone:

Documento de identidade:

I1. Informacoes sobre a pesquisa

Titulo da pesquisa:  Frequiéncia de Infeccdo da Chlamydia trachomatis em pacientes
com e sem lesdes precursoras do cancer cervical atendidas no Ambulatério

Especializado da Mulher da Prefeitura Municipal do Recife”

Pesquisadora: Dra. Micheline Oliveira Lobo Pereira da Costa

Cargo/funcdo: Médica Ginecologista e Colposcopista do Ambulatério Especializado da

Mulher da Prefeitura Municipal do Recife, aluna do Mestrado Materno Infantil do IMIP
Inscri¢do conselho regional (CRM- PE): 11.405
Endereco: Rua Dr. José Maria, 866 / apto 1001 — Rosarinho — Recife -PE

Telefones: 3227-2332 / 9972-7008

Pesquisa a ser realizada Ambulatério Especializado da Mulher da Prefeitura Municipal
do Recife, sobre: “ Freqiiéncia de Infeccido da Chlamydia trachomatis em pacientes com
e sem lesdes precursoras do cancer cervical atendidas no Ambulatério Especializado da

Mulher da Prefeitura Municipal do Recife”

Este estudo trata de descrever a freqiiéncia da infeccdo da Chlamydia trachomatis em
pacientes com e sem lesdes precursoras do cancer do colo uterino atendidas no

Ambulatério Especializado da Mulher(AMEM) da Prefeitura Municipal do Recife,
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avaliando e comparando as caracteristicas biolégicas, demogréficas, reprodutivas,
clinico-ginecoldgica e hdbitos da populacdo analisada. Este estudo € importante devido
a infeccdo persistente da Chlamydia trachomatis ter papel facilitador na formacio do

cancer do colo uterino.

O periodo da pesquisa serd de novembro de 2006 a Abril de 2007.

IT1. Consentimento da participacao do investigado

Eu, , paciente matriculado

no AMEM, registro , declaro que fui devidamente

informada pela pesquisadora Micheline Oliveira Lobo Pereira da Costa sobre a
finalidade da pesquisa “ Freqiiéncia de Infeccdo da Chlamydia trachomatis em
pacientes com e sem lesdes precursoras do céancer cervical atendidas no Ambulatério
Especializado da Mulher da Prefeitura Municipal do Recife” e estou perfeitamente

consciente de que:

1. Concordei em participar da pesquisa, sem que recebesse nenhuma pressao;

2. Tenho a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer ddvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e metodologia,
antes e durante o curso da pesquisa.

3. Estou ciente de que irei ser submetida a coleta de material endocervical para
pesquisa de Infeccdo da Chlamydia trachomatis, colposcopia e bidpsia de colo
uterino (se necessdrio),ou seja, deixarei colocar um espéculo vaginal (“bico-de-
pato”) em minha vagina onde ird ser coletada secrecio do meu colo do ttero
para investigacdo da bactéria Chlamydia trachomatis ,bactéria esta que pode
provocar infeccdes, infertilidade e estd associada com o cancer de colo
uterino.Apos serd realizado um exame com um aparelho que aumenta a imagem
do meu colo do utero a procura de lesdes ,digo, manchas ou feridas. Caso eu
apresente estas alteracdes me submeterei a uma bidpsia de colo uterino, ou seja,
retirarei pedacinhos pequenos do local alterado para andlise e diagndstico,
procedimentos estes de incomodos leves a moderados e tenho o beneficio de ser

diagnosticado e tratado adequadamente.
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4. Responderei perguntas do formuldrio acerca das minhas caracteristicas
bioldgicas, demogréficas, reprodutivas, clinico-ginecoldgica e hébitos.

5. Continuarei sendo submetida aos atendimentos e tratamento rotineiros deste
Ambulatério, independentemente de minha participagdo na pesquisa;

6. Tenho a liberdade de me recusar a participar do estudo e/ou a ndo responder a
determinadas questdes dos formuldrios e/ou retirar o meu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo aos meus
cuidados;

7. Tenho a garantia do sigilo que assegure a minha privacidade quanto aos dados
confidenciais envolvidos na pesquisa;

8. Estou ciente que, ao término da pesquisa, os resultados serdo divulgados, porém
sem que meu nome seja associado a pesquisa;

9. A pesquisadora se comprometeu a me comunicar qualquer resultado que
implique a necessidade de uma intervencdo médica, assim como respeitar o
sigilo das informagdes coletadas.

10. Recebi da pesquisadora uma cépia deste documento

Recife, de de
Participante da Pesquisa Pesquisadora
Apéndice 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE 18

ANOS

I. Dados de identificacao dos sujeitos da pesquisa

Nome

paciente:

do
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Data de nascimento:___ / /

Endereco:

Telefone:

Documento de identidade:

Nome dos pais ou responsavel ( caso menor de 18

anos):

Grau de Parentesco:

Data de nascimento:____/ /

Documento de identidade:

I1. Informacoes sobre a pesquisa

Titulo da pesquisa: “ Frequéncia de Infeccdo da Chlamydia trachomatis em pacientes
com e sem lesdes precursoras do cancer cervical atendidas no Ambulatério

Especializado da Mulher da Prefeitura Municipal do Recife”
Pesquisadora: Dra. Micheline Oliveira Lobo Pereira da Costa

Cargo/funcdo: Médica Ginecologista e Colposcopista do Ambulatério Especializado da

Mulher da Prefeitura Municipal do Recife, aluna do Mestrado Materno Infantil do IMIP
Inscri¢do conselho regional (CRM- PE): 11.405
Endereco: Rua Dr. José Maria, 866 / apto 1001 — Rosarinho — Recife -PE
Telefones: 3227-2332 / 9972-7008

Pesquisa a ser realizada Ambulatério Especializado da Mulher da Prefeitura Municipal

do Recife, sobre: “ Freqiiéncia de Infeccido da Chlamydia trachomatis em pacientes com
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e sem lesdes precursoras do cancer cervical atendidas no Ambulatério Especializado da

Mulher da Prefeitura Municipal do Recife”

Este estudo trata de descrever a freqiiéncia da infeccdo da Chlamydia trachomatis em
pacientes com e sem lesdes precursoras do céancer cervical atendidas no Ambulatério
Especializado da Mulher (AMEM) da Prefeitura Municipal do Recife, avaliando e
comparando as caracteristicas bioldgicas, demograficas, reprodutivas, clinico-
ginecoldgica e hdbitos da populacdo analisada. Este estudo € importante devido a
infeccdo persistente da Chlamydia trachomatis ter papel facilitador na formacdo do

cancer de colo utero..

O periodo da pesquisa serd de novembro de 2006 a Abril de 2007.

IT1. Consentimento da participacao do investigado

Eu , responsdvel legal
pela  menor , paciente
matriculado no AMEM, registro , declaro que fui

devidamente informada pela pesquisadora Micheline Oliveira Lobo Pereira da Costa
sobre a finalidade da pesquisa “ Freqiiéncia de Infeccdo da Chlamydia trachomatis em
pacientes com e sem lesdes precursoras do céancer cervical atendidas no Ambulatério
Especializado da Mulher da Prefeitura Municipal do Recife” e estou perfeitamente

consciente de que:

11. Concordei juntamente com a menor, em participar da pesquisa, sem que
recebesse nenhuma pressio;

12. Tenho a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer ddvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e metodologia,
antes e durante o curso da pesquisa.

13. Estou ciente de que irei ser submetida a coleta de material endocervical para
pesquisa de Infeccdo da Chlamydia trachomatis, colposcopia e bidpsia de colo
uterino (se necessario), ou seja, deixarei colocar um espéculo vaginal (“bico-de-
pato”) em minha vagina onde ird ser coletada secrecdo do meu colo do ttero
para investigacdo da bactéria Chlamydia trachomatis ,bactéria esta que pode
provocar infecgdes, infertilidade e estd associada com o cancer de colo de

utero.Apds serd realizado um exame com um aparelho que aumenta a imagem
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N

do meu colo do ttero a procura de lesdes ,digo, manchas ou feridas. Caso eu
apresente estas alteracdes irei me submeter a uma bidpsia de colo uterino, ou
seja, retirarei pedacinhos pequenos do local alterado para andlise e diagndstico,
procedimentos estes de incomodos leves a moderados e tenho o beneficio de ser
diagnosticado e tratado adequadamente.

14. Responderei ou ajudarei a responder perguntas do formuldrio acerca das minhas
caracteristicas biologicas, demograficas, reprodutivas, clinico-ginecolégica e
hébitos.

15. Continuarei sendo submetida aos atendimentos e tratamento rotineiros deste
Ambulatério, independentemente de minha participagdo na pesquisa;

16. Tenho a liberdade de me recusar a participar do estudo e/ou a nao responder a
determinadas questdes dos formuldrios e/ou retirar o meu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo aos meus
cuidados;

17. Tenho a garantia do sigilo que assegure a minha privacidade e a da menor
quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa;

18. Estou ciente que, ao término da pesquisa, os resultados serdo divulgados, porém
sem que meu nome ou a da menor seja associado a pesquisa;

19. A pesquisadora se comprometeu a me comunicar qualquer resultado que
implique a necessidade de uma intervencdo médica, assim como respeitar o
sigilo das informagdes coletadas.

20. Recebi da pesquisadora uma cépia deste documento

Recife, de de

Participante da Pesquisa Pesquisadora

Responsdvel da menor
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7.2. Formulario para coleta de dados

NOME DA PESQUISA: Freqiiéncia de Infec¢do por Chlamidia trachomatis nas
pacientes com e sem lesdes precursoras do cancer de colo uterino atendidas no
Ambulatério Especializado da Mulher da Prefeitura Municipal do Recife

Formulario No [_1[ 1[]

No de Registro

1? Revisao em /_/

2* Revisao em /_/

1* Digitacdo em / /

2* Digitacdo em / /
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Nome:

End:

Cidade Estado:
Telefone: Cep

Caracteristicas bioldgicas e demograficas

Idade (anos ) : [_1[ ]

Procedéncia: Rural:[ | Urbana: [ ]

Cor: Negra/parda [ | Amarela [ ] Branca [ |Outros [ ]

Escolaridade: Sem instrucao [10-3[14-7[18-10[]11 ou mais[ |

Estado civil : Solteira [ ] Casada/Uniéo estavel [_| outras [ ]

Caracteristicas Reprodutivas

Menarca: <12 anos[ | >=12anos[ ]
Inicio da primeira relaciio sexual : <14anos [_] 14-20anos [_]| > 20anos
Paridade : <2[ ] 2-4[ | >4[]

No de parceiros sexuais : < 5 L] >501]

Antecedentes clinico-ginecolégico

Corrimento : sim [_] ndo [

Realizaciio prévia do exame de Papanicolaou : <2 [ | >2[ ] Quantos___

Episédio de DST: sim [_] ndo [_]
Eletrocauterizacio : sim [_| nio [ ]
Método contraceptivo : sem método [ | Barreira [ | Hormonal []

Diu[ ] Cirtrgico [ ]
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Antecedentes familiares/ grau de parentesco: Sim — 1° Grau [_]
Sim - 2° Grau [_]
Nao []

Uso de drogas imunossupressoras : sim [_| ndo [_]

Habitos

Consumo de fumo : sim [_| ndo [|
Consumo de alcool : sim [_] nio [_]

Consumo de drogas ilicitas : sim [_] ndo [ ]

Dados do exame clinico e laboratoriais

Colposcopia:

Citologia oncotica

/

Histopatologico__/ /[
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Infecciio por Chlamydia trachomatis : sim [_] nio [ ]

7.4. Parecer do Comité de Etica




74

ituto Materno Infantil
ernando Figue

Satic

graduacao

Instituicao Civil Filantrépica

DECLARACAD

Declaro que o Projeto de pesquisa n®. 871, intitulado “Freqiiéncia de infecgao
da Chlamydia trachomatis em pacientes com e sem lesdes precursoras
do cancer cervical atendidas no Ambulatério Especializado da Mulher da
Prefeitura Municipal do Recife”, zpresentado pela Pesquisadora Micheling
Otliveira Lobo Pereira da Costa, foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
em Seres Humanos do Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira —
IMIP, em Reunido Ordinaria 05 de outubro de 2006.

Recife, 09 de cutubro de 2006.

.7/74///%"‘ :
Dr. Jofsé Euialio Cabral Fitho
Coordenador do Comité de Etica
e Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto Materno Infantil Prof. Fernando Figueira
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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