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RESUMO

Neste estudo foram analisados os dados referentes as bactérias Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum,
duma amostra constituida por 16 020 utentes de um laboratério de analises clinicas.

Constatou-se que 0 maior nimero de pedidos de analises recaia sobre a Chlamydia
trachomatis, dado esta ser uma das doencas sexualmente transmissiveis com maior
prevaléncia atualmente, e que a faixa etaria com maior pedido de analises se situa
entre 0s 27 e 0s 34 anos, correspondendo a adultos sexualmente ativos e em idade
reprodutiva. De salientar também a elevada incidéncia de infertilidade em Portugal e

a ligacdo entre este facto e as doengas sexualmente transmissiveis.

Verificou-se que do total das analises requeridas apenas 4,6% foram amostras do
género masculino. No entanto, sdo 0os homens que apresentam globalmente uma
maior taxa de positivos, estando este facto associado a existéncia de sintomatologia
aquando do diagndstico.

Da analise da amostra em estudo conclui-se que as colheitas de urina e exsudado
uretral sdo os produtos que apresentam maior positividade para ambos 0s sexos, no

entanto, a colheita com maior nimero de pedidos é a de exsudado vaginal.

Foi possivel ainda verificar que os métodos moleculares que permitem a distingdo

entre ureaplasmas contribuem para o uso racional de antibiticos.

PALAVRAS-CHAVE: Chlamydia, Mycoplasma, Ureaplasmas, DST/Infertilidade



ABSTRACT

In this study data regarding bacteria Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum and Ureaplasma parvum, a sample consisting of 16 020
users in a clinical laboratory were analyzed.

It was found that the largest number of requests for analyzes fell on Chlamydia
trachomatis, as this is one of the sexually transmitted diseases most prevalent today,
and that the age group with the largest order of analysis is between 27 and 34 years,
corresponding to sexually active adults of reproductive age. Also worth mentioning
is the high incidence of infertility in Portugal and the connection between this fact
and sexually transmitted diseases.

It was found that the total number of analyzes required only 4,6 % of the samples
were males. However, they are generally men have a higher positivity rate, this fact
being linked to the existence of symptoms at the time of diagnosis.

Sample analysis in study concluded that the taking of urine and urethral exudate are
products that have higher rates of both sexes, however, the harvest with more
applications is the vaginal exudate.

It was also possible to verify that molecular methods which allow the distinction
between ureaplasmas contributes to the rational use of antibiotics.

KEYWORDS: Chlamydia, Mycoplasma, Ureaplasmas, STD/Infertility
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LISTA DE SIGLAS

CT - Chlamydia trachomatis

UU - Ureaplasma urealyticum

UP - Ureaplasma parvum

MH - Mycoplasma hominis

DIP - Doenga Inflamatoria Pélvica

EB — Elementary Body (Corpo Elementar)
RB — Reticulate Body (Corpo Reticular)
LGV - Linfo Granuloma Venéreo

DST - Doenca Sexualmente Transmissivel
NAAT - Testes de Amplificacdo de Acidos Nucleicos
PCR - Polymerase Chain Reaction

LCR - Ligase Chain Reaction

TMA - Transcription-Mediated Amplification Assay
IST - Infecdo Sexualmente Transmissivel
UNG - Uretrite Nao Gonocécica

NG — Neisseria gonorrhoeae

URI - 1° jato Urina

URT - Exsudado Uretral

VAG - Exsudado Vaginal

CEE - Exsudado Endocolo/Endocervical
RET - Exsudado Retal

ESP — Esperma

VUL - Exsudado Vulvar



1. INTRODUCAO

Dados da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) mostram que as doencas
sexualmente transmissiveis sdo a segunda doenca que mais afeta as mulheres entre os
15 e 0s 44 anos nos paises em desenvolvimento e estdo referenciados cerca de 50
milhdes de novos casos por ano no mundo para a infecdo por Chlamydia
trachomatis (CT).

A relacdo entre a infecdo genital subclinica e o comprometimento da fertilidade
feminina tem recebido enfoque cientifico desde que foi estabelecida uma linha causal
entre sequelas irreversiveis de infecdes genitais e infertilidade." As infecdes genitais
diagnosticadas em mulheres inférteis resultam de agentes inoculados sexualmente ou
de microrganismos originalmente comensais que adquirem patogenicidade. O maior
foco de interesse incide sobre um dos principais agentes de Infecdes Sexualmente
Transmissiveis (IST), a bactéria Chlamydia trachomatis, que tem efeitos
comprovados na fertilidade em ambos os sexos*® e cuja infecdo tem sido
reconhecida como um dos maiores problemas de salde publica pois é considerada
como uma das Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST) mais frequentes em todo
0 mundo. Na maioria das mulheres, 70 a 75%, e em mais de 50% dos homens essas
infecOes cursam de forma assintomética. Assim, a CT pode ser considerada bem
adaptada ao ser humano, uma vez que consegue multiplicar-se sem causar respostas
exacerbadas do organismo, criando assim dificuldades na obtencdo do diagndstico.
Esta particularidade retarda ou inviabiliza totalmente o tratamento, permitindo que os
casos de infecdo genital se propaguem ao trato genital superior. Na auséncia de
tratamentos, 10 a 40% dos casos evoluem para uma doenca inflamatdria pélvica
(DIP)*, documentada como a principal causa de infertilidade por fator tubério® e a
mais importante causa de infertilidade que pode efetivamente ser prevenida.? Acresce
ainda o problema das reinfecdes que sdo muito frequentes se 0s parceiros sexuais ndo

forem tratados.

A homeostasia do ambiente vaginal depende da sua flora comensal que é dominada
por espécies Lactobacillus spp.®’ designados também Bacilos Déderlein.” O papel
protetor destes bastonetes gram-positivos resulta do contributo para a manutencao do
ambiente acido (pH entre 4 e 4.5) da vagina saudavel® e para a integridade do muco

cervical.® O pH 4cido vaginal resultante cria um ambiente restritivo e correlaciona-se
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com menor risco de infecdo por Chlamydia trachomatis e Mycoplasmas genitais.® A
diminuicdo da concentracdo ou da funcdo das bactérias acidofilas diminui a
acidificacdo do microambiente alterando o estado de equilibrio dindmico. Espécies
patogénicas e oportunistas tém assim maior probabilidade de sobrevivéncia neste
microambiente, com implicacbes diretas na suscetibilidade a doencas infeciosas
genitais.

O papel do Mycoplasma hominis (MH) e do Ureaplasma urealyticum (UU) tem
ganho relevo e vérios estudos demonstraram percentagens significativas de MH (6%)
e UU (20 a 30%) em culturas cervicais de mulheres inférteis.'*? Estas espécies sdo
comensais do trato genital humano mas podem contribuir para a infertilidade
feminina no cenario de uma vaginose bacteriana ou por ascensdo ao trato genital
superior estéril, ao potenciar alteracdes tubarias e cervicais que impedem o trajeto
espermatico e a fecundagdo.”® O Ureaplasma urealyticum, dividido mais
recentemente em Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum (UP), é um
microrganismo que pode colonizar o trato genital feminino até cerca de 67% das
mulheres sexualmente ativas na idade reprodutiva. Ha evidéncias de que o tempo, a
duracdo e a intensidade da resposta inflamatéria a infecdo por Ureaplasma sejam o0s
principais determinantes dos resultados gestacionais e neonatais.

No entanto, ndo esta ainda esclarecido se o tratamento destas infe¢ces tem impacto
na fertilidade.!* Contudo, o seu rastreio e tratamento sdo importantes dada a
potencial interferéncia na eficacia de técnicas invasivas de diagndstico de
infertilidade e de procriagdo medicamente assistida, por contaminagdo dos meios de
cultura, impedindo a fertilizagdo in Gtero, nidacdo, e o desenvolvimento embrionario
(induzindo aborto esponténeo), e ainda pelo risco de DIP por inoculagdo de

microrganismos na cavidade uterina no momento da transferéncia embrionaria.™

Foi realizado um estudo da prevaléncia de organismos ndo-virais em 1 718 pacientes
de uma clinica de medicina geniturinaria de Inglaterra, em que a prevaléncia de
Chlamydia trachomatis foi de 7,1%, Ureaplasma urealyticum de 16,1% e
Ureaplasma parvum de 35,6%."° Um outro estudo foi realizado para avaliar a
prevaléncia de Ureaplasma urealyticum, sendo esta de 14,66%, e de Mycoplasma
hominis, que se situa nos 3,16%.'" Utilizando técnicas de detecdo por PCR, foram
apresentados resultados semelhantes num estudo onde se identificou Ureaplasma
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urealyticum em 17,2% das mulheres, enquanto o Mycoplasma hominis estava
presente apenas em 2,1% das mulheres.'® Outro estudo aplicando o método de PCR
para o diagndstico verificou uma prevaléncia de CT em 8 %, UU em 16 % e UP em
37% dos pacientes.’® Um estudo recente realizado em Espanha apresenta uma
prevaléncia de CT de 4,1% em mulheres e 4,3% em homens.?

1.1 CHLAMYDIA

Inicialmente identificadas como protozoérios e posteriormente consideradas virus de
grandes dimens@es, ou ainda numa outra abordagem intermediarios entre virus e
bactérias, a sua natureza bacteriana s6 ficou definitivamente esclarecida na década de
60 com os progressos da biologia celular, sobretudo com a microscopia eletronica de

transmissdo.?*

Estas pequenas bactérias gram-negativas, sao parasitas intracelulares obrigatérios tal
como 0s Vvirus, mas em oposi¢do aos virus, contém simultaneamente RNA e DNA,
parede celular e ribossomas procaridticos. Sintetizam as suas proprias proteinas,
acidos nucleicos e lipidos e tém a designacdo de “parasitas de energia” porque
aproveitam o ATP que a célula que parasitam produz. A divisdo destas bactérias é

feita por fissdo binaria, e sdo sensiveis a varios antibidticos.

A sequenciacdo do cédigo do DNA contrariou fundamentos até ai em vigor, pois
revelou a presenca de genes capazes de levar a producdo de ATP e a biossintese do
peptidoglicano. Um dos genes desta bactéria assegura a producdo de uma citolisina e
0S outros genes comparam-se aos de organismos superiores, 0 que de alguma forma
ilustra a evolugdo dos eucariotas. Foram identificados genes de uma molécula

semelhante a fosfolipase D que opera sobre os lipidos das células parasitadas.

A Chlamydia fabrica um lipopolissacarideo (LPS) do tipo gram-negativo e pelo
menos 2 proteinas de choque térmico, semelhantes a outras bactérias, o que explica
as reacdes autoimunes na patogénese da infecéo por Chlamydia.?

Até 1999 o género Chlamydia era o Unico na familia Chlamydiaceae e na ordem
Chlamydiales e eram reconhecidas 4 espécies: C. trachomatis, C. psittaci, C.
pneumoniae e C. pecorum. Analises mais recentes de sequéncias de rRNA 16S e 23S

demonstraram a necessidade de uma nova classificagdo taxondmica. A nova
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classificacdo taxondmica prop6s que a ordem Chlamydiales fosse subdividida em
quatro familias: (1) Chlamydiaceae, contendo dois géneros, Chlamydia (C.
trachomatis, C. muridarum e C. suis) e Chlamydophila (Cph. pneumoniae, Cph.
pecorum, Cph. abortus, Cph caviae e Cph. felis); (2) Simkaniaceae, para incluir
Simkania negevensis; (3) Parachlamydiaceae, para incluir Parachlamydia

acanthamoeba e (4) Waddliaceae para incluir Waddlia chondrophila.?*%*

No género Chlamydia a espécie com maior destaque para os humanos é a Chlamydia
trachomatis onde se distinguem 2 biovares, segundo a sua agdo patogénica e a
capacidade de invasédo das células em cultura:

— Os agentes do tracoma, da conjuntivite de inclusdo, da infecdo 6culo-genital e da

artrite reativa.

— Os agentes de infecdo invasiva do trato genital associados a uma patologia
linfoide: o Linfo Granuloma Venéreo (LVG).

Os 2 biovares dividem-se com base nos epitopos da proteina principal da membrana
externa em 18 serovares™, designados por letras de A a K mais Ba, Da, la, Ja no 1.°
biovar e de L1, L2, L3 no 2.° biovar.

O genoma da Chlamydia é bastante pequeno, contém aproximadamente 600 kb.%® A
analise dos genomas das Chlamydias, mostra que codificam para aproximadamente
875 proteinas, e 70 destas sdo exclusivas de CT. Verificou-se que a regido proxima a
origem de replicagdo é onde existe a maior diversidade, esta regido inclui genes que
controlam a sintese de triptofano, e a sua utilizacdo foi relacionada com a mediacao

do interferdo gama (IFNy) no desenvolvimento da infecdo persistente.?’

1.1.1 Morfologia e Fisiologia

Foi observado por microscopia eletronica na membrana externa da Chlamydia,
projecBes hemisféricas, semelhantes a cilios, que servem para aderir as celulas do
hospedeiro.®® Sdo iméveis, e distinguem-se duas formas do ponto de vista
morfoldgico e fisiologico: o corpo elementar (EB) - é a forma de multiplicacdo, é

infecioso, metabolicamente inerte, e com um didmetro de 300-400 nm; e 0 corpo
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reticular (RB) - é a forma de resisténcia e de propagacdo, ndo infecioso,
metabolicamente ativo, com um diametro entre 800 e 1000 nm (Figs. 1 e 2).

O EB comporta-se como um esporo que garante a sobrevivéncia fora da célula do
hospedeiro e é nele que se encontram os &cidos nucleicos (DNA e RNA).#® A
membrana externa do EB segrega proteinas extracelulares ricas em cisteina, unidas
de forma cruzada a pontes dissulfito, proporcionando-lhe protecdo e forma.*® As
proteinas ricas em cisteina incluem a proteina OMP presente na membrana externa,
esta tem um peso molecular de 40 kDa, constitui 60% do total das proteinas da
membrana externa, estd codificada pelo gene ompl, e contém antigénios de

superficie.™

Libertacdo ™ .' y
dos EB 4872 h Ligagdo
. k rdd
b célula colunar .-
1

\ Ingestdo

o Entrada por pinocitose ou
endotilone em vescula revestida
\ Niddleo por clatring

Extrusdo
por endociiowe
[l ainp®]
EB na vesicula
da lagocitose
Ruptura das gag ey
disullito no EB
Rearganizagdo
em novos EB . oo
18-24 h
RB
Condensag o
do DNA; formagdo
. EB = corpo elementar de lgagdes

daulfito
Inclusdo

Fig. 1. Ciclo de crescimento da Chlamydia®
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Fig. 2. Microfotografia eletrénica de um fino corte de inclusdo de Chlamydia (— Corpo elementar;

SCorpo reticular) *

A proteina que se encontra no espaco periplasmico com um peso molecular de
69kDa, codificada pelo gene omp2, proporciona a Chlamydia, integridade
semelhante & do peptidoglicano, 0 RB no entanto ndo contém esta proteina.***> A
proteina codificada pelo gene omp3 com um peso molecular entre 12-15 kDa é uma

protefna hidrofilica que ajuda na ades&o as células do hospedeiro.*>%

A Chlamydia trachomatis tem proteinas antigénicas na membrana que induzem a
ativacdo dos mecanismos imunolégicos humorais e celulares, inclusive a producéo
de imunoglobulinas especificas das classes IgA, IgM e IgG bem como

cromocitocinas, interleucinas, interferons e o fator de necrose tumoral.®’

As proteinas de choque térmico designadas por HSP70 bem como as HSP60, foram
encontradas em mulheres com doenca pélvica associada a CT.**3® As HSP60 tém
ainda um papel facilitador na carcinogénese cervical em doentes com infecéo
persistente por Chlamydia trachomatis. As proteinas HSP60 sintetizadas pela CT tém
acdo anti-apoptdtica durante a infecdo persistente, facilitando a atuacdo das
oncoproteinas em células simultaneamente infetadas por alguns HPV de alto risco
(nomeadamente o HPV tipo 16, 18).%®

A Chlamydia precisa de aminoacidos para se desenvolver, como a cisteina e o
triptofano, o que significa que, se ndo os recebe, por acao, p. ex., do interferdo vy, ird
manter-se em estado de vida latente. Se porém dispuser dos meios necessarios, a

unidade metabdlica (RB), sintetizara o seu préprio DNA, RNA e as suas proteinas.

O EB penetra nas células, aproveitando pequenas efracbes na base das

microvilosidades, e fica fechado no interior de uma vesicula. A fusdo dessa vesicula
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de endocitose com as vesiculas dos lisossomas é inibida se a membrana externa da
bactéria estiver intacta. Caso contrario a fagocitose continua 0 seu curso e a

Chlamydia € destruida.

A Chlamydia permanecendo, consegue modificar o vacuolo e também a sua propria
composicdo de maneira a aproximar-se da célula hospedeira. O EB vai tornar-se
menos rigido por perda de ligacfes S-S, aumenta de volume e transforma-se ao fim
de 6 a 8h na particula RB.

O RB divide-se dentro da vesicula, por fissdo binaria, originando organismos-filhos
muito pleomorficos. Entretanto o DNA condensa-se, estabelecem-se ligacdes S-S
entre as proteinas da membrana externa, e formam-se em 18 a 24h novos EB. As 48-
72h a célula repleta de EB rompe-se e liberta os EB que vao contaminar outras
células. Como o processo de crescimento é assincrono observam-se RB, EB e
microrganismos intermédios, de formas variadas, na mesma incluséo, a qual resulta

do aglomerado de Chlamydia dentro do fagossoma.

A reducdo do numero de ligacbes S-S entre as proteinas da membrana exterior,
imediatamente apOs a penetracdo na célula hospedeira, justifica a perda da forma
esférica rigida do RB.?

1.1.2 Patogénese e Imunidade

A Chlamydia trachomatis € considerada um dos patogenes de transmissdo sexual
mais prevalentes em todo o mundo. As infe¢Ges urogenitais causadas por CT
resultam em multiplas manifestacfes clinicas, incluindo cervicites, uretrites, e DIP,
que podem conduzir a aborto e infertilidade. Dado que a infecdo pode ser
assintomatica e que a infecdo vaginal é predominantemente silenciosa pode ocorrer
evolucdo para DIP num numero significativo de casos (até 40%). Alertando para as
sequelas de DIP, um estudo retrospetivo demonstrou maior predisposi¢do para
infertilidade em mulheres com DIP e cultura positiva para CT.*

Apesar das implicacdes provadas do papel deste microrganismo, poucos estudos

tiveram sucesso no seu isolamento da regido endocervical de mulheres inférteis.?"°

16



A CT contamina apenas algumas células, onde esta encontra recetores para o EB.
Contamina células epiteliais ndo ciliadas, colunares, das mucosas da uretra, do
endométrio, endocolo, trompas de Fal6pio, anus e reto, do trato respiratorio e das
conjuntivas. O biovar responsavel pelo LGV replica-se nos fagocitos mononucleares
do sistema linfatico e portanto gera granulomas.

O local mais comum da infecdo por Chlamydia trachomatis no trato genital feminino
é no endocolo, devido a sua preferéncia pelas células do epitélio cilindrico. A
sintomatologia é escassa e em cerca de 70% dos casos é assintomatica.**

A infecdo uterina durante a gravidez resulta na rutura prematura de membranas e em
corioamnionite.> Abortos precoces e recorrentes podem ser induzidos por infecio
assintomatica por CT através da acdo de mediadores imunitarios: mulheres com
historial de abortos recorrentes e insucesso de técnicas de fertilizacdo in vitro (FIV)
tém maiores titulacdes serologicas de 1gG especificas para CT, e cerca de 41% sofre
pelo menos um aborto espontaneo.*” Durante a gestac&o a anatomia do trato genital
modifica-se, sendo que as paredes vaginais hipertrofiam-se e sdo mais
vascularizadas, ha um aumento no glicogénio do epitélio vaginal com uma
diminui¢do significativa do pH. O colo uterino hipertrofia-se, podendo levar a
exposicdo de uma area maior do epitélio colunar. Todas essas mudangas tém grande
influéncia na flora microbiana vaginal da mulher gravida e algumas delas podem

favorecer a penetracéo de certos agentes infeciosos, incluindo a CT.*

Um estudo considerou a mulher uma fonte importante de retransmissao da bactéria
para 0s seus parceiros e também para o feto. A transmissdo materno-fetal ocorre por
contato direto, ap6s a rutura das membranas.** Nos homens diagnosticados com
prostatite e CT positiva, existe uma associagdo com diminuicdo da fertilidade,
considerando a baixa concentracdo de espermatozoides, motilidade espermatica, alta
fragmentacdo do DNA, o aumento de reacdo acrossémica, e morfologia anormal dos

espermatozoides, nestes doentes.*

Vérios fatores de risco para a infecdo por Chlamydia trachomatis tém sido descritos
na literatura. Os principais fatores sdo o inicio precoce da atividade sexual, multiplos
parceiros e baixo nivel socioeconémico. Outros fatores capazes de identificar os

grupos de maior risco sdo caracterizados por ectopia cervical, histéria de DST prévia
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e uso de terapéutica anticoncecional. Em homens o fator de risco mais citado é idade

inferior a 25 anos.*®

Dados disponiveis demostram que DST, como a CT, facilitam a transmissdo do HIV
através de mecanismos bioldgicos, e que o tratamento precoce de DST como a CT
deve fazer parte da estratégia global de prevencio do HIV.*

1.1.3 Manifestacdes Clinicas

A Chlamydia trachomatis apresenta-se sob diversas manifestacdes clinicas. Sao a
seguir apresentadas algumas das que tém maior expressao e cujas consequéncias tém

mais impacto na sociedade.

» Linfogranuloma venéreo (LGV) ou doenca de Nicolas Favre

Através de minusculas feridas, os serovares L1, L2 e L3 da CT originam o LGV,
doenca frequente nas regides tropicais e subtropicais e esporadica na Europa e EUA,
aparentemente predominante no sexo masculino, porque nas mulheres € vulgarmente
menos sintomatica. Inicia-se por uma leséo genital, ndo dolorosa, que pode, ao fim
de pouco tempo, “sarar” sem chegar a ser detetada pelo paciente. Segue-se a
linfadenopatia inguinal ou bub&. O bubdo pode ser o ponto de partida da
disseminacdo do microrganismo para o trato gastrointestinal e génito-urinario. A
disseminacdo processa-se pela infecdo das células do sistema reticuloendotelial
(SRE), ou sistema mononuclear fagocitario, por via linfética, e faz-se acompanhar de
febre, arrepios, anorexia, cefaleia, meningismo. Os abcessos devem-se a acumulacao
de agregados de células mononucleares rodeados por células endoteliais. Estas lesfes
podem sofrer necrose, atraindo polimorfonucleares (essencialmente neutréfilos) mas
também linfocitos e plasmacitos. A inflamacdo espalha-se pelos tecidos subjacentes,
e a consequente rutura do ganglio provoca novos abcessos ou fissuras, originando
posteriormente Ulceras genitais ou elefantiase genital. No caso das mulheres pode

ainda ocorrer estreitamento retal.*?
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= Tracoma

Os serovares A, B, Ba e C da Chlamydia trachomatis, prevalecem em paises ou
grupos de baixo nivel de higiene, social e individual. A cegueira que resulta da
infecdo afeta muitos milhdes de individuos desde o norte de Africa ao Sudeste
Asiatico. As criangas contraem frequentemente a doenca antes do segundo ano de
vida e representam o principal reservatorio do microrganismo, no entanto a infecéo
diminuiu ao longo da adolescéncia. O tracoma passa de um olho para o outro através
das goticulas oculares veiculadas pelas maos, vestuario, ou exaladas pelo aparelho
respiratério ou ainda por contaminacdo fecal. A doenca comegca com uma
conjuntivite folicular, em que a inflamacéo alastra pela conjuntiva. As cicatrizes
resultantes na conjuntiva levam a retracdo e ao consequente revirar das palpebras, o

que implica um constante traumatismo da cornea pelas pestanas.*

= Conjuntivite do adulto com inclusbes — Paratracoma

A conjuntivite folicular aguda proveniente de infecGes genitais ocorre no adulto em
qualquer regido do mundo mais frequentemente entre os 18 e os 30 anos, ou seja, em
jovens sexualmente ativos. O corrimento ocular mucopurulento é o primeiro sinal da
doenca. Observa-se conjuntivite folicular, infiltracdo e alguma vascularizacdo da
cérnea. A transmissdo é proveniente sobretudo dos érgdos genitais, de onde a
bactéria € transferida para o globo ocular. A progressao para cegueira ndo é comum,
devido a cura espontanea e, ao contrario do tracoma, a repeticdo da infecdo é pouco
comum. Porém também se observam cicatrizacdes da cornea nas infe¢des crdnicas.

Os serovares D a K da CT s&o os responsaveis deste quadro clinico.*®

= Oftalmia neonatal

Esta patologia deve-se a passagem da crianca, durante o parto, por tecidos maternos
infetados. Cerca de metade das criangas que nascem por vias naturais provenientes
de uma mée portadora de infegdo por CT no colo uterino contraem a doenca. Os
serovares da CT implicados nesta patologia sdo do D a K. A incubagéo dura entre 5 a

12 dias, e no final desenvolve-se a tumefacdo das palpebras e oOrbita, hiperemia, e
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corrimento ocular purulento na conjuntiva.*® A evolucio da doenca prolonga-se até
12 meses ou por vezes mais, deixando como sequelas cicatrizes e vascularizagdo
anormal da cdrnea. Existe também risco associado de pneumonia pela CT 6 semanas
depois do parto.

» |InfecGes urogenitais (a excecdo do LGV)

A CT é responsavel por 30% dos casos de uretrite ndo gonocécica (UNG), no sexo
masculino. E uma das doencas sexualmente transmitidas mais frequentes no mundo e
as recidivas repetem-se frequentemente. Contudo a infecdo é muitas vezes
assintomatica (fig. 3). No sexo masculino, ocasionalmente, a infecdo progride para
epidermite ou prostatite especialmente depois dos 35 anos e provavelmente a forma

crénica induz esterilidade por obstrucéo do canal espermatico e dai azospermia.*?

A proctite pode manifestar-se tanto em homens como em mulheres. Na maioria dos
casos os serovares D a K sdo 0s responsaveis por estas patologias. Na mulher, uma
grande percentagem das infe¢des mantém-se assintomatica, sendo habitualmente os

serovares D a K o0s responsaveis pela infecéo.
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Fig. 3 — Evoluco da infecéo (uretrite) ndo tratada™®

Por vezes a infecdo revela-se por uretrite, vaginite e ap0s ascensdo, cervicite,

endometrite, infecdo aguda das trompas e, por fim infertilidade. A DIP que abrange
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as salpingites e as endometrites é, nos paises desenvolvidos, amplamente causada por
CT e explica muitas vezes as dores pélvicas em mulheres jovens. A salpingite ndo
tratada pode fomentar cicatrizes e oclusdes tubarias as quais, se bilaterais, culminam
em infertilidade. A gravidez ectdpica, as peri-apendicites, e as peri-hepatites
(sindrome de Fitz-Hugh-Curtis) podem dever-se a esta etiologia. Os tratamentos de
fertilidade, a cirurgia abdominal, e a algia podem ser evitados pela confirmagédo da
infecdo por CT em mulheres jovens.

De referir ainda que ndo sdo raras as infecdes por maltiplos microrganismos
associados. Por exemplo em situacbes em que se manifestam em simultdneo a
Neisseria gonorrhoeae (NG) e a CT, depois de tratada a NG, prosseguem as queixas
porque o tratamento usual contra a NG, frequentemente a base de B-lactdmicos, ndo
afetaa CT.

No sexo masculino a NG e CT em conjunto, representam o grosso das etiologias da
epididimite até aos 35 anos. Cerca de 80% dos diagnosticos de sindroma de Reiter
em homens (inflamagdo em varias articulacdes, conjuntivite e inflamacéo do sistema
urinario) tem origem em infecGes genitais por CT. De salientar ainda que 15% das
proctites diagnosticadas em homossexuais masculinos estdo também associadas a
CT.*

1.1.4 Diagndstico Laboratorial

A sensibilidade e especificidade dos testes de diagnostico tém relacdo direta com a
amostra utilizada. Para o exame cultural e pesquisa direta da Chlamydia utiliza-se,
tradicionalmente, o exsudado endocervical ou uretral. Para os testes de amplificacéo
podem ser usadas também amostras de urina e exsudado vaginal. Nos testes
indiretos, € recomendada especial atencdo para a possibilidade de reacdes cruzadas

interespécies.

As metodologias laboratoriais para o diagnostico direto e indireto da infecdo por
Chamydia trachomatis séo:

= Exame cultural

= Pesquisa de antigénios: Imunofluorescéncia direta (DFA)

ensaioimunoenzimatico (E1A)
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= Pesquisa de &cidos nucleicos: Sonda de DNA e Amplificacdo (PCR, LCR,
TMA)

= Pesquisa de anticorpos: Imunofluorescéncia indireta (IF1)
Microimunofluorescéncia indireta (MIF) ensaioimunoenzimatico indireto
(EIA)

O exame cultural é considerado o teste padrdo no diagndstico. Geralmente utiliza-se
zaragatoa endocervical ou uretral para a colheita. O meio de crescimento mais
utilizado para a cultura é o de McCoy. A presenca de inclusdes citoplasmaticas de
corpos elementares e reticulares, apds o tecido ter sido corado com anticorpo
monoclonal fluorescente, indica positividade do teste. Possui sensibilidade de 70-
85% e especificidade de 100%. O custo elevado, a demora no resultado (48-72h ap6s
a inoculacdo) e os cuidados para manter 0s microrganismos Viaveis sdo 0s aspetos

desfavoraveis do método.>%>

A imunofluorescéncia direta consiste na identificacdo dos corpusculos elementares
com o uso de anticorpos monoclonais fluorescentes. Possui sensibilidade na ordem
dos 85% e especificidade de 98%, quando comparado ao exame cultural. A colheita é
efetuada normalmente por zaragatoa endocervical. As estruturas antigénicas sao
visualizadas através do uso de anticorpos monoclonais contra o LPS ou 0 MOMP. O
MOMP oferece menos resultados falsos positivos, por ser mais especifico, ja o LPS
favorece as reacOes cruzadas com outras bactérias ou subtipos de Chlamydia. A
técnica e interpretacdo dos resultados exigem experiéncia, uma vez que, as ligacoes

inespecificas dos anticorpos levam a resultados falso-positivos.*®*

O ensaio imunoenzimatico (EIA) deteta o antigénio LPS ou MOMP através de
anticorpos mono ou policlonais marcados com enzimas. O resultado final é
visualizado por fotometria, fluorescéncia ou quimiofluorescéncia. Semelhante a
imunofluorescéncia, quando utilizados anticorpos anti-LPS, o teste fica sujeito a
reaces cruzadas com o LPS de outros microrganismos, como algumas bactérias
gram-negativas (Acinetobacter sp., Gardnerella, Neisserias, Salmonelas e algumas
enterobactérias), revelando resultados falsamente positivos. A sensibilidade ronda os
62-75% e a especificidade proxima de 98%.°°°% Tem a vantagem de poder ser
realizado em equipamento automatizado e de utilizar um anticorpo bloqueador,

aumentando a especificidade do teste. Forward comparou o EIA com a PCR para a
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detecdo de CT, observando um aumento de 46% na sensibilidade de identificacdo a
favor da PCR.

No que diz respeito a pesquisa de anticorpos, apesar da alta resposta imunolégica as
infecBes por Chlamydia, a serologia ndo é o melhor método para o seu diagndstico.
N&o deve ser utilizado para screening, uma vez que, infecBes prévias para CT podem
deixar niveis séricos de anticorpos elevados, tornando dificil a distingdo temporal de
um processo infecioso. Além disso, podem ocorrer reacdes cruzadas com outras
espécies de Chlamydia. Podem ser usadas técnicas de imunofluorescéncia indireta,
ensaio imunoenzimatico indireto e a micro imunofluorescéncia indireta. Estas
técnicas detetam anticorpos contra o antigeno LPS dos corpos elementares ou
reticulares. Quando forem doseados separadamente anticorpos IgG, IgM e IgA,
podemos considerar positivo para infecdo recente se houver presenga de IgA e/ou
IgM e 1gG com aumento significativo (pelo menos o dobro) entre uma amostra
colhida na fase aguda e outra amostra colhida na fase convalescente. A micro
imunofluorescéncia é a mais sensivel das técnicas e tem a vantagem de ser espécie e

subespécie-especifica, porém, é laboriosa e de elevado custo.’*>?

A pesquisa de &cidos nucleicos pode ser feita através de sondas de DNA ou da
amplificacdo de acidos nucleicos. Sondas de DNA com sequéncia complementar ao
RNA ribossomal 16S do genoma da Chlamydia e marcadas com éster de acridina, ao
hibridizar com o DNA da CT sdo absorvidas por magnetismo, e a reacdo €
quantificada com uso de luminometro. A sua sensibilidade ronda os 75% e a
especificidade entre 95-99%. E um teste que ganhou cada vez mais espaco,
especialmente pelo facto de ser rapido na obtencdo dos resultados (2-3h) e habilidade
de produzir resultados fidedignos em amostras colhidas de forma ndo invasiva, com
microrganismos ndo viaveis.”**? O Teste de Amplificacdo de Acidos Nucleicos
(NAAT) consiste na amplificagdo de sequéncias de &cidos nucleicos especificos do
microrganismo em estudo, pela obtencdo de milhares de cdpias de um segmento de
DNA a partir de primers de uma sequéncia de DNA alvo. Os primers definem as
regides de DNA a serem amplificadas e a especificidade da técnica. E capaz de
detetar pequenas quantidades de &cidos nucleicos.”** Os testes comerciais podem
diferir na técnica, sendo os principais a “Polymerase Chain Reaction” (PCR), a
“Ligase Chain Reaction” (LCR) e a “Transcription-Mediated Amplification Assay”

(TMA). A PCR e a LCR amplificam uma sequéncia de nucleétidos do plasmideo,
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enquanto a TMA é dirigida & porcdo 23s do RNA ribossomal da Chlamydia.*® Os
testes de amplificacdo tém sensibilidade de 77 a 93%, ou seja, cerca de 20% maior
do que a cultura.

Quando comparou os resultados entre PCR realizada a partir de secrecéo cervical e
realizada a partir de amostra urinaria, George et al, identificou sensibilidade,
especificidade e valor preditivo positivo e negativo de 100%, 98%, 96% e 100%,
respetivamente, para amostra genital e 82%, 100%, 100% e 92%, respetivamente,
para amostra urinaria.”’ A sensibilidade da PCR cervical é maior quando esta
presente secrecdo endocervical mucopurulenta (84%).°® As amostras endocervicais
na mulher demostram maior sensibilidade do que as de urina, no entanto nos homens
assintomaticos as amostras de urina superam as zaragatoas uretrais.*? Watson e
colaboradores concluiram também que os testes de amplificacdo do acido nucleico
usados em amostras ndo-invasivas, como urina, sdo mais efetivos para detetar
infecdo assintomatica que testes convencionais.”® As desvantagens destes testes
relacionam-se aos custos elevados e a possibilidade de problemas relacionados com
inibicdo. Sdo mais dispendiosos que outros métodos ndo-culturais, mas, de menor
custo que a cultura. N&o existe consenso cientifico acerca do método mais indicado
para o rastreio desta bactéria,’ no entanto a PCR, que pertence a classe das NAAT é
considerado o teste de escolha para diagnéstico de CT.**°

As amostras usadas para a realizacéo deste estudo foram as seguintes:

= Nas mulheres: zaragatoa vaginal, endocolo, vulva e uretra, € 0 primeiro jato
de urina.

= Nos homens: zaragatoa uretral e retal, esperma e primeiro jato de urina.

O teste usado neste estudo foi 0 COBAS® 4800 para Chlamydia trachomatis e
baseia-se em 2 processos principais: (1) preparacdo automatizada para obter acidos
nucleicos — DNA (2) amplificacdo por PCR de sequéncias de DNA alvo, usando
pares de iniciadores complementares especificos para a CT, e detecdo em tempo real
das sondas de detecdo oligonucleotidicas especificas para a CT, marcadas com
corante fluorescente e clivadas. Durante a preparacdo automatizada de amostras, é
adicionado a todas as amostras controlo interno contendo DNA de CT, e é
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amplificado e detetado simultaneamente com cada amostra para controlar todo o

processo interno.

A preparacdo de amostras é automatizada com a utilizagdo do equipamento cobas x
480. As amostras sdo lisadas no préprio dispositivo de colheita ou durante a
preparacdo de amostras pelo agente caotropico em meio cobas. Os &cidos nucleicos
libertados, juntamente com o DNA do controlo interno da CT, sdo purificados
através da absorcdo das particulas de vidro magnéticas, lavados e finalmente
separados destas particulas, tornando-os prontos para amplificacdo e detecdo por
PCR.

O reagente de mistura principal contém pares de iniciadores e sondas especificas
para 0 DNA plasmideo criptico da CT, para 0 DNA cromossomico do gene ompA da
CT e para 0 DNA do controlo interno da CT.

1.1.5 Tratamento e Prevencao

O tratamento para estas infecdes genitais, recomendado pelo Centro de Controle de
Doencas dos Estados Unidos (CDC), incluiu a administragdo de Azitromicina (1g),
numa toma oral Unica, ou de Doxiciclina (100mg) em duas tomas diarias durante 7

|.60

dias por via oral.” O tratamento destas infe¢fes incluem obrigatoriamente o ou 0s

parceiros sexuais.

O tratamento da infecdo por Chlamydia trachomatis durante a gravidez tem provado
ser benéfico na prevencdo da morbidade neonatal e é recomendado pelo CDC.®* Um
dos tratamentos de escolha na gravidez é o estearato de eritromicina, uma vez que a
tetraciclina e os seus derivados estdo contraindicados nesse periodo. Outra alternativa
seria 0 uso da amoxicilina, especialmente para mulheres com maior intolerancia
géstrica. A desvantagem do uso da eritromicina consiste na possivel presenca de
efeitos adversos no trato gastrointestinal, tais como nduseas, vomitos e epigastralgia

que contribuem em muitos casos para a interrupcao do tratamento.®?

Como para todas as doencas sexualmente transmissiveis a Unica forma de prevencao

é a adocdo de comportamentos sexuais seguros, evitando as relacbes sexuais com
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multiplos parceiros e cujo passado sexual se desconhece, e usando sempre

preservativo, em particular se ndo se trata de um parceiro sexual estavel.

A identificacéo e tratamento dos parceiros sexuais das pessoas infetadas, sempre que
possivel, contribui para reduzir a disseminacdo da doenca. Como as infecOes
silenciosas sdo frequentes tanto no homem como na mulher, devem ser propostos
testes periddicos de rastreio as pessoas consideradas de maior risco (com parceiros
sexuais multiplos e pratica de sexo ndo protegido), com o objetivo de evitar a
propagacao da doenca.

N&o estdo previstas ainda vacinas eficazes contra as clamidioses humanas. A
dificuldade estd em manter as respostas imunoldgicas a superficie das mucosas,

tendo especial relevancia a imunidade mediada por linfocitos auxiliares T1.

1.2 MYCOPLASMA E UREAPLASMA

O Mycoplasma e o Ureaplasma pertencem a classe Mollicutes, a ordem
Mycoplasmatales e a familia Mycoplasmataceae. Para 0 Homem as espécies que tém
sido consideradas como as mais importantes sdo as seguintes: (i) Mycoplasma
pneumoniae, (ii) Mycoplasma hominis, (iii) Ureaplasma urealyticum e (iv)
Mycoplasma genitalium.

Os Mycoplasmas e Ureaplasmas sdo bactérias sem parede celular e de pequenas
dimens@es (0.2-0.8 um de didmetro) e por passarem os filtros que retém bactérias
foram inicialmente considerados virus. Contudo, por possuirem os dois tipos de
acido nucleico (RNA e DNA) foram posteriormente deixados de ser considerados
virus. Por outro lado, sdo os mais pequenos organismos que podem ter vida livre na
natureza e auto-replicacdo em meios de cultura. Dada a auséncia de parede celular
nao coram pela técnica de Gram, sendo refratérios a acdo dos antibioticos inibidores
da biossintese do peptidoglicano (ex. B-lactamicos). Estas bactérias apresentam
fragilidade osmotica, sdo pleomorficas, com formas diversas tais como esféricas,
piriformes, filamentosas ramificadas ou helicoidais. A replicacdo do seu genoma
precede, ndo obrigatoriamente, a divisdo celular, assim formam-se gémulas e cadeias
com aspetos de pérolas. Sdo geralmente imdveis, embora algumas espécies possuam

motilidade. Devido ao seu pequeno genoma (580-1160 kb), estas bactérias sdo de
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crescimento fastidioso e exigentes nutricionalmente. Certas estirpes, requerem no
entanto culturas celulares para o seu desenvolvimento, apresentando baixo teor de
G+C no DNA, que se situa entre 23 a 40%. Muitas espécies sdo anaerdbias
facultativas e outras sdo anaerObias obrigatérias. S&o parasitas, comensais ou
saprofitas, sendo muitas espécies patogénicas para 0 Homem, para outros animais,

bem como para vegetais e insectos.*

Nos seres humanos, a infecdo por Ureaplasma urogenital é causada por duas
espécies, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum, com um total de 14
serovares. O UU tem caracteristicas do biovar T960T (biovar 2 ou A), e inclui 10
grandes serovares gendmicos: 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13, enquanto o UP tem
caracteristicas de biovar parvo (biovar 1 ou B) e inclui quatro serovares: 1, 3, 6 e
14.9%% A divisdo das espécies so foi possivel através de técnicas moleculares como a
PCR, por isso ainda sdo por vezes consideradas juntas como Ureaplasma spp. A
diferenciacdo de espécies de Ureaplasma é importante, pois alguns estudos sugerem
que existe de facto uma diferenciacdo nos efeitos provocados por cada uma destas

espécies.

Os Mycoplasmas e Ureaplasmas aderem fortemente ao epitélio do trato urogenital e
raramente invadem tecidos ou a corrente sanguinea. Assim podem ser considerados

como parasitas superficiais, especialmente das mucosas.?

Estes microrganismos sdo transmitidos em humanos através de contacto direto entre
hospedeiros (venereamente por contacto genital-genital ou genital-oral),
verticalmente da méde para o feto ou recém-nascido ou nosocomialmente através do

transplante de tecidos.®

1.2.1 Patogenicidade

Embora alguns Mycoplasmas e Ureaplasmas sejam comensais e pertencam a flora
normal das mucosas humanas, muitas espécies sdo patogénicas tanto para 0 Homem
como para outras espécies animais, provocando uma grande diversidade de doencas
que tendem a tornar-se crénicas.”> O Mycoplasma hominis e o Ureaplasma spp.,
conhecidos coletivamente como Mycoplasmas genitais, sdo geralmente considerados

oportunistas, que causam infeces invasivas em populagdes suscetiveis.®
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Os possiveis comportamentos dos Mycoplasmas genitais em doencas do trato
reprodutor feminino tém sido debatidos desde a década de setenta. A sua presenca
tem sido congruentemente associada a multiplas complicagdes obstétricas incluindo
infertilidade, aborto espontaneo, morbilidade neonatal e mortalidade perinatal.
Existem indicios de que o tempo, duracéo, e intensidade da resposta inflamatéria a
infecdo por Mycoplasmas, sdo 0s principais determinantes dos resultados

gestacionais e neonatais.**®*®’

Diversos estudos indicam que a presenca de UU estdo associados UNG, resultados
adversos da gravidez relacionados com 0 peso ao nascer, idade gestacional, rutura
prematura de membranas, corioamnionite, parto prematuro, propensao ao aborto,
bem como formacao de célculos no aparelho urinario e doenca pulmonar em criancas
prematuras.®®®*"%™ porém, a colonizagdo da placenta associa-se frequentemente a
corioamnionite histolégica (38-66%) e constitui um fator importante para
morbilidade da gravidez e aborto espontaneo.*””> A colonizacdo de UU no
endométrio é significativamente maior em casos de abortos recorrentes (28%) e
associa-se a infertilidade inexplicada em 26 a 50% dos casos.”>"* Em todos 0s casos
de endometrite, este agente foi simultaneamente identificado no muco cervical,
indicando uma rota ascendente de disseminacao para a cavidade uterina.” Stein et al,
verificou que a prevaléncia de aborto foi maior em placentas com culturas positivas
para Mycoplasmas genitais (45%), do que em placentas infetadas por outras espécies
(33%) ou em placentas estéreis (2,5%).”> Outro estudo refere que espécies de
Mycoplasma tém sido identificadas em amostras endometriais e vaginais de casos de
DIP ndo associada a CT nem NG™, e a incidéncia do biovar T960 do UU é superior
em casos de DIP (57%) e em mulheres com aborto antecedente (42%)."

Ao UP estdo associadas infecdes do trato urinario.®®®™* Um outro estudo
demostrou que UP sorotipo 6, foi significativamente associado com a presenca da

77
l.

flora vaginal normal.”" Motivos pelos quais o UP é a espécie mais comumente

isolada em amostras clinicas.”

O MH, um habitante comum dos tratos genital e urinario humano, é responsavel por
salpingite na mulher. E considerado também responsavel por sindromas febris pos-
parto e pds-aborto, bem como por pielonefrites e infecdes genitais que podem
conduzir a DIP.#* A Trichomomas vaginalis estabelece uma relaco de simbiose com
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MH e pode contribuir para a infertilidade ao influenciar a patogenia do MH.” Por
outro lado o UU & considerado como um causador reconhecido de infertilidade em
homens ao reduzir a qualidade do sémen e o potencial de fertilizacdo do
espermatozoide.®® Para além disso, também os homens infetados por MH apresentam
uma reducdo da motilidade e da concentragdo de espermatozoides, e ainda alteracoes
na sua morfologia®, em contrapartida a infecio por UU ou infecdes mistas

.82 Um outro estudo

evidenciam um aumento na viscosidade e pH do fluido semina
refere que os Mycoplasmas séo capazes de se fixar ao espermatozoide e reduzir a sua
motilidade, demostrando assim mais uma vez a sua associacdo com a infertilidade

masculina.®®

Embora os Mycoplasmas tenham sido descritos como produtores de infegdes
transmitidas sexualmente, o seu papel patogénico ainda é controverso porque podem
fazer parte da flora normal do trato genital de mulheres sexualmente ativas.®*
Aquando da determinacdo do significado clinico da infecdo por estas bactérias, a
diferenciacdo de colonizacgdo e infecdo € importante devido a alta prevaléncia destas
bactérias em populacdes saudaveis.®®

1.2.2 Mecanismos de infecao

Dado que a aderéncia dos Mycoplasmas as células humanas é extremamente forte,
estes ndo sdo eliminados nem por secrecdes mucosas nem pelo fluxo de urina,
tornando-se desta forma bastante dificil a sua eliminacdo. Nestas bactérias, devido a
auséncia de parede celular, e de quaisquer apéndices ou fimbrias, associados a
aderéncia de outros procariotas, corrobora-se que adesinas micoplasmicas facam
parte da membrana citoplasmatica. A auséncia de parede celular facilita ainda o
contacto entre as membranas do parasita e do hospedeiro. Embora seja questionavel a
evidéncia da fusdo das duas membranas, ha indicio de trocas antigénicas entre as
mesmas. A intima associacdo ente as membranas das células hospedeiras e parasitas
cria um ambiente em que as concentracdes locais de subprodutos relativamente
toxicos, excretados pela bactéria, tais como perdxido de hidrogénio e amdnia, podem
causar lesbes nos tecidos. Embora, os Mycoplasmas possam ser fagocitados na
auséncia de anticorpos especificos, eles permanecem viaveis dentro das células

fagocitérias, podendo assim ser transportados no interior de neutrdfilos para as varias

29



partes do corpo onde podem dar inicio a infecdo. Uma vez que anticorpos especificos
inibem o crescimento de Mycoplasmas in vitro, o papel destes anticorpos,
aparentemente, é o de controlar o seu crescimento a superficie das mucosas. Por

outro lado, os neutréfilos podem também ajudar na dissipacéo da infecgéo.?!

A inducdo de resposta inflamatéria intrauterina e endometrite sera um mecanismo
pelo qual microrganismos infeciosos como UU, e agentes de Infecdo Sexualmente
Transmissivel (IST) levam ao insucesso de técnicas de Procriacdo Medicamente

Assistida e impedem a fertilizagdo e manutencéo de uma gravidez.®®

1.2.3 Suscetibilidade aos Antibiéticos

Os Mycoplasmas e Ureaplasmas ndo sdo afetados por beta-lactdmicos ou
vancomicina por ndo possuirem peptidoglicano. Também ndo sdo suscetiveis a
sulfonamidas e trimetoprim, ja que ndo sintetizam &cido folico. No entanto, sdo
geralmente sensiveis a alguns antibi6ticos que interferem com a sintese proteica,

como as tetraciclinas.

Os Ureaplasmas sdo geralmente sensiveis aos macrélidos, e resistentes as

lincosamidas, exceto em altas concentragdes.

O MH, em contraste, é naturalmente resistentes a eritromicina, in vitro, mas sensivel
a macrolidos de 16 membros (josamicina e miocamicina) e lincomicina.
Determinou-se que a base genética para a resisténcia aos macrolidos em MH é
devido a mutacdes em genes correspondentes ao circuito do peptidil transferase
(dominio V) no rRNA 23S.

Apesar de um relatério sobre resisténcia de alto grau a eritromicina em Ureaplasmas,
na década de 1980, tal resisténcia aos macrolidos nestes organismos é extremamente
incomum, e nenhum mecanismo para resisténcia aos macrélidos em Ureaplasmas foi
verificado ao nivel do ribossoma. Os resultados dos testes de sensibilidade deste
organismo estdo sujeitas a influéncia de uma série de fatores ambientais que podem
resultar em concentraces minimas inibitorias falsamente elevadas. Na mesma
década foi descrito a aquisicdo do determinante tetM que medeia a resisténcia as

tetraciclinas em espécies Ureaplasma e MH. Até a data, este € o Unico mecanismo de
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resisténcia as tetraciclinas descrito nestes organismos. A frequéncia de resisténcia as
tetraciclinas em Mycoplasmas genitais é, provavelmente, influenciada por fatores
geograficos, uso indiscriminado de antibidticos e promiscuidade sexual. A resisténcia
as tetraciclinas em MH ocorre em até cerca de 40% de isolados clinicos e em
Ureaplasmas tem sido referido em cerca de 10%.%

1.2.4 Diagnéstico Laboratorial

O local de colheita da amostra para o diagnostico laboratorial esta relacionado com a
clinica (sinais e sintomas) comunicados pelas doentes ao seu médico ou por ele
observados quando do exame objetivo em ato de consulta médica, sendo também
prescritos em situacdo de rotina. Seguem-se 0s seguintes critérios: urina de 1° jacto
(método de recolha ndo invasivo) para rastreio; exsudados vaginais (mulher) e
uretrais (homem) quando a suspeita de UNG, e exsudado do endocolo quando a

suspeita é de infecdo profunda (salpingite), e também na consulta de infertilidade.

No diagnéstico laboratorial das infecdes por Mycoplasma e Ureaplasma podem usar-

se métodos culturais e ndo culturais.

Métodos culturais: Diversos meios de cultura, liquidos e sélidos complexos, podem
ser usados para o isolamento e identificacdo de Mycoplasma e Ureaplasma, como é o
caso do caldo PPLO, e do meio SP4, suplementado com extrato de levedura, soro de
cavalo ou soro bovino fetal, a que se adiciona penicilina ou derivados. Primeiro é
feita uma inoculacdo das amostras clinicas em caldos e posterior passagem para
meios de cultura solidos. Os meios de cultura liquida contendo glucose e um
indicador de pH, permitem visualizar a fermentacdo, 0 que comprova o crescimento
bacteriano, ou entdo usar meios contendo arginina e/ou ureia.”* As colénias de MH e
de UU crescem em 1 a 5 dias. As coldnias de UU sdo redondas de contorno negro
acastanhado, e as de MH s&o redondas com centro mais escuro rodeado por larga
auréola mais clara. Varios antibioticos incorporados no meio inibem o crescimento
da maioria das bactérias gram-positivo e gram-negativo.®* Existem também kits
comerciais de identificacido de MH e UU que permitem fazer o diagnostico das
infecOes genitais e a avaliagdo da suscetibilidade aos antibidticos, no entanto ndo
distinguem UU de UP.*
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Os métodos ndo culturais, ou métodos de diagndstico direto como a
imunofluorescéncia direta, sondas de &cidos nucleicos, ELISA, tém a vantagem de
ser métodos mais répidos e dotados de maior sensibilidade e especificidade.

Dada a dificuldade de obtencdo de crescimento do Mycoplasma e Ureaplasma in
vitro, sdo aconselhadas técnicas de hibridizacdo de acidos nucleicos e de
amplificacdo genética para a identificacdo destas bactérias. Nas técnicas de PCR séao
utilizados primers de DNA especificos para diversas espécies de Mycoplasma e para
os Ureaplasma, facilitando o diagnéstico clinico microbioldgico.” Estes métodos

permitem também a distincdo entre espécies de Ureaplasma (UU/UP).

1.2.5 Tratamento e Prevencao

O tratamento das infe¢cGes genitais provocadas por MH e UU, recomendado pelo
CDC, é 0o mesmo que o aplicado no caso da CT ja referido no ponto 1.1.5.

O facto de haver distin¢do através dos métodos moleculares entre UU e UP faz com
que a antibioterapia apenas seja administrada no caso de a infecdo ser causada por
UU, que é a forma patogénica. Antes de existir esta distin¢cdo todos 0s casos eram
referenciados para administracdo de antibioterapia. No caso do UP néo se procede a
antibioterapia por este ndo ser considerado patogeénico.

E importante salientar que esses microrganismos sio frequentemente oportunistas e
podem estar presentes simultaneamente com outros patogenes e as decisdes sobre a

terapéutica a aplicar devem refletir sobre essa possibilidade.®®

Um estudo demonstrou que numa pequena série de casos de mulheres com invasao
microbiana da cavidade amnidtica, o uso de Azitromicina parentérica erradicou o
Ureaplasma numa proporg¢édo de 3 em cada 4 casos, € 0S nascimentos ocorreram de
forma normal. A combinacéo de antibi6ticos com anti-inflamatdrios pode melhorar a
eficacia do tratamento.”® No caso das infecdes neonatais por Ureaplasmas opta-se

normalmente pelo uso de macrélidos.®®
A detecdo precoce destas infe¢des determina a evolugédo da doenca.

A prevencao destas infecGes € a mesma que a da CT ja referida no ponto 1.1.5.
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2. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste estudo recorreu-se a dados de 16 020 utentes que
correspondem a 25 685 pedidos de analises relativos a Chlamydia trachomatis,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum, recolhidos de
exsudados do endocolo, vaginais, uretrais, retal e vulvar, urina e esperma, no periodo
compreendido entre Janeiro de 2009 e Maio de 2011. Os dados usados neste estudo
sdo omissos na identificacdo dos utentes e foram obtidos através da base de dados do
laboratério Dr. Joaquim Chaves.

As colheitas foram realizadas com kits de amostras de urina/amostras ginecolégicas
COBAS® PCR. Estes kits estdo munidos com o meio COBAS® PCR que estabiliza o

acido nucleico permitindo assim a conservacao das amostras.

2.1 TECNICA USADA PARA A DETECAO DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS

= Amplifica¢do por PCR

Selecdo do alvo

Para além do DNA cromossémico, a CT contém um plasmideo criptico de cerca de
7 500 pares de bases, que é comum a todos os serovares da CT. O teste COBAS®
4800 utiliza os iniciadores da CT CP102 e CP103 para definir uma sequéncia de
aproximadamente 206 nucle6tidos dentro do DNA plasmideo criptico da CT. Para
além disso, o teste COBAS® 4800 utiliza os iniciadores de CT CTMP101 e
CTMP102 para definir uma sequéncia de aproximadamente 182 nucledtidos dentro
do DNA cromossémico da CT.

Amplificacdo do alvo

As amostras processadas sdo adicionadas a mistura de amplificagdo numa
microplaca, na qual ocorre a amplificacdo por PCR. A mistura de reacdo é aquecida,
para separar o0 DNA isolado de cadeia dupla, e para expor as sequéncias alvo do
iniciador. A medida que a mistura arrefece, os iniciadores ligam-se ao DNA alvo. A
polimerase do DNA Z05, na presenca de Mn®** e de dNTPs em excesso, alonga 0s
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iniciadores ligados ao longo dos modelos alvo para produzir DNA de dupla cadeia.
Este procedimento completa o primeiro ciclo da PCR, dando origem a uma cépia de
DNA de dupla cadeia das regides alvo do DNA da CT e do DNA do controlo interno
da CT. A repeticdo deste processo, resulta na amplificacdo do DNA entre as
sequéncias alvo do iniciador, produzindo uma molécula de DNA de cadeia dupla
denominada amplicon. O analisador cobas z 480 repete automaticamente este
processo durante um determinado nimero de ciclos, cada um com o objetivo de
duplicar a quantidade de DNA amplicon. O nimero de ciclos esta pré-programado no
software COBAS® 4800. A amplificacdo ocorre apenas nos alvos especificos de CT
nos respetivos iniciadores. Ndo sdao amplificados nem o plasmideo criptico inteiro da
CT nem os genomas de CT.

Amplificacdo do controlo interno

O controlo interno de CT é uma combinacdo de dois DNAs plasmideos
recombinantes ndo infeciosos, cada um com regides de ligacdo do iniciador idénticas
as das sequéncias genomicas alvo da CT. Ambos os DNAs plasmideos
recombinantes tém uma sequéncia alvo interna idéntica aleat6ria, e uma regido de
ligagdo da sonda Unica, que permite que o controlo interno de CT se distinga do
amplicon alvo. Estas caracteristicas foram selecionadas para garantir a amplificacdo
independente do controlo interno da CT e do DNA alvo da CT. O reagente do
controlo interno da CT est4 incluido no teste COBAS® 4800 CT e é introduzido em

cada amostra no equipamento cobas x 480 durante o processamento da amostra.

= Detecdo de produtos da PCR no teste COBAS® 4800

O teste COBAS® 4800 utiliza tecnologia de PCR em tempo real. A utilizagdo de

sondas fluorescentes permite a detecdo em tempo real da acumulacéo de produtos da
PCR, monitorizando a intensidade da emissdo dos corantes fluorescentes libertados
durante o processo de amplificacdo. As sondas incluem sondas oligonucleotidicas
especificas para o plasmideo criptico da CT, para 0 ompA CT, e para o controlo
interno da CT, todos com um corante sinalizador e um supressor. Quando as sondas
marcadas com corante fluorescente estdo intactas, a fluorescéncia sinalizadora é

suprimida pela proximidade do corante supressor, devido aos efeitos de transferéncia
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de energia do tipo Forster. Durante a PCR, as sondas hibridizam-se a respetiva
sequéncia alvo e sdo clivadas pela atividade da nucleasse 5° a 3’ da polimerase do
DNA Z05 termoestavel. Uma vez separados o sinalizador e o supressor, a supressao
deixa de ocorrer, e aumenta a emissdo fluorescente dos corantes sinalizadores. A
amplificacdo da CT alvo e do controlo interno da CT s&o medidas
independentemente e a comprimentos de onda diferentes. Este processo é repetido
durante um determinado numero de ciclos, sendo a intensidade da emissdo dos

corantes sinalizadores individuais aumentada em cada ciclo.

2.2 TECNICA USADA PARA A DETECAO DE MYCOPLASMA HOMINIS

A detecdo por PCR € baseada na amplificacdo da regido especifica do genoma do
patogene usando primers especificos MH. Na PCR em tempo real, os produtos
amplificados sdo detetados usando corantes fluorescentes. Estes corantes ligam-se as
sondas de oligonucleotidos que se ligam especificamente aos produtos de
amplificagdo. A monitorizagdo na PCR em tempo real da intensidade de
fluorescéncia permite a detecéo de produtos acumulados sem reabertura dos tubos de
reacdo depois do inicio da corrida de PCR. O kit de PCR AmpliSens® Mycoplasma
hominis-FRT é um teste qualitativo que contém um controlo interno que é usado no
procedimento de isolamento a fim de controlar o processo de isolamento de cada
amostra individualmente e identificar possiveis reagdes inibitérias. O kit de PCR
AmpliSens® Mycoplasma hominis -FRT usa “hot-start”, que reduz substancialmente
a frequéncia de reacdes nao especificas. “Hot-start” é garantido por separacdo de
nucleotidos e taq polimerase, usando polimerase modificada quimicamente (TagF).
A polimerase modificada quimicamente (TagF) é ativada por aquecimento a 95° C

durante 15 min.

2.3 TECNICA USADA PARA A DETECAO DE UREAPLASMA UREALYTICUM/
UREAPLASMA PARVUM

A detecdo por PCR € baseada na amplificacdo da regido especifica do genoma do
patogene usando primers especificos UU/UP. Na PCR em tempo real, os produtos
amplificados sdo detetados usando corantes fluorescentes. Estes corantes ligam-se as
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sondas de oligonucleotidos que se ligam especificamente aos produtos de
amplificacdo durante o ciclo térmico. A monitorizagdo na PCR em tempo real da
intensidade de fluorescéncia permite a detecdo de produtos acumulados sem
reabertura dos tubos de reacdo depois do inicio da corrida de PCR. O kit de PCR
AmpliSens® U.parvum/ U. urealyticum-FRT é um teste qualitativo que contém um
controlo interno. Este é usado no procedimento de extracdo a fim de controlar o
processo de extracdo de cada amostra individualmente e identificar possiveis reacdes
de inibicdo. O kit de PCR AmpliSens® U.parvum/ U.urealyticum-FRT usa “hot-
start”, que reduz substancialmente a frequéncia de reacfes nao especificas. “Hot-
start” é garantido por separacdao de nucledtidos e tag polimerase, usando polimerase
modificada quimicamente (TagF). A polimerase modificada quimicamente (TaqF) é
ativada por aquecimento a 95° C durante 15 min.

36



3. RESULTADOS E ANALISE

Os dados usados neste estudo foram analisados com recurso ao software SPSS
Statistics 21. O tipo de analise efetuada serd descrito em cada um dos sub pontos

deste capitulo.

3.1 ANALISE EXPLORATORIA E DESCRITIVA

Serdo avaliadas de forma independente cada uma das variaveis que se considerou
relevantes para o estudo.

3.1.1 Caracterizacao da populacédo em estudo

A amostra € constituida por 16 020 utentes, dos quais 15 235 sdo mulheres (95.1%) e
785 sdo homens (4.9%). As idades encontram-se compreendidas entre 0s 10 e 0s 94
anos, sendo a média de idades de 34.89 anos e o desvio padrdo de 11.24 anos. O

intervalo de confianca a 95% para o valor médio da idade é ]34.72; 35.07[. Como se

faixa etéria reprodutiva.

300+

pode observar no histograma de frequéncias a maioria dos utentes encontra-se na
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Figura 4 — Histograma de frequéncias da variavel idade.
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As medidas de tendéncia central ndo estdo contidas no intervalo de confianca a 95%
indicando assim que a amostra ndo apresenta uma distribui¢cdo normal para a variavel
em estudo.

Quando a variavel é analisada em funcdo do sexo também se observa uma
distribuicdo assimétrica em ambos 0s casos, sendo no entanto, mais acentuada para o

sexo feminino.

3.1.2 Auvaliacao do numero de analises realizadas

A amostra constituida por 16 020 utentes resultou num pedido total de 25 685
analises, com a seguinte distribuicao:

W Chlamy dia trach omatis
W Mycoplasma hominis
W Ureaplasma urealticum

Ureaplasma parsum

Figura 5 — Distribuicdo dos pedidos de analises.

Como se pode observar na figura 5 0 maior nimero de analises, perfazendo um total
de 15491 pedidos, 60%, é para Chlamydia trachomatis dado ser a DST mais
prevalente na atualidade. Com 22% dos pedidos encontra-se o Ureaplasma
urealyticum.

Dada a constituicdo da amostra em estudo, maioritariamente feminina, ¢ de suma
importancia fazer a analise destes pedidos em funcdo do género para verificar se
existem diferencas significativas em termos de expressdo dentro de cada uma das
variaveis. Assim, na tabela seguinte encontra-se a distribuicdo das analises por
géneros.
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Tabela 1 - Pedidos de analise distribuidos em fungéo do género.

N° analises
Tipo de andlise
Masculino Feminino Total
Chlamydia trachomatis 727 14 764 15491
Mycoplasma hominis 56 788 844
Ureaplasma urealyticum 225 5401 5626
Ureaplasma parvum 168 3556 3724
Total 1176 24 509 25 685

Os pedidos de andlises realizadas por utentes do sexo masculino representam apenas
4.6% do pedido total de analises. Aproximadamente 62% destes pedidos € para
Chlamydia trachomatis enquanto que o Ureaplasma urealyticum, é o segundo mais
pedido com 19%. Quando se analisa a distribui¢do dos pedidos pelo sexo feminino,
verifica-se que a ordem se mantem, a Chlamydia trachomatis representa 60% dos
pedidos e o Ureaplasma urealyticum sobe para os 22%. Conclui-se assim que a
distribuicdo dos pedidos é muito semelhante entre géneros.

3.1.3 Chlamydia trachomatis

Os pedidos de analise para Chlamydia trachomatis representam 60% do total dos
pedidos de analise dos utentes em estudo. A colheita é um dos fatores a ter em conta
neste estudo e os dados serdo analisados em funcdo desta variavel bem como da

variavel género.

A maioria das amostras em estudo corresponde a colheitas de exsudado vaginal,
cerca de 71.2%, ndo tendo expressao neste conjunto os pedidos de exsudado retal e

de esperma, cada um deles com um unico pedido.

Na tabela seguinte encontram-se 0s pedidos por amostra e a respetiva percentagem
no contexto global.
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Tabela 2 — Pedidos de analise para Chlamydia trachomatis.

Produto N° andlises %
Urina 1° jato (URI) 1098 6.9
Exsudado uretral (URT) 1014 6.3
Exsudado vaginal (VAG) 11 399 71.2
Exsudado endocolo (CEE) 1978 12.3
Exsudado retal (RET) 1 0.0
Esperma (ESP) 1 0.0

* Positivos — 625 (4%)

TOTAL 15491
* Negativos — 14 866 (96%0)

Tendo em conta a distribuicdo da amostra por géneros apresentada no ponto anterior e dado
gue se observou a existéncia de uma diferenca significativa entre os positivos vs negativos

em funcdo do género, os dados em estudo serdo também explorados e apresentados em

funcdo do género.

Tabela 3 — Anélises para Chlamydia trachomatis em funcéo do género.

Masculino Feminino
Produto
Negativo Positivo Total | Negativo Positivo Total
273 28 762 35
URI 301 797
(90.7%) (9.3%) (95.6%) (4.4%)
380 44 565 25
URT 424 590
(89.6%) (10.4%) (95.8%) (4.2%)
10 975 424
VAG — — — 11 399
(96.3%) (3.7%)
1909 69
CEE — — — 1978
(96.5%) (3.5%)
1 0
RET 1 — — —
(100%) (0%)
1 0
ESP 1 — — —
(100%) (0%)
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Para a maioria das analises realizadas em mulheres foram pedidas amostras de exsudado
vaginal, 77.2%, seguido do exsudado do endocolo com 13.4%. Esta observagéo era de certa
forma expectavel dado que a maioria destas analises é prescrita nas consultas de ginecologia.
Ja no caso dos homens as analises distribuem-se sem uma diferenca tdo significativa entre as
amostras de urina e de exsudado uretral. De salientar ainda que sdo destas Gltimas amostras

as analises que devolvem maior percentagem de positivos independentemente do sexo.

Dos resultados apresentados na tabela 3 destaca-se a diferenca entre a percentagem de
positivos obtida em funcdo do género, apresentado o sexo masculino maior percentagem de
positivos, cerca de 10%, comparado com a percentagem de positivos obtida no sexo

feminino, cerca de 4%.

3.1.4 Mycoplasma hominis

Os pedidos de analise para Mycoplasma hominis representam apenas 3.3% do total
dos pedidos de analise dos pacientes em estudo. A maioria das amostras € mais uma
vez de exsudado vaginal, 65.2% e ndo existiu nenhum pedido para exsudado retal.
Na tabela 4 encontram-se os pedidos por amostra e a respetiva percentagem no
contexto global. A percentagem de resultados negativos foi de 96.1%.

Tabela 4 — Pedidos de analise para Mycoplasma hominis.

Produto N° andlises %
Urina 1° jato (URI) 28 3.3
Exsudado uretral (URT) 65 7.7
Exsudado vaginal (VAG) 550 65.2
Exsudado endocolo (CEE) 200 23.7
Esperma (ESP) 1 0.1

* Positivos — 33 (3.9%0)

TOTAL 844
* Negativos — 811 (96.1%b)

Dos 844 pedidos de analise apenas 55 foram realizados em amostras masculinas
(6.5%) e em nenhum caso se obteve resultado positivo como seria de esperar ja que o
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MH é sobretudo um colonizador na mulher. Das 789 analises de amostras femininas
apenas 33 apresentaram resultado positivo (4.2%). O maior nimero de pedidos foi no
exsudado vaginal, seguido do endocolo, no entanto a maior percentagem de positivos
regista-se na urina e no endocolo. Os resultados podem ser consultados na tabela 5.

Tabela 5 — Analises para Mycoplasma hominis em funcéo do género

Masculino Feminino
Produto
Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
8 0 19 1
URI 8 20
(100%) (0%) (95.0%) (5.0%)
47 0 18 0
URT 47 18
(100%) (0%) (100%) (0%)
530 20
VAG — — — 550
(96.4%) (3.6%)
188 12
CEE — — — 200
(94.0%) (6.0%)
1 0
ESP 1 — — —
(100%) (0%)

3.1.5 Ureaplasma urealyticum

Foram registados 5226 pedidos de analise para Ureaplasma urealyticum
representando 21.9% da totalidade em estudo. A semelhanca do que ja se havia
observado com as outras analises também aqui a maioria das amostras é de exsudado
vaginal, 82.5%. No entanto e ao contrario do registado até aqui, esta analise devolve
globalmente cerca de 11% de positivos. Os resultados globais e diferenciados por
género poderdo ser consultados nas tabelas 6 e 7 respetivamente.

Para a maioria das analises realizadas em mulheres foram pedidas amostras de exsudado
vaginal, seguido do exsudado do endocolo. Estas amostras sdo as que apresentam maior
percentagem de positivos. Regista-se ainda maior percentagem de positivos no sexo

feminino do que no sexo masculino.
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Tabela 6 — Pedidos de analise para Ureaplasma urealyticum

Produto N° andlises %
Urina 1° jato (URI) 66 1.2
Exsudado uretral (URT) 217 3.8
Exsudado vaginal (VAG) 4 641 82.5
Exsudado endocolo (CEE) 695 124
Exsudado retal (RET) 1 0.0
Exsudado vulvar (VUL) 1 0.0
Esperma (ESP) 5 0.1

* Positivos — 624 (11.1%)

TOTAL 5626
* Negativos — 5 002 (88.9%)

Tabela 7 — Analises para Ureaplasma urealyticum em funcéo do género

Masculino Feminino
Produto
Negativo | Positivo Total Negativo Positivo Total
34 1 31 0
URI 35 31
(97.1%) (2.9%) (100%) (0%)
171 14 30 2
URT 185 32
(92.4%) (7.6%) (93.8%) (6.2%)
4111 530
VAG — — — 4 641
(88.6%) (11.4%)
619 76
CEE — — — 695
(89.1%) (10.9%)
1 0
RET — — — 1
(100%) (0%)
1 0
VUL — — — 1
(100%) (0%)
4 1
ESP 5 — — —
(100%) (0%)

43




3.1.6 Ureaplasma parvum

Para o Ureaplasma parvum foram registados 3 724 pedidos de analise, resultando
num total de 34.4% de positivos. De referir ainda, que mais uma vez a amostra mais
pedida foi a de exsudado vaginal. O exsudado uretral € amostra que apresenta maior
percentagem de resultados positivos. A semelhanca do ja obtido para 0 UU, observa-
se maior percentagem de positivos no sexo feminino, pois os Ureaplasmas s&o
colonizadores frequentes do trato vaginal e urinario, estando também de acordo com

as estatisticas de incidéncia da era molecular.

Tabela 8 — Pedidos de analise para Ureaplasma parvum

Produto N° andlises %
Urina 1° jato (URI) 61 1.6
Exsudado uretral (URT) 153 4.1
Exsudado vaginal (VAG) 3032 81.4
Exsudado endocolo (CEE) 477 12.8
Esperma (ESP) 1 0.1

e Positivos — 1 280 (34.4%)
TOTAL 3724

e Negativos — 2 444 (65.6%0)

Tabela 9 — Analises para Ureaplasma parvum em funcéo do género

Masculino Feminino
Produto
Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total
30 3 20 8
URI 33 28
(90.9%) (9.1%) (71.4%) (28.6%)
108 26 6 13
URT 134 19
(80.6%) (19.4%) (31.6%) (68.4%)
1940 1092
VAG — — — 3032
(64.0%) (36.0%)
339 138
CEE — — — 477
(71.1%) (28.9%)
1 0
ESP 1 — — —
(100%) (0%)
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3.2 AVALIACAO DO PEDIDO DE ANALISES EM FUNCAO DA FAIXA ETARIA

Dado que as principais repercussdes destas patologias recaem sobre questfes de
fertilidade/reprodutibilidade e se manifestam sobretudo em pessoas sexualmente
ativas, revelou-se necessario separar a amostra por faixas etarias. Assim, a amostra
em estudo foi dividida em seis faixas etérias, designadas de 1 a 6 respeitando 0s
seguintes intervalos de idade: 1 — 10 aos 18 anos; 2 — 19 aos 26 anos; 3 — 27 aos 34
anos; 4 — 35 aos 42 anos; 5 — 43 aos 50 anos; 6 — 51 aos 94 anos.

Tabela 10 — Analises requisitadas em funcdo da faixa etaria.

Faixa etaria | Chlamydia | Mycoplasma | Ureaplasma | Ureaplasma
(anos) trachomatis hominis urealyticum parvum
10-18 425 7 104 62
19-26 3049 119 932 616
27-34 5455 275 1880 1221
35-42 3531 219 1423 943
43 -50 1644 127 715 501
51-94 1387 97 572 381
Total 15491 844 5626 3724

Como se pode observar na tabela 10 a faixa etaria com maior pedido de analises € a 3
que diz respeito aos utentes entre 0s 27 e 0s 34 anos. Esta faixa etéria é sexualmente
ativa e nesta gama de idades as utentes procuram consultas de ginecologia nédo
apenas como consultas de rotina mas também como consultas de planeamento
familiar, sendo provavelmente este facto que esta a contribuir para o aumento de
pedidos de analise face as outras faixas etarias. Ha que considerar também que em
Portugal é cada vez maior o niamero de mulheres que engravidam em idades mais
avancadas, e dado que o rastreio da Chlamydia e dos Micoplasmas se efetua também
durante a gravidez, € natural que este fator contribua para fazer aumentar o pedido de
analises em idades compreendidas entre 0s 30 e 0s 40 anos (faixas etarias 3 e 4).

Em anexo encontram-se as tabelas com os diferentes tipos de analise e os resultados
obtidos em cada conjunto. No entanto, para facilitar a compreensao e analise deste
conjunto de dados optou-se por apresentar uma tabela onde se relinem as diferentes
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analises e os resultados obtidos. Como se pode constatar da consulta da tabela o
comportamento positivo vs negativo estd intimamente relacionado com o tipo de
analise. Ja havia sido referido em pontos anteriores que a analise com mais
resultados positivos é o Ureaplasma parvum (34.4%) seguido do Ureaplasma
urealyticum (11.1%). Torna-se agora interessante observar este comportamento mas
em funcdo da respetiva faixa etaria.

Tabela 11 — Percentagem de resultados positivos e negativos obtidos para cada analise requisitada em
funcéo da faixa etaria

Faixa Chlamydia Mycoplasma Ureaplasma Ureaplasma
etéria trachomatis hominis urealyticum parvum
(anos) | positivo | negativo | positivo | negativo | positivo | negativo | positivo | negativo
10-18 | 104 89.6 0 100 19.2 80.8 48.4 51.6
19-26 9.0 91.0 3 97 15.2 84.8 38.6 61.4
27-34 3.7 96.3 3 97 10.9 89.1 36.7 63.3
35-42 2.1 97.9 6 94 10.0 90.0 345 65.5
43-50 15 98.5 4 96 9.4 90.6 32.7 67.3
51-94 0.4 99.6 2 98 8.4 91.6 19.7 80.3

A andlise da tabela evidencia uma diferenca significativa entre as diferentes faixas
etarias. Como se pode observar as faixas etarias que agrupam os utentes mais jovens
sd0 as que apresentam uma maior taxa de positivos em trés das quatro analises
pedidas. Esta faixa etaria corresponde a idade de inicio das relagcBes sexuais,
existindo uma maior possibilidade de multiplos parceiros e isso correspondera
também a uma maior probabilidade de contrair uma DST. Em simultdneo ndo sera de
rejeitar a hipdtese de nestas faixas etérias a procura de consultas estar de facto
relacionada com a sintomatologia associada a estas infegdes. De realcar ainda que o
Mycoplasma hominis apresenta a maior taxa de positivos para os utentes entre 0s 35
e 0s 42 anos.

Tendo em conta os dados obtidos na tabela anterior optou-se por realizar o teste do
Qui-Quadrado para verificar se a diferenca entre as faixas etérias é estatisticamente
significativa. Contudo e dada a ocorréncia de frequéncias inferiores a 5 em 50% das

células para a analise do Mycoplasma hominis, situacdo essa que compromete 0 USO
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do teste, entendeu-se que seria, do ponto de vista da analise, mais prudente redefinir
as faixas etarias em apenas 3 grupos. Assim, foram consideradas (i) faixa etaria 1 que
compreende todos 0s utentes até aos 30 anos; (ii) faixa etaria 2 que engloba todos os
utentes entre os 31 e 0s 45 anos e (iii) faixa etaria 3 que diz respeito aos restantes
utentes com idades superiores a 45 anos. Esta opcéo recai sobretudo na possibilidade
de analisar a amostra em funcdo dos utentes que se encontram numa faixa etaria

reprodutiva e os que ja ndo fazem parte desse grupo.

Dado o elevado nimero de outputs produzidos optou-se por apresentar os resultados
obtidos por extenso, apresentando-o0s separados por cada tipo de infe¢do. Assim, para
a infecdo por Mycoplasma hominis constata-se que entre as faixas etarias 1 e 2,
ambas em idade reprodutiva, ndo existe diferenga significativa. O mesmo
comportamento é observado quando se compara a faixa etaria2 coma3 ealcoma

3. Em todos os conjuntos foi obtido um p-value > 0.05.

Quando se avalia o comportamento das diferentes faixas etarias para a infecdo por
Ureaplasma urealyticum verifica-se que a faixa 1 apresenta uma maior percentagem de
positivos (13,5%) que a faixa etaria 2 (10%) e o valor de significancia obtido é de 0.001 o
que indica haver diferencas significativas entre as faixas etarias em estudo. O mesmo
comportamento € registado quando se compara a faixa etaria 1 com a 3 obtendo-se neste
caso um p-value < 0.001. Contudo na analise comparativa das faixas etérias 2 e 3 chega-se a

um p-value = 0.168 indicando assim ndo existirem diferencas significativas entre

estes grupos etarios.

Na analise do comportamento para a infecdo por Ureaplasma parvum observa-se que,
independentemente das faixas etarias em comparacdo, o resultado da aplicacdo do teste Qui-
Quadrado é semelhante em todos, concluindo-se assim que existem diferencas
significativas entre estas trés faixas etarias (1-2 e 1-3, p-value <0.001; 1-2, p-
value = 0.008).

No estudo comparativo para a infecdo por Chlamydia trachomatis optou-se por fazer a
analise usando também a informagao do tipo de recolha. A observacdo dos outputs permitiu
validar toda a informacdo ja apresentada e que de facto quando se analisa em funcédo da faixa
etaria se conclui que a partir de uma determinada idade (43 anos) o nimero de analises com
resultados positivos é muito baixo. Assim, para a Chlamydia trachomatis apenas nédo
apresentam diferencas significativas os resultados obtidos com as analises cuja recolha foi de

exsudado do endocolo, faixas etarias 2-3 com p-value = 0.077, e de exsudado retal, faixas
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etarias 1-2 com p-value =0.106. Todas as outras comparacGes obtiveram valores de

significancia inferiores a 0.05.

3.3 PRESENCA SIMULTANEA DAS DIVERSAS BACTERIAS

A presenca de mais do que uma agente é frequente e por isso optou-se por verificar
se a amostra em estudo seguia esse padrdo. Apesar de todas as bactérias em causa
poderem ter transmissdo sexual, apenas a CT é potencialmente patogénica a priori, 0s
restantes podem ser apenas colonizadores. Fez-se entdo um cruzamento da CT com
as outras 3 bactérias, para avaliar a presenca de mais do que um agente. Dos 25 685
pedidos de analises, 8 094 (31,5%) foram pedidos para mais do que um agente
bacteriano. Neste estudo apenas cerca de 1% apresenta resultados positivos para mais
do que uma bactéria, ndo tendo assim expressividade. No entanto a colonizacao

CT/UP é a que apresenta maior nimero de casos como seria expectavel.

Tabela 12 — Cruzamento de CT com as restantes bactérias

Mycoplasma Ureaplasma Ureaplasma

hominis urealyticum parvum

negativo | positivo | negativo | positivo | negativo | positivo

Chlamydia negativo 532 13 3924 110 1896 37

trachomatis | positivo 21 2 492 15 1003 49

3.4 AVALIACAO DA NECESSIDADE DE APLICACAO DE TERAPEUTICA

A administragdo de forma indevida de antibidticos resulta num aumento da
resisténcia aos mesmos 0 que se tem vindo a tornar num grave problema de satde
publica. Apesar do problema ainda subsistir a introducdo no mercado das técnicas
moleculares que permitem separar 0 Ureaplasma spp em Ureaplasma urealyticum e
Ureaplasma parvum permitiu uma nova abordagem terapéutica contribuindo assim

para a diminuicdo da prescricao de antibidticos.
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A avaliacdo dos resultados das duas analises, apresentados na tabela 13, mostra que
se ndo existisse a separacdo entre UU e UP, e apenas fosse considerado Ureaplasma
spp. dos 3 724 utentes 1 444 realizariam terapéutica com antibiotico. No entanto,
apenas 213 utentes necessitam efetivamente de terapéutica antibacteriana. Estes

resultados evidenciam claramente um avanco significativo em termos de terapéutica.

Tabela 13 — Ureaplasma parvum vs Ureaplasma urealyticum

Ureaplasma urealyticum
Total
Negativo Positivo
Negativo 2280 164 2444
Ureaplasma parvum
Positivo 1231 49 1280
Total 3511 213 3724
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4. DiIsCcuUssAO

As infegBes genitais podem ser consideradas como uma das principais causas de
infertilidade, uma vez que provocam sequelas transitorias ou permanentes nos 6rgaos
relacionados a reproducdo, tanto masculinos como femininos. A presenca de uma
DST ¢é igualmente preocupante durante a gestacdo em funcdo dos possiveis efeitos
adversos sobre 0 bindmio mae-feto bem como durante o parto. De referir ainda que
as DST apresentam-se sob diversas manifestagdes clinicas cujas consequéncias tém

um impacto significativo na sociedade.

O rastreio de Chlamydia e Mycoplasma permite: (i) diminuir o nimero de mulheres
infetadas em idade fértil; (ii) diminuir o nimero de infe¢des progressivas a partir de
idades precoces; (iii) diminuir o namero de infe¢Ges profundas como salpingites e
uretrites; (iv) elevar o nimero de utentes diagnosticados e que passam a fazer
terapéutica. Se o rastreio for bem-sucedido contribuira para a diminui¢do do nimero
de casais inférteis e também terd um papel importante na prevencdo de outras

infecOes que se podem vir a desenrolar e evoluir para tumores.

Este estudo incidiu sobre uma amostra com idade média dos utentes de
aproximadamente 34 anos, situando-se a faixa etaria com maior pedido de anlises
entre 0s 27 e 0s 34 anos, uma faixa etaria sexualmente ativa, em idade reprodutiva e
também com uma forte probabilidade de contrair DST. Esta faixa etéaria corresponde
a utentes que procuram consultas de ginecologia por diversos motivos, consulta de
rotina, consulta de planeamento familiar, ou ainda por se encontrarem num periodo
de gestacdo, razbes estas que contribuem para aumentar este nimero, estando em
concordancia com o descrito na literatura no que diz respeito a importancia destas
bactérias em questdes reprodutivas. Assim, sera também esta a razdo que justifica o

tipo de colheita mais usado, o exsudado vaginal.

Neste estudo constatou-se que das 25 685 analises efetuadas, apenas 4.6% foram de
amostras masculinas, visto que a maioria dos homens s6 fazem consulta se
apresentarem sintomatologia. Pelo contrario, as mulheres sdo muitas vezes prescritas
analises mesmo quando estas ndo apresentam sintomas, pois recorrem com mais
frequéncia a consultas de rotina/planeamento familiar. A prescricdo na auséncia de
sintomatologia esta relacionada com o facto de as DST serem doencas “silenciosas”,

sendo as andalises prescritas por questdes de seguranca, permitindo assim fazer um
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rastreio a doenca. Existe ainda outro facto que merece relevo que se prende com a
detecdo das DST durante a gravidez, isto porque, as alteracGes fisioldgicas da
gravidez podem dificultar o diagnéstico da utente, assim como a presenca do feto
pode limitar o tratamento. Assim, é natural que durante o periodo de gestacdo quando
a mulher mais procura assisténcia médica, lhe seja prescrito este tipo de analises.
Esta situacdo também contribui para o aumento da discrepancia entre sexos no que
diz respeito ao numero de analises realizadas e tendo em conta os dados, era
expectavel que a colheita efetuada no exsudado vaginal fosse a mais comum e de
facto assim acontece. Este tipo de colheita é a que tem maior prevaléncia no presente
estudo.

Das analises em estudo a Chlamydia trachomatis é a analise com maior nimero de
pedidos tanto no sexo feminino como no masculino, por ser a DST mais prevalente
na atualidade. No periodo a que corresponde este estudo, ocorreram no Sexo
feminino cerca de 4% de novos casos e no género masculino 10%, outros estudos

referem percentagens semelhantes.'®*

Estes numeros podem gerar alguma
preocupacdo dado que em Portugal a percentagem de casais inférteis é elevada. As
colheitas de urina e exsudado uretral sdo o0s produtos que apresentam maior
positividade para ambos 0s sexos. No caso dos homens a urina é o material bioldgico
de escolha para o diagnostico de Chlamydia trachomatis por PCR, por ser de facil
colheita. No entanto, na amostra em estudo observa-se existir maior nimero de
pedidos para exsudado uretral devido muito provavelmente ao facto de existir
sintomatologia localizada. Contudo, é de salientar que na amostra em estudo a

colheita com maior percentagem € a de exsudado vaginal pelas razfes ja expostas.

As amostras de urina recolhidas de utentes do sexo feminino apresentaram duas
vezes mais inibidores do que as do sexo masculino, porém, como 10 a 23% das
mulheres apresentam apenas infecdo uretral é aconselhavel a colheita de zaragatoa
endocervical ou vaginal em conjunto com a colheita de urina, para aumentar a
probabilidade de determinar a presenca da infecdo, explicando-se assim o facto de
haver mais do que um produto pedido para o mesmo utente.®” Acredita-se que a
inibicdo parcial ou total da PCR em mulheres possa ocorrer devido a hormona beta-
gonadotrofina coribnica (B-HCG), uso de contracetivos, uso de gel de lubrificagcdo na
aplicacdo do espéculo, presenca de metais em dispositivos intra-uterinos (DIU) e

cristais que contenham catides divalentes, particularmente ides de magnésio que

51



apresentam efeito inibidor significativo na atividade da Taq polimerase.®® Os
inibidores de PCR estdo presentes predominantemente em urina e na camada
superficial da mucosa uretral de mulheres jovens. Porém, inibicdo € detetada tanto
em amostras urindrias de mulheres como de homens, em exsudados uretrais
masculinos e femininos e também em exsudados vaginais e endocervicais.**%* A
presenca de inibidores pode ser contornada efetuando o congelamento e
descongelamento das amostras que pode destruir moléculas inibit6rias labeis ou
libertar alvos adicionais de moléculas de DNA rompendo as células bacterianas mais
eficazmente, assim como pode atuar diretamente em proteinas induzindo uma
mudanca conformacional e subsequente perda da atividade inibitoria. O aquecimento
das amostras entre 95°C e 100°C durante 10 minutos tem sido referido com relativa
eficacia, para inativagdo de inibidores.®*®° Desta forma poder-se-a contribuir para
um melhor diagnostico desta DST. De salientar ainda que, apesar das colheitas de
urina apresentarem uma percentagem de positivos mais elevada, esta analise nao

deve ser utilizada sozinha para o diagnéstico. 29010

Para além da infecdo por Chlamydia trachomatis, as infe¢cbes por Mycoplasmas e
Ureaplasmas, apesar de menos referenciadas na literatura, também podem causar
efeitos nocivos a fertilidade e ao sistema urogenital. Dados da literatura
fundamentam o impacto negativo dessas infecBes sobre as variaveis ligadas a

reproducdo, mas nota-se grande variagao na incidéncia destas alteragdes.

Neste estudo a baixa percentagem de Mycoplasma hominis estd em concordancia
com a literatura.”*®* O Mycoplasma hominis é frequentemente isolado do trato
urogenital e do trato respiratério de pessoas saudaveis e assintomaticas, sendo por
essa razdo a analise menos prescrita. O facto de ser mais prescrita em mulheres do
que em homens e neste caso ser predominante o pedido no exsudado vaginal
acompanha o ja descrito para a Chlamydia trachomatis. O facto de ndo existir
nenhum caso positivo em homens é devido a este ser sobretudo um colonizador na

mulher.

Os resultados para Ureaplasma Urealyticum (11%) acompanham o descrito na

literatura que apresentam percentagens equivalentes.'®*°

Em relacdo ao Ureaplasma parvum (15% das analises prescritas) esta é a analise que

apresenta maior percentagem de positivos (34%) estando este facto associado a ndo
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patogenicidade, por fazer parte da flora vaginal normal e estando também associado
a infecBes do trato urinario, sendo portanto a espécie mais comumente isolada em
amostras clinicas, estando de acordo com o descrito na literatura.*®*® Cerca de 70%
dos pedidos totais para os Ureaplasmas é feito em conjunto para os Ureaplasma
urealyticum e Ureaplasma parvum, dos quais apenas fazem terapéutica os utentes
que apresentam resultados positivos para UU ou UU+UP, o que na amostra em
estudo corresponde apenas a 14% do total de positivos. O facto de haver distingéo
através dos métodos moleculares entre UU e UP faz com que a antibioterapia apenas
seja administrada no caso de a infecdo ser causada por UU, que é a forma patogénica.
Antes de existir esta distin¢do todos os casos eram referenciados para administracao
de antibioterapia. No caso do UP n&o se procede a antibioterapia por este ndo ser
considerado patogénico. Este facto contribuiu para o uso racional de antibidticos,
assim como para a diminuicdo de resisténcia a antibioticos, e ainda se observa uma
reducdo de custos associada a realizacdo de menos terapéutica. De salientar ainda
que para estas infeces a maior taxa de positivos localiza-se essencialmente nas
faixas etarias 1 e 2 que englobam os utentes até aos 26 anos. Esta faixa etaria
corresponde a idade de inicio das relagbes sexuais, existindo uma maior
possibilidade de mdultiplos parceiros e isso corresponderd também a uma maior

probabilidade de contrair uma DST.
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5. CONCLUSOES

Os estudos realizados ao longo deste trabalho, sobre a incidéncia de bactérias
associadas a doencas sexualmente transmissiveis numa vasta gama de idades,
permitiram abordar algumas das questdes mais criticas relacionadas com as questfes

de infertilidade e dos efeitos adversos sobre o bindmio mae-feto.

Uma das situacfes mais exploradas prende-se com o nimero de novos casos que
surge em cada um dos géneros. Se por um lado o género masculino apresenta-se com
uma maior taxa que pode ser justificada pela procura devido a sintomatologia, por
outro pode-se usar o rastreio e a prevencdo para justificar a menor taxa apresentada
pelo género feminino. De salientar, contudo, que o rastreio tem neste tipo de
bactérias um papel fundamental no que respeita a sociedade. O nimero cada vez
menor de nascimentos, 0 nimero cada vez maior de casais inférteis e 0 nimero cada
vez maior de bebés que apresentam problemas a nascenca relacionados com estas
infecOes justifica o elevado niumero de analises realizadas nas faixas etarias de maior

risco.

Este estudo revelou ainda que o tipo de colheita pode influenciar os resultados
obtidos e que é aconselhavel usar mais do que um tipo de colheita para garantir um
melhor diagndstico.

O uso de métodos moleculares que permitem a distincdo entre os Ureaplasma
urealyticum e Ureaplasma parvum, contribui para o uso racional de antibiéticos,
diminuindo assim a resisténcia aos mesmos e viabiliza simultaneamente uma redugéo

de custos associada a realizacdo de menos terapéutica.

Neste estudo abrangente ndo s6 em termos de nimero de andlises processadas mas
também na faixa etéria (10 — 94 anos) foi possivel concluir que, e de acordo com o
expectavel, as faixas etarias mais jovens e as faixas etarias correspondentes a utentes
em idade reprodutiva, foram as que apresentaram uma maior incidéncia de positivos.
Justifica-se assim uma intervencdo continuada ao nivel da prevencdo, realizando-se
rastreios e sensibilizando a populacdo para os riscos inerentes a contracdo deste tipo
de infegdes.
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1. ANEXOS

Tabela 14 —Resultados de Chlamydia trachomatis em fungéo da faixa etéria

Faixa etaria Chlamydia trachomatis
(anos) Negativo Positivo Tol
10-18 381 44 425
19-26 2774 275 3049
27-34 5252 203 5455
35-42 3458 73 3531
43 -50 1620 24 1644
51-94 1381 6 1387
Total 14 866 625 15 491

Tabela 15 —Resultados de Ureaplasma urealyticum em funcéo da faixa etéria

Faixa etaria Ureaplasma urealyticum Total
(anos) Negativo Positivo
10-18 84 20 104
19-26 790 142 932
27-34 1675 205 1880
35-42 1281 142 1423
43 -50 648 67 715
51-94 524 48 572
Total 5002 624 5626
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Tabela 16 —Resultados de Ureaplasma parvum relativos a Faixa Etaria

Faixa etaria Ureaplasma parvum
(anos) Negativo Positivo Tol
10-18 32 30 62
19-26 378 238 616
27-34 773 448 1221
35-42 618 325 943
43 -50 337 164 501
51-94 306 75 381
Total 2444 1280 3724

Tabela 17 —Resultados de Mycoplasma hominis relativos a Faixa Etéria

Faixa etaria Mycoplasma hominis
(anos) Negativo Positivo Tol
10-18 7 0 7
19-26 115 4 119
27-34 266 9 275
35-42 206 13 219
43 -50 122 5 127
51-94 95 2 97
Total 811 33 844
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