UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

GIULIA KARNAUCHOVAS PORTO CUNHA

Infeccdo por micoplasma genital e o desfecho de parto pré-termo: coorte BRISA

Ribeirdo Preto
2021



GIULIA KARNAUCHOVAS PORTO CUNHA

Infeccdo por micoplasma genital e o desfecho de parto pré-termo: coorte BRISA

Versao Original

Dissertacdo apresentada ao Programa de PO6s-Graduacdo da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao

Paulo para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de concentracdo: Ginecologia e Obstetricia — Biologia da

Reproducéo.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Silvana Maria Quintana

Ribeirdo Preto
2021



Autorizo a reproducdo e divulgacdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio

convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Cunha, Giulia Karnauchovas Porto

Infeccdo por micoplasma genital e o desfecho de parto pré-
termo: coorte BRISA. Ribeirdo Preto, 2021.

98 p.:il.;30cm

Dissertacdo de Mestrado, apresentada a Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto/USP. Area de concentracdo: Ginecologia e
Obstetricia.

Orientador: Quintana, Silvana Maria.

1. Gravidez. 2. Parto pré-termo. 3. Infecgdo do trato reprodutivo.
4. Micoplasma genital.




FOLHA DE AVALIACAO
Nome: CUNHA, Giulia Karnauchovas Porto
Titulo: Infeccdo por micoplasma genital e o desfecho de parto pré-termo: coorte BRISA

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo

Paulo para obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias.
Aprovada em:

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr.

Instituicdo:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Julgamento:




DEDICATORIA

Dedico este trabalho a minha familia incrivel, que sempre me apoiou ao longo de minhas
escolhas profissionais e sempre acreditou que eu daria 0 meu melhor em tudo o que decidisse
seguir. Tudo o que sou e onde estou agora agradeco e devo a vocés.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente & Professora Doutora Silvana Maria Quintana, que indo além
de seu papel de orientadora, contribuiu para 0 meu crescimento como pesquisadora e como
pessoa. Obrigada por sua alegria e vontade de se desenvolver cada vez mais, me espelho sempre
na profissional que é.

Ao meu parceiro de vida, Jodo Matheus, que esteve comigo em meu Trabalho de
Concluséo de Curso e agora em minha defesa do Mestrado. Obrigada por ter acompanhado todo
0 meu caminho até aqui. Obrigada por me mostrar, todos os dias, como as coisas podem ser
mais leves.

Aos meus parceiros de casa em Ribeir&o Preto e em S&o Paulo. Agradego imensamente
pelo respeito e torcida para a finalizacdo deste projeto.

A Stella, Suleimy e Suelen por toda a ajuda e disposicdo para solucionar as diversas
duvidas que tive ao longo desses anos.

A Larissa, minha parceira de pos-graduacéo, que esteve comigo em cada transicao deste
Mestrado, contribuindo para sua melhoria.

Aos professores Doutor Ricardo de Carvalho Cavalli e Doutora Viviane Cunha Cardoso
por todas as colocaches levantadas e ajuda oferecida ao longo do desenvolvimento deste
projeto.

Ao Nucleo de Pesquisas em Saude Coletiva da Universidade Federal do Maranhéo
(UFMA) e ao Nducleo de Estudos de Saude da Crianca e do Adolescente (NESCA) da
Universidade de Sdo Paulo (USP — Campus Ribeirdo Preto), responsavel pelo desenvolvimento
do Projeto BRISA e pelo fornecimento de seu banco de dados para analise deste projeto.

Por fim, agradeco ao apoio oferecido pela Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior — Brasil (CAPES), através da concessdao de minha bolsa de Mestrado. E pelo
apoio financeiro ao Projeto BRISA que se deu através do Programa de Exceléncia Académica
(PRONEX), uma parceria entre a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Maranh&o
(FAPEMA) e 0 Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ), pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) e pela Fundagdo de Apoio
ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FAEPA).



RESUMO

CUNHA, Giulia Karnauchovas Porto. Infecgdo por micoplasma genital e o desfecho de parto
pré-termo: coorte BRISA. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ginecologia e Obstetricia) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeir&o Preto, 2021.

Introducéo: Cerca de 10,6% das gestagdes apresentam um desfecho de parto pré-termo (PPT),
sendo ele a principal causa de mortalidade e morbidade infantil. O fator predominantemente
associado a este desfecho adverso € a infeccdo materna, com destaque a infeccdo por
micoplasmas genitais, como Mycoplasma hominis (Mh) e Ureaplasma spp. Por serem bactérias
que constituem naturalmente a microbiota genital a associacdo entre esses microrganismos e o
PPT ainda é controversa. Objetivo: Avaliar, em gestantes de uma coorte prospectiva, a
prevaléncia das infecgdes por Mh e Uu e a associacdo desta infecgdo no desfecho gestacional
de PPT. Métodos: Esta coorte constitui parte do projeto BRISA e foi acompanhada em Ribeirdo
Preto—SP, durante 2010/2011. Foram recrutadas gestantes com 20-25 semanas que realizaram
entrevistas para coleta caracteristicas de base, coleta de sangue para analise de mediadores
imunolodgicos e coleta de amostras cervicovaginais para o diagnostico de infec¢do pelo kit
Mycoplasma IST 2 (bioMérieux) e escore de Nugent. A associacdo entre a infec¢do por Mh/Uu
e caracteristicas sociodemograficas, historico clinico, disbiose vaginal e desfecho de PPT
espontaneo (PPTe) foi investigada através da analise exploratoria por Teste Qui-quadrado,
seguida por analise de regressdo logistica univariada e multivariada. Resultados: Foram
incluidas 1.349 gestantes e a prevaléncia de PPT foi de 9,2% (n=124), sendo que 71,8% (n=89)
deles foram classificados como espontaneos (PPTe). Para a analise final do estudo foram
incluidos apenas os PPTe e os parto termo (PT) (n=1.225), totalizando 1.314 gestantes
analisadas. A prevaléncia de infeccdo por micoplasma genital foi de 18% (n=236), ndo sendo
encontrada associacdo entre a infec¢do e o desfecho de PPTe (ORa 0,66; IC 95% 0,32 - 1,35).
No entanto, as gestantes com histérico de PPT anterior (ORa 1,16, IC 95% 0,55 - 2,44) e
comprimento de colo < 2,5 cm (ORa 3,97, IC 95% 1,67 - 9,47) apresentaram um risco
significativamente maior de terem PPTe. Em relacdo a infeccdo, a presenca de vaginose
bacteriana (VB) foi a variavel que mais conferiu risco a este desfecho (OR 5,1; IC 95% 3,58 -
7,28). Conclusdo: O risco de PPTe esteve independentemente associado & um historico de PPT
em gestagdes anteriores ¢ um comprimento de colo < 2cm, mas néo a infecgdo por micoplasma
genital.

Palavras-chave: Gravidez, parto pré-termo, infeccdo do trato reprodutivo, micoplasma genital.



ABSTRACT

CUNHA, Giulia Karnauchovas Porto. Genital Mycoplasma infection and preterm birth
outcome: BRISA cohort. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ginecologia e Obstetricia) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Background: Preterm birth (PTB) is the outcome of 10.6% of pregnancies and is the leading
cause of morbidity and mortality in the infant. The most frequent cause associated with this
outcome is maternal infection. And genital mycoplasma, such as Mycoplasma hominis (Mh)
and Ureaplasma urealyticum (Uu), possibly is an important bacterium associated with PTB.
Though, because they naturally constitute the genital microbiota, this correlation is
controversial. Objective: Access, in pregnant women of a prospective cohort, the prevalence
of Mh and Uu infection and the association of these infections with the pregnancy outcome of
PTB. Methods: This cohort constituted part of the BRISA Project and was developed in the
city of Ribeiréo Preto-SP in 2010/2011. For the study, pregnant women with 20-25 weeks of
gestational age were enrolled. At the prenatal visit, the following variables were collected:
baseline data with an interview; blood for immunological mediator analysis; cervicovaginal
samples for the infection diagnosis using the Mycoplasma IST 2 (bioMérieux) kit and Nugent
score. The association between Mh/Uu infection and sociodemographic characteristics, clinical
history, vaginal dysbiosis, and spontaneous PTB (sPTB) outcome were assessed with Chi-
square analysis, followed by logistic regression analysis. Results: 1.349 pregnant women were
included and 9.2% (n=124) had PTB outcome, from those 71,8% (n=89) was classified as
spontaneous (SPTB). For the final analysis, only sPTB (n=89) and the term birth (TB, n=1.225)
were included, with a total of 1.314 pregnant in the final analysis. The prevalence of genital
mycoplasma infection was 18% (n=236) and no association between infection and sSPTB was
found (aOR 0,66; 95% CI 0,32 - 1,35). However, history of previously PTB (aOR 1,16, 95%
Cl1 0,55 - 2,44) and cervical length < 2,5 cm (aOR 3,97, 95% CI 1,67 - 9,47) were significantly
higher at sSPTB group. The presence of bacterial vaginosis (BV) was the variable that had the
most risk of genital mycoplasma infection (OR 5,1; 95% CI 3,58 - 7,28). Conclusion: The risk
of sSPTB was independently associated with the history of PTB and the cervical length, bud not
with the genital mycoplasma infection.

Keywords: Pregnancy, premature birth, reproductive tract infections, genital Mycoplasma.
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A partir de uma sequéncia de eventos clinicos, que incluem ruptura da membrana
corioamniotica, aumento na contracdo miometrial e remodelamento cervical, a via comum do
trabalho de parto é desencadeada, resultando na expulsdo do feto e placenta (ROMERO et al.,
2006). Por se tratar de uma extensa via, diversos fatores podem altera-la, levando a
complicagdes gestacionais e ao desencadeamento de um desfecho obstétrico adverso, como o
parto pré-termo (PPT) (ROMERO; DEY; FISHER, 2014). Em 2014, cerca de 15 milhdes de
neonatos nasceram prematuramente (CHAWANPAIBOON et al., 2019), e as complicacbes
decorrentes de um PPT sdo as principais causas de mortalidade em criangas com até 5 anos de
idade, além de estarem relacionadas a diversas morbidades infantis (HOWSON C. P., KINNEY
M.V., 2012).

As infeccBes genitais, causadas por diferentes agentes etioldgicos, tém sido associadas
a desfechos obstétricos adversos, no entanto as evidéncias sobre essa relacdo ainda sao
controversas. As infecgOes causadas pelos micoplasmas genitais, dentre eles Mycoplasma
hominis (Mh) e Ureaplasma spp, vém apresentando destaque no desfecho de PPT. Melhorar o
compreendimento a respeito desse possivel fator de risco é fundamental para a identificacdo de
gestacdes consideradas de risco e consequente para 0 aprimoramento de intervencdes
preventivas. Dessa forma, este estudo foi desenvolvido com o intuito de melhorar a qualidade
do atendimento de pré-natal e contribuir para desfechos obstétricos e perinatais positivos.



2. REVISAO DA LITERATURA




2.1. VIA COMUM DO TRABALHO DE PARTO

A gravidez, periodo em que o organismo materno precisa manter uma relacao
balanceada com o feto em desenvolvimento, é dependente de uma constante e efetiva
comunicagdo cruzada entre dois organismos semialogénicos. Dessa forma, o sucesso da
gestacdo esta muito relacionado a um complexo estado de equilibrio do sistema imune materno.
Onde a0 mesmo tempo em que é necessario manté-lo tolerante o suficiente para garantir o
desenvolvimento fetal, € preciso também regular a inflamac&o para assegurar o remodelamento
vascular, diferenciacdo e maturacdo dos tecidos uterinos, além de manter um nivel suficiente
de imunocompeténcia para proteger o organismo materno de possiveis patégenos (MILLER et
al., 2020; PETERSON et al., 2020; PRABHUDAS et al., 2015).

Dessa forma, durante a gestacdo, o repertério imune da interface materno-fetal tem a
atuacdo de diversos tipos celulares em conjunto, com destaque a células da imunidade inata,
como natural killers (NK) e macrofagos, além de células da imunidade adaptativa, como as
células T reguladoras (Treg), que contribuem com uma funcdo supressora, construida
principalmente a partir da liberacdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e fator de
transformacéo do crescimento (TGF)-B (MILLER et al., 2020).

De uma forma contréria a quiescéncia uterina e ao cenario imunossupressor construido
durante a gestacdo, o momento do trabalho de parto constitui um processo inflamatério
fisioldgico, responsavel por romper a homeostase imune da interface materno-fetal, resultando
na ruptura das membranas maternas, amadurecimento cervical, aumento das contragdes
uterinas e no desencadeamento do trabalho de parto (MENON et al., 2020; SMITH, 2007).

A ordem em que a via do trabalho de parto ocorre ainda ndo estd completamente
elucidada, mas as sinalizacBes fisicas e hormonais produzidas pelo feto durante seu
desenvolvimento constituem um estimulo primario para o inicio do processo inflamatério do
parto (MENDELSON, 2009; MENON et al., 2016). Compostos bioquimicos liberados por
orgdos fetais em maturacdo, como por exemplo a produgéo de proteinas surfactantes (PS) pelo
pulméo, indicam a prontiddo fetal para o nascimento e sinalizam a necessidade de transicao de
um Utero em estado quiescente para um estado ativo (CONDON et al., 2004; GAO et al., 2015).

Além disso, o estresse celular causado pelo estiramento do miométrio e amnio, devido
ao crescimento fetal, também é um fator que favorece o cenario de desencadeamento do parto
(MENDELSON, 2009; MENON et al., 2020). Este estiramento das membranas, somado a
maturacao fetal e aumento da demanda metabdlica do feto durante seu crescimento, elevam 0s

niveis de estresse oxidativo (EO) no Utero, o que gera um acumulo de espécies reativas de
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oxigénio (ERO) (MENON, 2014; MENON et al., 2020). Esses sinais de estresse podem causar
danos ao DNA que, somados a replicacdo celular das membranas durante a gestacdo, aceleram
o0 processo fisioldgico de senescéncia (envelhecimento) dos tecidos fetais e maternos (MENON
et al., 2013). Durante a senescéncia celular, sdo produzidos diversos biomarcadores que
caracterizam o fendtipo secretor associado & senescéncia (SASP), dentre eles: citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento e metaloproteinases matriz (MMPs), enzimas que
degradam a matriz extracelular das membranas, fazendo com que elas fiqguem estruturalmente
e funcionalmente mais frageis (BEHNIA et al., 2015; COPPE et al., 2010).

A partir desta sobrecarga inflamatdria causada pelos estimulos fetais, h4 o inicio da
ativacdo uterina, um processo possivelmente constituido por duas vias principais: por uma
ativacdo direta de genes associados a contracdo miometrial (COX-2, receptor de oxitocina), a
partir de fatores de transcricdo como o fator nuclear (NF)-xB; e por uma acéo indireta a partir
da reducdo na capacidade do receptor nuclear de progesterona (RP) em mediar a quiescéncia
uterina (GAO et al., 2015; MENDELSON, 2009).

Estudos indicam gque a producdo em larga escala de progesterona (P4) durante a gestacao
constitui um fator importante para a constru¢do de um ambiente imunoldgico tolerante (SHAH
etal., 2019; SHAH; IMAMI; JOHNSON, 2018). Atuando principalmente por receptores como
0 RP nos tecidos do trato reprodutivo, a P4 pode afetar a cascata de inflamacdo e agir na
manutencdo da gestacdo a partir do antagonismo de NF-xB e, consequentemente, inibicédo de
genes relacionados a contracdo uterina (HARDY et al., 2006; VRACHNIS et al., 2013).

No entanto, uma vez que a carga inflamatdria é estabelecida no utero, a P4 perde sua
efetividade. Com o0 aumento da inflamacgao, ocorrem alterac@es na responsividade do miométrio
a P4, acarretando a queda da “progesterona funcional” no organismo (MERLINO et al., 2007;
NADEEM et al., 2016). Possivelmente, essa mudanca na responsividade a P4 ¢ atribuida ao
inicio da expressdo alterada de coativadores de RP, com a producéo de suas isoformas inativas,
prejudicando a agdo quiescente da progesterona no utero (CONDON et al., 2006; HARDY et
al., 2006; TAN et al., 2012).

Sendo assim, o inicio do trabalho de parto pode ocorrer a partir de processos fisioldgicos
ou patoldgicos que quebram a homeostase imunoldgica do Utero (MENON et al., 2016, 2020).
Conforme o feto se desenvolve, sdo gerados sinais que geram uma sobrecarga inflamatoria
(CONDON et al., 2004), através da sintese de citocinas pré-inflamatorias, como interleucina
(IL)-1B, I1L-6, IL-8, fator de necrose tumoral (TNF)-o. (HADLEY etal., 2018) e SASPs (COPPE
et al., 2010). Essa sinalizagdo promove o recrutamento de células imunes ativas para a regido

materno-fetal, como neutrofilos e macrofagos, o que aumenta a cascata de sinalizacdo da
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inflamacao e resulta na ativacao de fatores de transcri¢cdo, como NF-kB (MENDELSON, 2009).
A partir da ativacdo de NF-«xB, s&o mediadas alteracdes na expressao de isoformas de PR,
levando a queda da progesterona funcional (CONDON et al., 2006; SHAH et al., 2019) e
aumento na expressdo de genes relacionados a contragdo miometrial (NADEEM et al., 2016;
TAN et al., 2012). A partir disso, € iniciando um fendtipo ativo do Utero para o trabalho de

parto.

2.2. PARTO PRE-TERMO

Como mencionado, o trabalho de parto é constituido por uma complexa e redundante
interacdo entre vias que irdo garantir a expulsdo do feto e da placenta no momento do
nascimento. No entanto, diversos fatores podem influenciar essa via, acarretando desfechos
gestacionais adversos, como € o caso do PPT.

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) define como PPT o parto que ocorre antes de
37 semanas de gestacdo ou com menos de 259 dias (HOWSON C. P., KINNEY M.V., 2012).
Em 2014, estima-se que cerca de 14,8 milhdes dos partos no mundo foram prematuros,
representando cerca de 10,6% dos nascimentos (CHAWANPAIBOON et al., 2019). J& no
Brasil, no ano de 2017, a prevaléncia de prematuridade foi de 11% (MINISTERIO DA SAUDE,
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2019).

A prematuridade, junto com doencas infecciosas como pneumonia e maldria, representa
uma das principais causas de mortalidade infantil, levando a ébito cerca de 1 milh&o de criangas
de até 5 anos de idade anualmente (HOWSON C. P., KINNEY M.V, 2012; UN IGME, 2020).
Além de estar relacionada a diversas morbidades infantis, incluindo doencas respiratorias, como
sindrome do desconforto respiratério e displasia broncopulmonar, sequelas neuroldgicas, como
paralisia cerebral, retardo mental e déficits auditivo e visual, infec¢des, dificuldades de
alimentacdo e disfungdes cognitivas (CHAWANPAIBOON et al., 2019; LIU et al., 2016;
SAIGAL; DOYLE, 2008).

A taxa mundial de nascimentos prematuros vem aumentando desde 2000, quando a
estimativa de PPT era de 9,8% (CHAWANPAIBOON et al., 2019). Embora nesse periodo o
quadro de mortalidade causada pela prematuridade tenha apresentado reducao em paises de alta
renda, em muitos paises de baixa e média renda esse cenario se mantém. O Brasil, que
representa 2,2% dos nascimentos mundiais, esta na 9° posicao dos paises com maiores taxas de
prematuridade (CHAWANPAIBOON et al.,, 2019). Estudos indicam que, além das

complicagOes causadas ao neonato, os PPT também estdo associados a altos custos aos servicos
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de saude e dificuldades psicolodgicas e financeiras a mée e familiares (KORVENRANTA et al.,
2010; SINGER et al., 1999). Dessa forma, na perspectiva de melhorar o atendimento e a
qualidade de vida materna e infantil, é necessario entender melhor a epidemiologia e fatores de

risco relacionados ao PPT.

2.2.1. Epidemiologia

Os PPTs podem ser classificados de acordo com 0s seus precursores obstétricos: (a)
latrogénico: quando a resolucdo da gravidez se deve a indicagGes maternas ou complicagdes
obstétricas e o parto é induzido ou realizada uma cesarea; (b) espontaneo com inicio das
contracdes uterinas e diagndstico de trabalho de parto com as membranas corioamnidticas
integras; e (c) espontaneo com a ruptura prematura de membranas pré-termo (RPMPT), sendo
independente da forma do parto, vaginal ou ceséarea. Os cenarios descritos nas letras b e ¢ séo
referentes ao PPT espontaneos (PPTe), que equivale a cerca de 65-75% dos partos prematuros
(GOLDENBERG et al., 2008; HOWSON C. P., KINNEY M.V, 2012).

O PPT também pode ser dividido de acordo com a idade gestacional (IG) no momento
do parto. Uma média de 5,2% ocorrem entre 22-27 semanas de gestacdo, sendo classificados
como “prematuridade extrema”; 10,4% ocorrem de 28 a 31 semanas, denominado
“prematuridade moderada”; e 84,3% sdo classificados como “prematuridade tardia”, ocorrendo
entre as 32 a 36 semanas de gestacdo (HOWSON C. P., KINNEY M.V., 2012). Sendo a
severidade dos riscos de desfechos neonatais adversos inversamente proporcional a IG no
momento do parto (SAIGAL; DOYLE, 2008).

2.2.2. Fatores de risco

O PPT tem sido considerado uma sindrome multifatorial e a busca por fatores de risco
para este desfecho € cada vez mais importante (ROMERO et al., 2006; ROMERO; DEY;
FISHER, 2014). O reconhecimento desses fatores torna possivel a identificagdo de mulheres
com gestacgdes consideradas de risco, permitindo intervencdes precoces e mais especificas, além
de contribuir para uma anéalise mais refinada da populacéo de gestantes nos estudos.

Existem diversos aspectos maternos e fetais que tém sido associados ao desfecho de
PPT. Dentre eles, podemos incluir algumas caracteristicas sociodemogréaficas que estudos vém
verificando associacdo, como a etnia materna, baixos niveis educacionais e socioeconémicos,
extremos de idade materna e situacdo marital (ANDERSON et al., 2017; GOLDENBERG et



22

al., 2008; THOMA et al., 2019); hébitos durante a gestacdo, como tabagismo e elitismo;
historico clinico e obstétricos da gestante, como predisposicéo genética, méa formacdao uterina e
PPT prévio; e fatores clinicos da gestacao atual, como diabetes, hipertensdo, obesidade, estresse
psicossocial, encurtamento cervical e infeccdo (GOLDENBERG et al., 2008; LIU et al., 2019;
REJNO et al., 2019).

Como o sistema imune participa ativamente do trabalho de parto, o aumento na
expressdo e regulacdo de moléculas imunes, devido a presenca de microrganismos ou
componentes microbianos sollveis na regido intrauterina, pode acarretar em um desfecho
obstétrico adverso (YOCKEY; IWASAKI, 2018). As infeccbes maternas tém sido
responsabilizadas por cerca de 25 a 40% dos nascimentos prematuros espontaneos, sendo que
pelo menos 1 em cada 4 desses neonatos nascem de mdes com infeccdo intra-amnidtica
subclinica (GOLDENBERG et al., 2008; ROMERO; DEY; FISHER, 2014).

Estudos que caracterizaram 0s microrganismos presentes na cavidade uterina de
gestantes com desfecho de PPTe, identificaram um padrdo microbiano similar ao do trato
genital inferior feminino (TGIF), sendo os micoplasmas genitais 0s microrganismos mais
frequentemente encontrados nos casos de infeccdo intra-amniotica, principalmente o
Ureaplasma parvum (Up), o Ureaplasma urealyticum (Uu) e o Mh (CAPPELLETTI et al.,
2016; PAYNE; BAYATIBOJAKHI, 2014). Ainda que seja possivel demonstrar que a
colonizacdo da cavidade amniética de gestantes com PPTe é primordialmente constituida por
micoplasmas genitais, 0os mecanismos de desencadeamento desse desfecho por esses
microrganismos ainda ndo estdo bem definidos, pois os mesmos também sdo encontrados em
mulheres com parto a termo (ROMERO et al., 2014a).

No entanto, além da analise da relacdo dessas bactérias na cavidade uterina com o PPTe,
é importante estudarmos também se a presenca desses microrganismos ainda no TGIF seria
capaz de influenciar o desfecho gestacional, visto que evidéncias recentes tém indicado que a
ascensdo dos micoplasma genitais do TGIF ao Utero, através do cérvix, é a principal via de
infeccdo intra-amniotica (PAYNE; BAYATIBOJAKHI, 2014; ROMERO et al., 2019;
ROMERO; DEY; FISHER, 2014).

2.3. MICOPLASMAS GENITAIS
Mh e Ureaplasma spp. microrganismos de uma classe de bactérias gram-positivas

chamada Mollicutes, comumente conhecidos como micoplasmas genitais (TAYLOR-
ROBINSON, 2017). Essas bactérias sdo frequentemente encontradas no trato urogenital
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feminino e masculino, tanto de individuos saudaveis quanto sintomaticos (HORNER et al.,
2018). Em niveis elevados esses microrganismos sdo capazes de causar efeitos citotdxicos
locais devido a producdo de amonia atraves da quebra de arginina e ureia pelo Mh e Ureaplasma
spp., respectivamente. Esse processo induz uma resposta inflamatoria com aumento de
citocinas IL-1, TNF-a e IL-6, além de aumento do pH vaginal, o que torna o ambiente vaginal
mais permissivo a infec¢Bes por outros microrganismos (DONDERS et al., 2017; TAYLOR-
ROBINSON; LAMONT, 2011).

A colonizacdo da microbiota vaginal por micoplasmas genitais € comum, sendo que a
maioria das mulheres ndo desenvolvem sintomas ou complicacdes genitais (TAYLOR-
ROBINSON, 2017). No entanto, estudos prévios sugerem que a presenca dessas bactérias pode
estar associada a certas condi¢6es do trato geniturinario, como: sintomas de uretrite, cervicite,
doenca inflamatéria pélvica (DIP) e infertilidade (GU et al., 2020; HORNER et al., 2018;
PATEL; NYIRJESY, 2010). Além disso, a infeccdo por micoplasma genital é frequentemente
associada a presenca de vaginose bacteriana (VB), uma condi¢ao caracterizada pela substituicdo
de bactérias protetoras da microbiota vaginal, como Lactobacillus spp., por um crescimento
diverso de bactérias anaerobicas e organismos facultativos, como Gardnerella vaginalis,
Atopobium vaginae, Bacteroides spp., Mobiluncus spp., e 0 Mh, causando uma disbiose vaginal
que tem sido associada a complicacBes na gestacdo (DONATI et al., 2010; KAAMBO et al.,
2018; PATEL; NYIRJESY, 2010; RAMPERSAUD; RANDIS; RATNER, 2012).

2.3.1. Epidemiologia

A capacidade de colonizacdo do TGIF por micoplasmas genitais sofre a influéncia de
diversos elementos, dentre eles: idade, hormonios, atividade sexual, caracteristicas
sociodemogréaficas, como baixo nivel de escolaridade e socioecondmico, status marital, uso de
contraceptivos, gravidez e a presenca de infeccdes sexualmente transmissiveis (IST), além de
VB (CAPOCCIA; GREUB; BAUD, 2013; TAYLOR-ROBINSON, 2017; TAYLOR-
ROBINSON; LAMONT, 2011). Devido a esta vasta quantidade de fatores de risco associados
ainfecgdo, a literatura apresenta resultados divergentes a respeito do potencial patogénico dessa
bactéria.

Além disso, a prevaléncia dos tipos de micoplasmas genitais também possui uma certa
variabilidade entre os estudos. Em gestantes, a prevaléncia de infeccdo por Uu e Mh apresenta
taxas que variam entre 35-90% e 5-75%, respectivamente (CAPOCCIA; GREUB; BAUD,

2013). J& em mulheres ndo gestantes, alguns estudos indicam que a prevaléncia pode variar de
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3,1-15% para Mh, de 5,2-20% para Uu e de 20-89% para Up (HORNER et al., 2018). No
entanto, alguns dados na literatura encontraram prevaléncias diferentes, onde mostram que as
taxas entre mulheres gestantes e nao gestantes sdo semelhantes (DONDERS et al., 2017) ou até
mesmo que gestantes podem apresentar uma prevaléncia menor do que ndo gestantes
(FREITAS et al., 2017).

2.3.2. Micoplasma genitais e o desfecho de PPT

O corpo humano possui uma vasta diversidade de comunidades microbianas, incluindo
virus, bactérias e fungos, que sdo conhecidos por terem forte relacdo com a salde humana,
devido a interacdo simbiotica com o seu hospedeiro (DI SIMONE et al., 2020). Na mulher, a
microbiota vaginal tem um papel essencial ndo apenas na salde e dishiose vaginal, mas também
no sucesso da fertilizacdo e conclusdo da gravidez (YOUNES et al., 2018). Em gestantes, a
colonizacdo do TGIF pelos micoplasmas genitais pode acarretar em desfechos obstétricos
adversos, incluindo: PPT, RPMPT, corioamnionite, aborto e natimorto, além de causar
morbidades neonatais, com destaque as doencas respiratdrias (BREUGELMANS et al., 2010;
DIGIULIO et al., 2010; DONDERS et al.,, 2000; SPRONG et al., 2020; TAYLOR-
ROBINSON; LAMONT, 2011; WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005).

Estudos vém sugerindo que, durante a gestacdo, a composicdo da microbiota vaginal
pode gerar um impacto significativo no risco de PPT (FETTWEIS et al., 2019). As alteractes
imunoldgicas e hormonais decorrentes da gravidez, podem alterar o potencial de colonizacéo
de bactérias encontradas na microbiota vaginal, incluindo os micoplasmas genitais
(AVERSHINA et al., 2017; MACINTYRE et al., 2015; ROMERO et al., 2014b; TAYLOR-
ROBINSON, 2017). Além disso, a falta de uma microbiota dominada por comunidades de
Lactobacillus spp. e a substituicdo por uma predominantemente diversa é responsavel por gerar
uma inflamacdo genital, possivelmente associada a desfechos reprodutivos adversos
(ANAHTAR et al., 2018)

Visto que fatores fisiologicos durante a gestacdo podem levar a uma mudanca no padréo
de colonizagdo por micoplasmas genitais, com aumento em sua carga bacteriana, causando
efeitos citotoxicos que levam a uma condicao de disbiose vaginal e ativacdo do sistema imune,
a presenca desses microrganismos no TGIF de gestantes pode acarretar em um desfecho de PPT
(DIGIULIO et al., 2015; KWAK et al., 2014; TAYLOR-ROBINSON, 2017).

Por mais que certos estudos tenham identificado associagdes entre a infec¢do por

micoplasmas genitais e condi¢des patoldgicas, faltam evidéncias adequadas para confirma-la.
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Devido a divergéncias metodoldgicas, amostras inapropriadas e falhas nos ajustes de analises a
potenciais fatores de confusdo, ainda ha controvérsias sobre a real patogenicidade desses
microrganismos (HORNER et al., 2018).

Diante do exposto, até o presente momento nao ha um padréo para realizacdo de testes
de rotina no pré-natal e sobre a necessidade de tratamento da infeccéo por micoplasmas genitais
(HORNER etal., 2018). Além disso, a administracdo de alguns antibiéticos, como clindamicina
e eritromicina, para o tratamento de micoplasma genitais raramente consegue erradicar a
infeccdo, provavelmente devido a resisténcia dessas bactérias a droga, sendo necessario
investigar a suscetibilidade antimicrobiana desses microrganismos para um tratamento eficiente
(TAYLOR-ROBINSON; LAMONT, 2011). Sendo assim, se torna cada vez mais importante
entendermos melhor os fatores de risco associados a infeccdo por micoplasmas genitais, assim
como sua associacdo com os desfechos gestacionais adversos em diferentes populacbes no

intuito de melhorar o atendimento de pré-natal.

2.4, HIPOTESE

a) HO: A infeccdo causada pelo Mh e Ureaplasma spp. NAO AUMENTA o risco de
desfecho de PPT,;

b) H1: A infeccdo causada pelo Mh e Ureaplasma spp. AUMENTA o risco desfecho de
PPT.



3. OBJETIVO




3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo das infeccGes por micoplasmas genitais no trato genital inferior

feminino com o desfecho gestacional de PPT em mulheres de uma coorte de pré-natal.
3.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho s&o:
a) Awvaliar a prevaléncia e fatores de risco associados ao desfecho gestacional de PPT;

b) Avaliar a prevaléncia e fatores de risco associados ao desfecho de infeccdo por
micoplasmas genitais.



4. METODOS




4.1. DESENHO E AREA DO ESTUDO

Uma coorte prospectiva de amostras de conveniéncia foi realizada entre os anos de 2010
e 2011, em duas cidades brasileiras, sendo conduzida pela Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto, Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP), sob responsabilidade do Nucleo de Estudos
de Saude da Crianca e do Adolescente (NESCA), em Ribeirdo Preto — SP, e pelo Ndcleo de
Pesquisas em Saude Coletiva da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), em Séo Luis —
MA (DA SILVA et al.,, 2014). Com o objetivo de avaliar os fatores neuroenddcrinos e
imunolégicos envolvidos no desencadeamento do PPT. Para cumprir com 0s objetivos
propostos pelo nosso estudo, foi conduzida uma analise das amostras coletadas na cidade de
Ribeirdo Preto, baseada no projeto tematico da coorte BRISA.

Foram usados métodos classicos de questionario, sendo aplicado por um entrevistador,
e andlises laboratoriais para explorar a hipotese inflamatoria da prematuridade, além de analisar
fatores de risco desse desfecho adverso. As analises referentes aos mediadores imunoldgicos
seguiram um desenho de caso-controle aninhado a coorte prospectiva, pois ndo ha necessidade
de se analisar espécimes bioldgicos para todos os controles. Os PPTe identificados na coorte
foram considerados casos, e foi realizada uma randomizacgéo, na proporc¢éo 3:1, para a selecéo
dos controles. Esse desenho de estudo reduz custos, e mantém praticamente o mesmo poder

estatistico da analise referente a coorte inteira.

4.2. PARTICIPANTES

A coorte do projeto BRISA investigada nesse estudo, foi a “Coorte de pré-natal”. Esse
estudo apresenta uma amostra de conveniéncia, sendo a populagéo de referéncia gestantes com
IG entre 20 e 25 semanas. Por ndo haver registros de mulheres gravidas ou que fazem o
acompanhamento do pré-natal, ndo € possivel obter uma amostra aleatoria representativa dessa

populacéo, sendo necessario realizar uma amostra de conveniéncia.

4.2.1. Critérios de elegibilidade

Para serem incluidas no estudo, as participantes deveriam:
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a) ter realizado o primeiro exame de ultrassonografia obstétrica antes de 20 semanas de
gestacdo, devido a maior facilidade para estimar a 1G;
b) ter entre 20-25 semanas de gestacdo no momento do recrutamento;

Cc) ter gestacao Unica;

As participantes foram excluidas do estudo, caso ocorresse:
a) Perda de segmento entre a avaliacdo do pré-natal e do nascimento;
b) Gestacdo ndo finalizada (aborto);
¢) Natimorto;
d) Né&o realizacdo do exame ou amostra insuficiente para o teste de infeccdo por

micoplasma genital.

4.2.2. Recrutamento

O recrutamento das pacientes foi realizado através de convite e divulgacdo por radio,
entre 0s anos de 2010 e 2011. Em servicos de saude da rede publica e privada, previamente
selecionados, as participantes eram convidadas a participarem do estudo durante uma consulta
de pré-natal. As interessadas em participarem da pesquisa, foram encaminhadas a Unidade de
Pesquisa Clinica (UPC), do Hospital das Clinicas da FMRP (HCFMRP), para analise dos

critérios de elegibilidade.

4.2.3. Calculo amostral

O caélculo amostral foi baseado nas prevaléncias das variaveis explicativas avaliadas
pelo projeto tematico original, que variam de 10 a 50%. Dessa forma, sendo considerada a taxa
de prematuridade de 12%, o tamanho amostral da coorte de conveniéncia de pré-natal do
BRISA foi de 3.000 mulheres (1.500 em cada cidade participante: Ribeirdo Preto e S&o Luis).

4.3. PROTOCOLOS DE COLETA DE VARIAVEIS

A coleta de dados das participantes foi realizada em dois momentos: no pré-natal,
durante o recrutamento, e no puerpério. Na visita do recrutamento, a IG das participantes foi
determinada, tendo como base dois critérios: ultrassonografia obstétrica, realizada antes de 20
semanas de gestacdo, e a data da ultima menstruacdo (DUM) (VERBURG et al., 2008). As
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participantes que tivessem IG entre 20-25 semanas e preenchessem os demais critérios de
incluséo eram registradas no estudo e encaminhadas para coleta de dados.

4.3.1. Coleta de variaveis no pré-natal

As participantes deveriam responder a um questionario geral sobre o pre-natal e dados
sociodemograficos, realizarem exames clinico para coleta de amostras biologicas do sangue e
conteddo cervicovaginal. Apés a coleta de dados, as participantes recebiam um cartdo de
identificacdo e eram instruidas a apresenta-lo na maternidade quando retornassem no momento

do parto.

4.3.1.1. Questionario

O questionario foi aplicado por um entrevistador, contendo perguntas para coleta de
varidveis de caracterizacdo da amostra, como: dados socioeconémicos e demograficos (idade
materna, etnia, escolaridade, ocupacéo, status marital, renda familiar); habitos de vida (uso de
alcool e cigarro); dados sexuais e reprodutivos (histérico gestacional, nimero de parceiros
sexuais); caracteristicas da gravidez atual (hipertensao e diabetes gestacional).

4.3.1.2. Exame ginecoldgico

Apos a inclusdo das participantes e aplicacdo do questionario, foi realizado o exame
ginecoldgico, com espéculo descartavel, para coleta de amostras do conteldo cervicovaginal.

Essas amostras foram utilizadas para os seguintes diagnésticos:

4.3.1.2.1. Vaginose bacteriana

Para o diagnostico da vaginose bacteriana (VVB) foi aferido o pH vaginal e coletado um
swab do contetdo vaginal. O swab foi inserido em um tubo com solugdo salina, e
posteriormente feito o esfregaco em lamina, para a realizagdo do exame a fresco. As
participantes com bacterioscopia de VB foram tratadas com metronidazol 500 mg de 12/12
horas, via oral durante 7 dias.

Para confirmacdo da VB, foi utilizado o escore de Nugent (NUGENT; KROHN;
HILLIER, 1991). Outros dois swabs do contetdo vaginal foram coletados e realizado o
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esfregaco vaginal em duas Iaminas, que foram submetidas a técnica de coloracdo por Gram.
Em seguida, foi realizada a avaliacdo por microscopia de imersdo — magnificagéo de 1000x —
para a caracterizacdo da microbiota vaginal. A microbiota vaginal foi classificada de acordo
com a somatdria dos escores determinados para cada populacdo bacteriana, Lactobacillus spp.,
Mobiluncus spp. e G. vaginalis, sendo dividida entre microbiota normal (escore: 0 — 3),
intermediaria (escore: 4 — 6) e indicativa de vaginose bacteriana (escore: 7 — 10).

4.3.1.2.2. Micoplasma genital

A presenca de Mh e Ureaplasma spp., assim como a suscetibilidade antimicrobiana
dessas bactérias, foi analisada através do kit Mycoplasma IST 2 (bioMérieux, Marcy-1’Etoile,
Franca), conforme indicado pelo fabricante. Com o uso de swab, uma amostra do contetdo
endocervical de cada participante foi coletada e inserida no meio de transporte R1, fornecido
pelo kit. As amostras eram mantidas entre 2-8°C por até 48h, durante o transporte até o
Laboratoério de Microbiologia do HCFMRP, onde foram realizadas as analises.

Para a andlise, 3mL do contetdo do meio R1 foram adicionados ao meio R2, que
continha 1mL de ureia/arginina liofilizada, permitindo o crescimento do Ureaplasma spp. e
Mh, respectivamente. Apos homogeneizado, 55 uL. da solu¢do R1+R2 foram pipetados em cada
um dos 22 pocos presentes na placa, seguido pela adi¢do de duas gotas de 6leo mineral. A placa
com a amostra foi incubada a 37°C, e observada apds 24h, para deteccdo do Ureaplasma spp.,
e até 48h, para deteccdo do Mh.

Caso houvesse a presenca do micoplasma genital na amostra, a ureia/arginina era
degradada, causando a mudanca na cor do meio. A cor amarela ou laranja-amarela indicava que
a amostra era negativa para Ureaplasma spp. ou Mh; vermelho claro indicava um resultado
positivo. A placa também estimava a unidade formadora de coldnia (UFC) por espécie de
bactéria, >10* ou <10%.

O teste de suscetibilidade antimicrobiana incluiu a analise de 9 antibioticos: doxiciclina,
ofloxacina, eritromicina, tetraciclina, josamicina, ciprofloxacina, azitromicina, claritromicina e
pristinamicina. A placa apresentava dois pogos por antibiotico, um com uma concentragdo baixa
e outro com uma concentracdo alta da droga, de acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (WAYNE, 2011) para o desempenho de testes de sensibilidade
antimicrobiana. Dessa forma, com presenca ou auséncia da cor vermelha nos pocos, era possivel

identificar cepas sensiveis, intermediarias e resistentes a cada um dos antibioticos.
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As participantes que tiveram exame positivo para micoplasma genital foram contatadas
e enviada uma prescricdo de azitromicina 1g, dose Unica, por via oral para o tratamento da
gestante e do parceiro. O controle de cura ndo foi realizado. Nesse estudo, as participantes que
tiveram infeccdo por micoplasma genital, constituiram o grupo positivo para a infeccdo, e

aquelas que ndo apresentaram infeccao, formaram o grupo negativo para a infeccao.

4.3.1.3. Coleta do sangue

Para a quantificagdo dos mediadores imunoldgicos, foram coletados 20mL de sangue,
por puncdo venosa, em sistema a vacuo, por tubos de polietileno com EDTA. O sangue foi
centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C, e posteriormente aliquotadas as amostras do
plasma em tubos Eppendorf de 2 mL, onde foram armazenadas em freezer -80°C no Laboratorio

Multiusuério da FMRP/USP, até processamento.

4.3.1.3.1. Quantificacéo de citocinas

Foram analisados os seguintes mediadores imunoldgicos: IFN-y, IL-10, IL-1a, IL-1B,
IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-a e TNF-B, pelo kit Luminex LX 200® da Multiplex Assays
(MILLIPLEX®, Merk). As amostras de plasma foram transferidas para freezer -20°C por
periodo overnight para descongelamento. Durante o experimento foram mantidas no gelo.
Todos os reagentes utilizados foram previamente preparados e mantidos em temperatura
ambiente, de acordo com o protocolo do fabricante.

O ensaio foi realizado em uma placa de 96 pogos, primeiramente lavada com tampéo de
lavagem por 10 minutos, sob agitacdo constante em temperatura ambiente. Para a curva padréo,
foram adicionados 25 L de cada solucdo padrdo, em diluicdo seriada, nos pocos apropriados.
Em seguida, foram adicionados mais 25 pL do tampé&o de teste em todos 0s pogos e 25 pL da
matriz sérica. Posteriormente, 25 L de amostra do plasma de cada gestante foram adicionados
nos demais pogos da placa, seguido por 25 pL da solugdo preparada com as beads marcadas
com anticorpos especificos para cada analito. A placa foi incubada overnight a 4°C, em agitagéo
constante, para posterior analise.

Ap0s o periodo de incubacéo, foi realizado o descarte do contetido da placa, seguido por
duas lavagens com tampao de lavagem e com uso de placa magnética para a aderéncia das
beads. Posteriormente a lavagem, a placa foi incubada por 1h, ap6s adicdo de 25 pL/pogo do

anticorpo de deteccdo. Em seguida, a placa foi novamente incubada com streptavidina por 30
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minutos. Finalizada as lavagens ap0s a incubacdo, a placa feita a leitura das placas pelo
equipamento Luminex®. Os niveis de cada analito foram dosados pela quantificacdo de
fluorescéncia emitida pelas beads, cujos anticorpos de superficie se ligaram de maneira

especifica aos mediadores imunoldgicos de interesse. Os resultados foram gerados em pg/mL.

4.3.2. Coleta de variaveis no puerpério

No momento do nascimento, as gestantes eram entrevistadas novamente para a
atualizacdo e melhor apuracdo de certas informacdes, como caracteristicas da gravidez atual,
idade materna, habitos de vida e caracteristicas do parto. Também foram coletadas informacdes
paras as variaveis de caracterizacdo do desfecho gestacional.

As participantes que tivessem menos de 37 semanas de gestacdo foram classificadas
como PPT. Por meio de uma avaliacdo de questionario do parto e prontuério, os PPT foram
classificados como espontaneos ou iatrogénicos. Como o objetivo do estudo foi investigar a
relacdo da infeccdo com o desfecho de PPTe, foram incluidas na analise apenas as gestantes
que tiveram PPTe. Para a identificacdo desse tipo de parto, foram analisadas as respostas
referentes a0 motivo da hospitalizagdo, se as participantes estavam sentido contragdes
dolorosas, se tiveram perda de liquido amnidtico e se foi preciso o rompimento da bolsa
amniotica pelo médico. Também foram analisadas informacGes do prontuario quanto a via de
parto, e em caso de cesarea, 0 motivo.

Nesse estudo, as participantes que tiveram menos de 37 semanas de gestacdo e foram
classificadas como PPT espontaneo de acordo com a avaliacdo de questionario e prontuario,
constituiram o grupo PPTe. E as gestantes com mais de 37 semanas foram classificadas como

parto a termo (PT), formando o grupo PT.

4.3.3. Variaveis analisadas no estudo

4.3.3.1.Variaveis dependentes

Foram realizadas duas analises principais no estudo, estratificando as gestantes em dois

desfechos:

a) Desfecho obstétrico: parto pré-termo espontaneo e parto a termo;

b) Desfecho de infeccdo: presenca e auséncia de infeccdo por micoplasma genital;
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4.3.3.2.Variaveis independentes

Analise da caracterizagdo da amostra:
a) ldade dividida em trés categorias: < 19 vs 20-34 vs > 35 anos
b) Etnia: branca vs negra;
c) Escolaridade: <9 vs 10-12 vs > 12 anos;
d) Estado civil: casada/unido estavel vs solteira/divorciada;
e) Atividade remunerada: sim vs néo;
f) Consumo de bebida alcodlica: sim vs néo;

g) Tabagismo: sim vs néo.

Anédlise das caracteristicas clinicas:
a) Historico de parto pré-termo anterior: ndo vs sim vs nulipara;
b) Histdrico de aborto anterior: ndo vs sim;
c¢) Hipertensdo gestacional: ndo vs sim;
d) Diabetes gestacional: ndo vs sim;
e) Comprimento cervical: <2,5 cm vs > 2,5 cm;
f) NUmero de parceiros sexuais: 1-4 vs > 5;

g) Escore de Nugent: 1-3 vs 4-6 vs > 7.

Anélise da infec¢do por micoplasma genital:
a) Tipo de bactéria: Mh vs Ureaplasma spp. vs Mh+Ureaplasma spp.;
b) UFC: < 10% vs > 10*;
¢) Resisténcia antimicrobiana: eritromicina (sensivel vs resistente), azitromicina (sensivel

vs resistente), claritromicina (sensivel vs resistente).
Avaliacdo de mediadores imunoldgicos:
a) Citocinas pro-inflamatorias: IFN-y, IL-1a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a;

b) Citocina anti-inflamatéria: IL-10;

4.4. ANALISE ESTATISTICA
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Inicialmente foram realizadas analises exploratorias univariadas dos dados para
verificar a associacdo entre as variaveis independentes e o desfecho gestacional (PPT vs PT),
desfecho de infeccdo (positivo vs negativo para micoplasma genital) e desfecho de tipo da
infeccdo (Mh vs Ureaplasma spp. vs Mh e Ureaplasma spp.). Para a analise exploratoria de
variaveis independentes qualitativas foi realizado o Teste Qui-quadrado e os resultados estdo
apresentados em frequéncia absoluta e relativa.

Em seguida, foi realizada a analise de regressao logistica univariada para quantificar a
associacdo entre as variaveis e cada um dos desfechos: gestacional e de infeccdo, através da
medida de tamanho de efeito odds ratio (OR). As varidveis que apresentaram um p < 0,20 nas
andlises de odds ratio (OR) bruto tanto do desfecho de PPTe, quanto no de infeccdo por
micoplasma genital, ou foram consideradas clinicamente importantes para o estudo, foram
incluidas no modelo de regressao logistica multivariada, na tentativa de ajustar a analise a
possiveis fatores de confusdo. A analise de regressao logistica multivariada foi utilizada para
identificar as variaveis que apresentaram uma associacao independente ao risco de PPT.

Os resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As

analises de Qui-quadrado e regressao logistica foram realizadas no programa SAS versao 9.4.

4.5, ASPECTOS ETICOS

Esse projeto foi aprovado em todas as fases pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, HCFMRP/USP
(Protocolo N°. 4116/2008), no ano de 2008. Todas as gestantes foram informadas, de forma
clara e objetiva, sobre o protocolo de pesquisa. Ap6s adesdo ao projeto, as gestantes que
concordaram em participar, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e,
para menores de 18 anos, o adulto responsavel também assinou. Foi garantida a liberdade em
recusar a participar ou retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacéo
alguma (ANEXO A).



5. RESULTADOS




5.1. ANALISE EXPLORATORIA

Entre os anos de 2010 e 2011, foram recrutadas para o estudo 1.400 gestantes na cidade
de Ribeirdo Preto. No entanto, 51 mulheres (3,6%) ndo preencheram os critérios de
elegibilidade, devido a perda de seguimento entre a visita de pré-natal e 0 momento do parto
(2,1%), auséncia de resultados para os exames de Mh e Ureaplasma spp. (1%) e desfechos
gestacionais de natimorto (0,43%) e aborto (0,07%), totalizando 1.349 (96,4%) elegiveis para
a coorte. A prevaléncia de prematuridade entre as gestantes elegiveis foi de 9,2% (n=124),
sendo 28 (22,6%) partos iatrogénicos e 89 (71,8%) espontaneos. Nao foi possivel classificar 7
(5,6%) dos PPT devido a falta de informag6es no questionario de puerpério e no prontuério das
participantes. Por se tratar de um estudo em que 0 objetivo era avaliar a associacdo de infec¢do
com o desfecho de PPT, foram incluidos na analise final apenas os PPT classificados como
espontaneos (n=89) e os PT (n=1.225). Dessa forma, das participantes elegiveis para a coorte,
1.314 (97,49%) foram incluidas na anélise final. O fluxo de recrutamento e inclusdo das
participantes no estudo esta resumido na figura 1. A prevaléncia de PPTe dentre as gestantes
incluidas na analise final deste estudo foi de 6,8% e a de infeccdo por micoplasma genital foi
de 18%, sendo que 12,4% eram colonizadas apenas por Ureaplasma spp., 2,7% apenas por Mh
e 2,9% apresentaram coinfec¢do por ambos.

Foi realizada uma andlise exploratéria por Qui-quadrado das caracteristicas
sociodemograficas e clinicas das participantes. A andlise foi estratificada pelo desfecho
gestacional (PPTe vs PT) e desfecho de infecgdo por micoplasma genital (positivo vs negativo
para a infecgéo).

Na tabela 1 é possivel verificar as caracteristicas sociodemogréaficas das gestantes
incluidas, a maior parte delas tinha entre 20-34 anos de idade (74,6%), com as participantes
apresentando uma frequéncia entre as etnias semelhante, 51,3% se auto declaravam brancas e
47,8% negras. Dentre as gestantes que tiveram PPTe, houve uma frequéncia significativamente
maior de consumo de bebida alcoolica quando comparado as gestantes que tiveram PT
(p=0,0391), essa caracteristica ndo foi observada entre as gestantes com e sem infeccdo (p=
0,6971). Ja o uso de cigarro esteve associado tanto ao desfecho de PPTe (p=0,0053), quanto a
presenca de infeccdo (p=0,0009), com esses grupos apresentando uma porcentagem de
gestantes tabagistas quase duas vezes maior do que seus grupos controles.

Caracteristicas como estado civil e escolaridade ndo apresentaram diferengas em ambos
os desfechos. Quanto a atividade remunerada, uma parcela significativamente maior de

gestantes com infeccédo (58,1%, p=0,0473) era desempregada. De forma oposta, a maior parte
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das gestantes com desfecho de PPT praticava alguma atividade remunerada (52,8%), mas néo

houve diferenca do grupo controle (p=0,3262) (Tabela 1).

Figura 1 — Fluxograma de recrutamento e inclusdo das participantes do estudo, BRISA-HCFMRPUSP, 2010-
2011.
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Mh, Mycoplasma hominis; PT, parto a termo; PPT, parto pré-termo; PPTe, parto pré-termo espontaneo.

Em relacdo as caracteristicas clinicas (tabela 2), ao analisar a populacédo pelo tipo de
desfecho gestacional, foi possivel verificar que o histérico de PPT em gesta¢des anteriores
esteve significativamente associado ao desfecho de PPTe na gestacdo atual (p<,0001), onde
42,7% das mulheres deste grupo informaram ter tido pelo menos um PPT anterior, contra 7,5%
no grupo controle. Também houve associacao entre o PPTe e o comprimento do colo <2,5 cm
(p<,0001) e hipertenséo gestacional (p=0,026).

Ja em relagdo ao micoplasma genital, foi possivel observar uma associagédo da infeccao
com mais de 5 parceiros sexuais ao longo da vida (p=0,0019) e com um escore de Nugent
indicativo de VB (p<,0001). Para a analise do escore de Nugent, foram utilizadas 1.304
amostras, pois em 10 delas néo foi possivel realizar a bacterioscopia nos esfregacos vaginais.

As caracteristicas da infeccdo por micoplasma genital de acordo com o desfecho
gestacional estdo descritas na tabela 3. A presenca de infecgédo néo esteve associada ao desfecho

de PPTe, apresentando prevaléncia semelhante entre os grupos de PPTe e PT, com 16,8% e
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18%, respectivamente (p=0,7782). A colonizac¢do do TGIF por micoplasmas genitais também

apresentou auséncia de associa¢do com o PPTe mesmo ao ser estratificada pelo tipo da bactéria,

Mh, Ureaplasma spp. ou ambas (p=0,8277). Além disso, ao analisarmos as gestantes em que

havia presenca de VB junto a infeccdo por micoplasma genital, também foi possivel

verificarmos que a associacdo dessas duas condi¢cbes microbianas ndo apresentou diferenca

entre os desfechos gestacionais (p=0,3548), com mais de 90% das gestantes apresentando

auséncia dessa caracteristica vaginal.

Tabela 1 — Distribuicao das 1.314 gestantes de acordo com as caracteristicas sociodemograficas e o desfecho de
parto pré-termo e parto a termo e o desfecho positivo e negativo para a infeccdo por micoplasma genital. BRISA-
HCFMRPUSP, 2010-2011.

Varidveis incluidas n (%)

N

Desfecho gestacional

Desfecho de infeccéo

prz-?c:’?no tF; ?:7:?3 p Positivo Negativo p
Total 1.314 89 (6,8) 1.225 (93,2) 236 (18) 1.078 (82)
Idade (anos)
<19 211 16 (18) 195 (15,9) 0,8245 47 (19,9) 164 (15,2) 0,2043
20-34 981 64 (71,9) 917 (74,9) 168 (71,2) 813 (75,4)
>35 122 9 (10,1) 113 (9,2) 21 (8,9) 101 (9,4)
Etnia
Branca 674 41 (46,1) 633 (52,2) 0,2650 131 (56) 543 (50,8) 0,1541
Negra 628 48 (53,9) 580 (47,8) 103 (44) 525 (49,2)
Escolaridade (anos)
<9 361 25 (28,1) 336 (27,5) 0,6744 72 (30,6) 289 (26,9) 0,1261
10-12 843 59 (66,3) 784 (64,2) 151 (64,3) 692 (64,4)
>12 106 5 (5,6) 101 (8,3) 12 (5,1) 94 (8,7)
Estado civil
Casada/Unido estavel 1.065 70 (78,7) 995 (81,4) 0,5284 190 (80,5) 875 (81,3) 0,7728
Solteira/Divorciada 247 19 (21,3) 228 (18,6) 46 (19,5) 201 (18,7)
Atividade remunerada
Né&o 685 42 (47,2) 643 (52,6) 0,3262 137 (58,1) 548 (50,9) 0,0473
Sim 627 47 (52,8) 580 (47,4) 99 (41,9) 528 (49,1)
Consumo de bebida
alcodlica
Né&o 1.221 79 (90,8) 1.142 (95,6)  0,0391 220 (94,8) 1001 (95,4) 0,6971
Sim 60 8(9,2) 52 (4,4) 12 (5,2) 48 (4,6)
Tabagismo
Né&o 1.141 69 (77,5) 1.072 (87,8)  0,0053 190 (80,5) 951 (88,6) 0,0009
Sim 169 20 (22,5) 149 (12,2) 46 (19,5) 123 (11,4)

P-valor referente ao teste Qui-quadrado.
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Tabela 2 — Distribuicdo das 1.314 gestantes de acordo com o histérico clinico e o desfecho de parto pré-termo e
parto a termo e o desfecho positivo e negativo para a infecgdo por micoplasma genital. BRISA-HCFMRPUSP,
2010-2011.

Desfecho gestacional Desfecho de infecgéo
Variaveis incluidas n (%) N Parto Parto - )
: p Positivo Negativo p
pré-termo termo
Total 1.314 89 (6,8) 1.225 (93,2) 236 (18) 1.078 (82)
Historico de parto pré-termo
anterior
Né&o 536 18 (20,2) 518 (42,5) <,0001 84 (35,7) 452 (42,1) 0,1894
Sim 130 38 (42,7) 92 (7,5) 24 (10,2) 106 (9,9)
Nulipara 643 33 (37,1) 610 (50) 127 (54,1) 516 (48)
Historico de aborto anterior
Né&o 1.084 68 (76,4) 1.016 (83) 0,1130 200 (84,8) 884 (82,1) 0,3283
Sim 229 21 (23,6) 208 (17) 36 (15,2) 193 (17,9)
Hipertenséao gestacional
Né&o 1.180 75 (84,3) 1.105 (91,3)  0,0260 210 (90,1) 970 (91) 0,6782
Sim 119 14 (15,7) 105 (8,7) 23 (9,9) 96 (9)
Diabetes gestacional
Né&o 1.244 84 (94,4) 1.160 (94,7)  0,8993 228 (96,6) 1.016 (94,3) 0,1434
Sim 70 5 (5,6) 65 (5,3) 8 (34) 62 (5,7)
Comprimento cervical
<2,5cm 47 11 (12,5) 36 (2,9) <,0001 8 (34) 39 (3,6) 0,8693
>25cm 1.264 77 (87,5) 1.187 (97,1) 227 (96,6) 1.037 (96,4)
NUmero de parceiros sexuais
1-4 1.026 70 (84,3) 956 (81,4) 0,5088 161 (74,2) 865 (83,2) 0,0019
>5 231 13 (15,7) 218 (18,6) 56 (25,8) 175 (16,8)
Escore de Nugent
1-3 947 60 (67,4) 887 (73) 0,3168 114 (48,7) 833 (77,9)  <,0001
4-6 177 12 (13,5) 165 (13,6) 46 (19,7) 131 (12,2)
>7 180 17 (19,1) 163 (13,4) 74 (31,6) 106 (9,9)

P-valor referente ao teste Qui-quadrado.

No intuito de verificar se as associa¢fes com o desfecho de infeccdo por micoplasma
genital diferiam de acordo com o tipo de microrganismo, analisamos as varidveis que
demonstraram uma associacao sugestiva com a infeccdo a partir da estratificacdo das bactérias
entre Mh, Ureaplasma spp. e Mh+Ureaplasma spp. (Tabela 4). Dentre as varidveis que
apresentaram associagfes ao tipo de bactéria, foi possivel observar que houve uma maior taxa
de tabagismo entre as gestantes infectadas por Mh (25,7%) e coinfectadas por Mh e Ureaplasma
spp. (34,2%) do que nas amostras apenas com Ureaplasma spp. (14,7%, p=0,0145). Também
houve diferenca significativa entre a densidade bacteriana (p<,0001), onde 68,6% das amostras
de Mh apresentaram uma densidade < 10* UFC, e de forma oposta 71,2% e 79% das amostras
de Ureaplasma spp. e Mh+Ureaplasma spp., respectivamente, apresentaram uma densidade >

10* UFC. Além disso, as gestantes infectadas apenas por Ureaplasma spp. apresentaram uma
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microbiota significativamente mais saudavel (p <,0001), com o escore de Nugent de 62,1%
delas entre 1-3, ja as gestantes coinfectadas por Mh e Ureaplasma spp. tiveram as maiores taxas
de microbiota intermediaria (26,3%) e indicativa de VB (60,5%).

Tabela 3 — Distribuicdo das 1.314 gestantes de acordo com as caracteristicas da infec¢do por micoplasma genital
e o desfecho de parto pré-termo e parto a termo. BRISA-HCFMRPUSP, 2010-2011.

Desfecho gestacional

Variaveis incluidas n (%) N Parto Parto
pré-termo termo P
Total 1.314 89 (6,8) 1.225 (93,2)
Micoplasma genital
Negativo 1.078 74 (83,2) 1.004 (82) 0,7782
Positivo 236 15 (16,8) 221 (18)
Tipo de bactéria
Mh 35 3(20) 32 (14,5) 0,8277
Ureaplasma spp. 163 10 (66,7) 153 (69,2)
Mh+Ureaplasma spp. 38 2 (13,3) 36 (16,3)
UFC/mlI
<10 79 5(33,3) 74 (33,5) 0,9904
>10* 157 10 (66,7) 147 (66,5)
VB + Micoplasma genital
Né&o 1.230 82 (92,1) 1.148 (94,5) 0,3548
Sim 74 7(7,9) 67 (5,5)

Mh, teste positivo para Mycoplasma hominis; Mh+ Ureaplasma spp., teste positivo para Mycoplasma hominis e
Ureaplasma spp.; UFC, unidade formadora de coldnia; Ureaplasma spp., teste positivo para Ureaplasma spp.;
VB+Micoplasma genital, amostras positivas para vaginose bacteriana (VB) e micoplasma genital. P-valor
referente ao teste Qui-quadrado.

Também foi avaliada a resisténcia de cada micoplasma genital a trés tipos de
antibioticos que podem ser prescritos durante a gestacdo, eritromicina, azitromicina e
claritromicina. As bactérias presentes na coinfeccdo por Mh e Ureaplasma spp. foram as que
apresentaram as maiores taxas de resisténcia quando comparadas aos demais tipos de infeccéo.
Das 38 amostras positivas para a coinfeccdo, 37 (97,4%) obtiveram resisténcia a pelo menos
um dos antibidticos analisados. Seguido pelo Mh, em que 30 (85,7%) das amostras
apresentaram alguma resisténcia. E de forma contréria as demais bactérias, as amostras de
Ureaplasma spp. foram as que apresentaram maior sensibilidade nos testes, apenas 16 (9,8%)

delas tiveram resisténcia a alguma das drogas (Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuicdo das 1.314 gestantes de acordo com as caracteristicas sociodemograficas e clinicas por tipo
de micoplasma genital, Mh, Ureaplasma spp. ou Mh+ Ureaplasma spp. BRISA-HCFMRPUSP, 2010-2011.

Tipo de micoplasma genital

L . Ureaplasma Ul
Variaveis incluidas n (%) N Mh Ureaplasma p
spp. spp.
Total 236 35 163 38
Etnia
Branca 131 14 (40) 98 (60,9) 19 (50) 0,0567
Negra 103 21 (60) 63 (39,1) 19 (50)
Escolaridade (anos)
<9 12 1(2,8) 11 (6,8) 0(0) 0,1574
10-12 72 10 (28,6) 54 (33,3) 8 (21)
>12 151 24 (68,6) 97 (59,9) 30 (79)
Atividade remunerada
Né&o 137 24 (68,6) 92 (56,4) 21 (55,3) 0,3896
Sim 99 11 (31,4) 71 (43,6) 17 (44,7)
Tabagismo
Néo 190 26 (74,3) 139 (85,3) 25 (65,8) 0,0145
Sim 46 9 (25,7) 24 (14,7) 13 (34,2)
Parceiros sexuais
1-4 161 26 (83,9) 113 (75,3) 22 (61,1) 0,0891
>5 56 5(16,1) 37 (24,7) 14 (38,9)
Histérico de parto pré-termo
anterior
Né&o 84 13 (37,1) 52 (32,1) 19 (50) 0,3508
Sim 24 3(8,6) 18 (11,1) 3(7,9)
Nulipara 127 19 (54,3) 92 (56,8) 16 (42,1)
Diabetes gestacional
Né&o 228 35 (100) 156 (95,7) 37 (97,4) 0,4270
Sim 8 0 (0) 7(4,3) 1(2,6)
Escore de Nugent
1-3 114 9 (25,7) 100 (62,1) 5(13,2) <,0001
4-6 46 7 (20) 29 (18) 10 (26,3)
>7 74 19 (54,3) 32(19,9) 23 (60,5)
UFC/mL
<104 79 24 (68,6) 47 (28,8) 8 (21) <,0001
>10* 157 11 (31,4) 116 (71,2) 30 (79)
Resisténcia antimicrobiana?
Eritromicina 78 28 (80) 14 (8,6) 36 (94,7) <,0001
Azitromicina 56 20 (57,1) 10 (6,1) 26 (68,4) <,0001
Claritromicina 79 29 (82,9) 13 (8) 37 (97,4) <,0001

Mh, teste positivo para Mycoplasma hominis; Ureaplasma spp., teste positivo para Ureaplasma spp.; Mh+
Ureaplasma spp., teste positivo para micoplasma genital; UFC, unidades formadoras de coldnia. P-valor referente
ao teste Qui-quadrado. @ O p valor € referente a analise de resisténcia a cada tipo de droga vs sem resisténcia a

droga.
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5.2. MODELO DE REGRESSAO LOGISTICA

Foi feita uma analise de regressédo logistica univariada para quantificar a associacéo
entre as variaveis e cada um dos desfechos: gestacional e de infecgdo. As variaveis que
apresentaram associacdo significativa com o desfecho de PPTe e infecgdo por micoplasma
genital na analise de Qui-quadrado mantiveram a associacao na analise de regressao logistica
univariada (Tabela 5).

No entanto, ao ajustarmos o modelo de regressdo logistica multivariada a fatores de
risco e possiveis fatores de confuséo (etnia, escolaridade, atividade remunerada, consumo de
bebida alcodlica, tabagismo, parceiros sexuais, historico obstétrico de PPT, histdrico de aborto,
hipertensdo gestacional, diabetes gestacional, comprimento do colo, escore de Nugent, infec¢éo
por micoplasma genital), foi possivel observar que, o uso de bebida alcoolica, que antes
apresentava um OR bruto de 2,23; IC 95% 1,02 - 4,85, deixou de ser um fator de risco para o
desfecho de PPTe (ORa 1,9; IC 95% 0,72 - 5,02). O mesmo foi observado com o tabagismo,
que embora as gestantes que faziam o uso de cigarro tivessem uma chance 2 vezes maior de ter
PPTe, a variavel ndo manteve a associacdo significativa. E também com a hipertensao
gestacional, que deixou de ser um fator de risco paraum PPTe (ORa 1,16, IC 95% 0,55 - 2,44).
Quanto a infeccdo por micoplasma genital, a auséncia de associa¢do com o desfecho gestacional
de PPTe se manteve no modelo ajustado (ORa 0,66; IC 95% 0,32 - 1,35).

O histérico de PPT (ORa 12,06, IC 95% 6,21 - 23,43) e um comprimento cervical <2.5
cm (ORa 3,97, IC 95% 1,67 - 9,47) foram as Unicas variaveis que mantiveram uma associagao
independente com o PPTe na analise de regressao logistica multivariada, representando fatores
de risco para este desfecho gestacional adverso.

Para verificar a hipétese inflamatdria do trabalho de parto, investigamos se citocinas
pro-inflamatorias e anti-inflamatorias estiveram associadas ao desfecho de PPTe e a infeccdo
por micoplasma genital. As analises dos mediadores imunolégicos: IFN-y, IL-10, IL-1a, IL-1p,
IL-2, IL-6, IL-8 TNF-a e TNF-B, ndo foram realizadas com amostras de todas as gestantes,
sendo utilizadas amostras de apenas 346 participantes. Das 10 citocinas avaliadas, nenhuma
apresentou associagdo significativa com o desfecho de infecgdo por micoplasma genital ou

PPTe na analise de regresséo logistica univariada (Tabela 6).



Tabela 5 — Analise de regressdo logistica univariada das caracteristicas das gestantes de acordo com o desfecho
de parto pré-termo e o desfecho de infeccdo por micoplasma genital. Analise de regressao logistica ajustada de
acordo com o desfecho de parto pré-termo. BRISA-HCFMRPUSP, 2010-2011.
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Continua

Variaveis incluidas

Desfecho gestacional

Desfecho de infeccéo

Desfecho gestacional

Parto pré-termo (80)

vs PT (1.105)

OR (IC 95%)

OR (IC 95%)

p

ORa (IC 95%)P

p

Idade (anos)
<19
20 — 34 (ref)
>35
Etnia
Branca (ref.)
Negra
Escolaridade (anos)
> 12 (ref.)
10-12
<9
Estado civil
Casada/Unido estavel (ref.)
Solteira/Divorciada
Atividade remunerada
Sim (ref.)
Néo
Consumo de bebida alcodlica
Nao (ref.)
Sim
Tabagismo
N&o (ref.)
Sim
Parceiros sexuais
1-4 (ref.)
>5
Histdrico de parto pré-termo
anterior
N&o (ref.)
Sim
Nulipara
Histdrico de aborto anterior
N&o (ref.)
Sim
Hipertensédo gestacional
Né&o (ref.)
Sim
Diabetes gestacional
N&o (ref.)
Sim
Comprimento cervical
> 2,5 cm (ref.)
<2,5cm

1,18 (0,67 - 2,08)

1,14 (0,55 - 2,36)

1,28 (0,83 - 1,97)

1,52 (0,60 - 3,88)
1,50 (0,56 - 4,03)

1,19 (0,70 - 2,01)

0,81 (0,52 - 1,24)

2,23 (1,02 - 4,85)

2,09 (1,23 - 3,53)

0,81 (0,44 - 1,5)

11,89 (6,50 - 21,73)

1,56 (0,87 - 2,80)

1,51 (0,90 - 2,52)

1,97 (1,07 - 3,60)

1,06 (0,42 - 2,71)

4,71 (2,31 - 9,61)

0,8247

0,2659

0,6781

0,5288

0,3269

0,0441

0,0062

0,5096

<,0001

0,1152

0,0286

0,8994

<,0001

1,39 (0,96 - 2,00)

1,01 (0,61 - 1,66)

0,81 (0,61 - 1,08)

1,71 (0,91 - 3,20)
1,95 (1,02 - 3,75)

1,05 (0,74 - 1,51)

1,33 (1,003 - 1,77)

1,14 (0,59 - 2,18)

1,87 (1,29 - 2,72)

1,72 (1,22 - 2,43)

1,22 (0,74 - 2,01)
1,32 (0,98 - 1,79)

0,82 (0,56 - 1,22)

1,11 (0,69 - 1,79)

0,94 (0,43 - 2,03)

0,2061

0,1545

0,1319

0,7728

0,0478

0,6973

0,0010

0,0021

0,1905

0,329

0,6783

0,1482

0,8693

1,26 (0,76 - 2,08)

2,0 (0,64 - 6,2)
1,65 (0,49 - 5,54)

0,75 (0,45 - 1,22)

1,9 (0,72 - 5,02)

1,79 (0,92 - 3,49)

0,52 (0,25 - 1,06)

12,06 (6,21 - 23,43)

1,59 (0,83 - 3,06)

0,96 (0,51 - 1,81)

1,16 (0,55 - 2,44)

1,2 (0,42 - 3,45)

3,97 (1,67 - 9,47)

0,3673

0,4313

0,2428

0,1984

0,0859

0,0724

<,0001

0,8976

0,6944

0,7388

0,0018
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Variaveis incluidas

Desfecho gestacional

Desfecho de infeccdo

Continuacao
Desfecho gestacional

Parto pré-termo (80)
vs PT (1.105)

OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P ORa (IC 95%)" P
Escore de Nugent
1 -3 (ref.) - 0,3215 - <,0001 -
4-6 1,08 (0,57 - 2,04) 2,57 (1,74 - 3,79) 1,41(0,71-2,83) 10,4728
>7 1,54 (0,88 - 2,71) 5,10 (3,58 - 7,28) 1,39 (0,69 - 2,8)
+
Vﬁléol\(/rlg.c;plasma genital i 0,3576 i i
Sim 1,46 (0,65 - 3,29) - -
Micoplasma genital
Negativo (ref.) - 0,7783 - - 0,2497
Positivo 0,92 (0,52 - 1,64) - 0,66 (0,32 - 1,35)
Tipo de infecgdo?
Mh 1,27 (0,38 - 4,25)  0,9332 - -
Ureaplasma spp. 0,89 (0,45 - 1,75) - -
Mh+ Ureaplasma spp. 0,75 (0,18 - 3,19) - -
UFC/mL?
<104 0,92 (0,36 -2,34) 0,9611 - -
> 104 0,92 (0,47 - 1,83) - -

Mh, teste positivo para Mycoplasma hominis; Mh+ Ureaplasma spp., teste positivo para Mycoplasma hominis e
Ureaplasma spp.; OR, odds ratio; ORa, odds ratio ajustado; Ureaplasma spp., teste positivo para Ureaplasma
spp.; Ref, referéncia; UFC, unidades formadoras de colbnia; VB + Micoplasma genital: amostras positivas para
vaginose bacteriana (VB) e micoplasma genital. P-valor referente ao teste Qui-quadrado. # Referéncia: sem
infeccdo. ® Modelo de OR ajustado as variaveis: etnia, escolaridade, atividade remunerada, consumo de bebida
alcodlica, tabagismo, parceiros sexuais, histérico obstétrico de PPT, historico de aborto, hipertenséo gestacional,
diabetes gestacional, comprimento do colo, escore de Nugent, infec¢do por micoplasma genital.
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Tabela 6 — Analise de regressao logistica univariada das citocinas de acordo com o desfecho de parto pré-termo e
o0 desfecho de infeccdo por micoplasma genital. BRISA-HCFMRPUSP, 2010-2011.

Varidveis inclufdas Desfecho gestacional Desfecho de infeccéo
OR (1C 95%) p OR (IC 95%) p

IFN-y 0,998 (0,995 - 1,001) 0,119 0,998 (0,995 - 1,001) 0,2336
IL-10 0,992 (0,976 - 1,009)  0,3495 0,997 (0,986 - 1,007) 0,5605
IL-1a 0,996 (0,993 - 1,0) 0,0608 0,999 (0,995 - 1,002) 0,5573
IL-1B 0,978 (0,94 -1,018)  0,2759 0,993 (0,963 - 1,024) 0,6511
IL-2 1,00 (0,996 - 1,007)  0,6382 1,002 (0,995 - 1,008) 0,6077
IL-6 0,996 (0,987 - 1,005) 0,385 0,987 (0,972 - 1,002) 0,0874
IL-8 0,998 (0,995 - 1,001) 0,2184 0,998 (0,972 - 1,002) 0,2139
TNF-a 0,984 (0,965 - 1,004) 0,1225 0,980 (0,954 - 1,007)  0,1467
TNF-B 0,997 (0,992 - 1,002) 0,2613 0,993 (0,985 - 1,002) 0,1349

OR, odds ratio. P-valor referente ao teste Qui-quadrado.



6. DISCUSSAO




6.1. PRINCIPAIS ACHADOS

Esta coorte prospectiva teve como objetivo principal verificar a associacdo entre a
infeccdo por micoplasmas genitais durante as 20-25 semanas de gestacéo e o desfecho de PPTe
em uma populagdo de mulheres residentes da cidade de Ribeirdo Preto — SP. Uma amostra de
conveniéncia de 1.314 mulheres foi incluida na anéalise final do estudo e a prevaléncia do
desfecho de PPTe foi de 6,8%.

Dentre os principais achados deste trabalho, temos que a presenca da infecgdo por
micoplasma genital ndo esteve associada a um parto com menos de 37 semanas (ORa 0,66; IC
95% 0,32 - 1,35), sendo que os desfechos de PPTe e PT apresentaram prevaléncias de infeccao
semelhantes de 16,8% e 18%, respectivamente. Os fatores de risco associados ao micoplasma
genital incluiram: status socioeconémico, uso de cigarro, nimero de parceiros sexuais ao longo
da vida e o tipo de microbiota vaginal, de acordo com o escore de Nugent. J& dentre os fatores
de risco independentemente associados ao desfecho gestacional adverso, identificamos o

historico de PPT em gestacdes anteriores e um comprimento cervical <2,5 cm.
6.2. INTERPRETACAO
6.2.1. Prevaléncia e fatores de risco associados a infeccdo por micoplasma genital

A colonizacdo do trato genitourinario por micoplasmas genitais é frequente em mulheres
saudaveis e sintomaticas (HORNER et al., 2018), o que torna dificil caracterizar a significancia
clinica desses microrganismos em desfechos reprodutivos adversos. Dessa forma, ainda se
mantém em pauta a necessidade de rastreio desses microrganismos em mulheres
assintomaticas, assim como o tratamento em sintométicas. No entanto, como 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos para o tratamento de bactérias pode trazer maleficios,
gerando uma selecdo de microrganismos resistentes (HORNER et al., 2018), é importante
delinear uma melhor forma de manejo dessas infec¢es. Sendo assim, € necessario investigar
as relagdes dessas bactérias com o hospedeiro, visto que 0s micoplasmas genitais podem atuar
como patdgenos dependendo das condi¢fes do organismo em que se encontram.

Estudos brasileiros que verificaram a prevaléncia e associa¢fes de micoplasmas genitais
com possiveis fatores de risco sdo escassos. Até onde sabemos, este € o0 primeiro estudo que

investiga a associagdo dessa infeccdo em mulheres brasileiras gestantes. Em nosso estudo, a
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prevaléncia em gestantes assintomaticas de Mh, Ureaplasma spp. e a coinfecgdo por ambos foi
de 2,7%, 12,4% e 2,9%, respectivamente. Sendo a prevaléncia geral por micoplasma genital de
18%.

Comparando os nossos resultados com as analises feitas em estudos brasileiros com
mulheres ndo gestantes assintomaticas, as prevaléncias de Mh variaram de 0,8% - 11,3% e para
Ureaplasma spp. as taxas foram de 0,94% - 14,9% (CARNEIRO et al., 2020;
CHRISTOFOLINI et al., 2012; LIMA et al., 2018). J& em artigos realizados com populacdes
sintomaticas, a prevaléncia de Mh apresentou taxas de 21,9 - 31,8% e Ureaplasma spp. esteve
entre 16,6% - 60,6% (CAMPOS et al., 2015; LOBAO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2011).
Nessas publicagdes ndo foram verificadas informagdes sobre a coinfeccdo de micoplasmas
genitais.

Considerando estudos realizados em demais regides do mundo, a literatura indica que,
em gestantes, a prevaléncia de Mh costuma estar abaixo de 30% e de Ureaplasma spp. as taxas
variam de 20%-88%, ja para a coinfeccdo por ambos a prevaléncia varia entre 1,7% - 17,7%
(BAYRAKTAR et al., 2010; FREITAS et al., 2017; GU et al., 2020; KWAK et al., 2014; LEE
et al., 2009; MARAKI et al., 2018; ZENG et al., 2016). De forma geral, por mais que nossos
resultados tenham demonstrado uma prevaléncia de micoplasma genital um pouco mais baixa
do que demais estudos, provavelmente devido ao fato das gestantes serem assintomaticas
(BAYRAKTAR et al., 2010; TIBALDI et al., 2009), o padréo de prevaléncia foi semelhante ao
encontrado na literatura em gestantes. Assim como demais estudos, verificamos uma maior
prevaléncia da infeccdo por Ureaplasma spp. e da associacdo de Mh com Ureaplasma spp., do
que por Mh sozinho.

Das variaveis analisadas em nosso estudo, foi verificada a associacdo da infeccdo por
micoplasma genital durante a gestacdo com: escolaridade <9 anos (OR 1 ,95; IC 95% 1,02 -
3,75), auséncia de atividade remunerada (OR 1,33; IC 95% 1,003 - 1,77), uso de cigarro (OR
1,87; 1C 95% 1,29 - 2,72), niUmero de parceiros sexuais ao longo da vida>5 (OR 1,72; IC 95%
1,22 - 2,43), presenca de uma microbiota intermediaria (OR 2,57; IC 95% 1,74 - 3,79) e
caracteristica de VB (OR 5,1; IC 95% 3,58 - 7,28). Conforme outros estudos da literatura ja
demonstraram, caracteristicas relacionadas ao status socioecondémico, habitos e microbiota
vaginal do hospedeiro costumam ser consideradas fatores de risco para a infeccdo por
micoplasma genital (CAMPOS et al., 2015; DIADHIOU et al., 2019; LOBAO et al., 2017;
SILVA etal., 2018; TIBALDI et al., 2009).

No entanto, de forma diferente, em nosso trabalho a etnia da gestante ndo esteve

associada a infeccdo (Negra OR 0,81; 1IC 95% 0,61 - 1,08), conforme demonstrado por Campos
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et al. (2015). Mesmo estratificando a anélise pelo tipo de bactéria, em que o Mh apresentou
uma prevaléncia de 60% em gestantes negras, contra 39,1% para o Ureaplasma spp. e 50%
para a coinfec¢do, ndo houve associacdo significativa com esta variavel (p=0,0567). Também
ndo houve associacdo da infeccdo com a idade, conforme alguns estudos identificaram maior
risco de infeccdo em mulheres com menos de 25 anos (CAMPOS et al., 2015; DIADHIOU et
al., 2019; TIBALDI et al., 2009) ou com idade entre 20-29 anos (SILVA et al., 2018).

Em nosso estudo, verificamos uma forte associacdo entre a presenca de infeccédo por
micoplasma genital e uma microbiota ndo saudavel. Em relacdo a um escore de Nugent de 1-3,
as gestantes com uma microbiota intermediaria e indicativa de VB tiveram um aumento
significativo no risco de infecg&o.

Para as variaveis que apresentaram uma tendéncia de associacdo a infeccdo por
micoplasma genital, ao realizarmos a analise de acordo com o tipo da bactéria, verificamos que
houve diferenca significativa na associacdo do tipo de micoplasma genital com duas variaveis:
uso de cigarro e escore de Nugent.

Na literatura, a relacdo entre micoplasma genital e VB ja é bem consolidada (HILL,
1993; KAAMBO et al., 2018; RAMPERSAUD; RANDIS; RATNER, 2012), sendo a
associacao entre 0 aumento da carga bacteriana de Mh em um cenério de disbiose de VB mais
extensa do que para o Ureaplasma spp. (HORNER et al., 2018). Visto que o Mh é encontrado
com mais frequéncia e em maior quantidade em mulheres com VB do que em microbiotas
saudaveis, enquanto o Ureaplasma spp. é encontrado em larga escala tanto em amostras de
conteddo cervicovaginal de mulheres com VB quanto sem (MARAKI et al., 2018; PATEL,;
NYIRJESY, 2010).

Um estudo realizado por Cox et al. (2016) demonstrou uma alta associacao entre Mh e
G. vaginalis em amostras de VB (60,7%), comparado as amostras de microbiota intermediaria
(36,4%) e sem VB (8,8%), além de ter observado um aumento crescente e significativo na carga
de Mh nas condigdes de VB. O mesmo néo foi observado com outros tipos de Mollicutes. Esses
resultados indicam que o Mh possivelmente apresenta uma relacdo simbidtica com bactérias
associadas a VB e que o aumento de uma delas pode desencadear o crescimento da outra,
iniciando o processo que causa a VB.

Embora tenhamos encontrado, de forma semelhante a este artigo, uma prevaléncia
significativamente maior de Mh em amostras de gestantes com VB (54,3%) do que em gestantes
sem VB (25,7%), a infec¢do por Mh ndo apresentou uma taxa bacteriana elevada. Na verdade,
de forma contraditdria, 68,6% das amostras tinham uma carga bacteriana abaixo de 10*

UFC/mL. Diferente da infeccdo por Ureaplasma spp., que ndo apresentou associacdo com a
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VB, mas foi verificada uma carga bacteriana elevada em 71,2% das amostras. No caso das
gestantes coinfectadas por Mh e Ureaplasma spp., as taxas de VB (60,5%) foram as maiores
do estudo, assim como a carga bacteriana, em que 79% das amostras de coinfeccdo tiveram
mais de 10* UFC/mL.

Nossos resultados indicam que a VB esteve associada ao tipo da bactéria responsavel
pela infeccdo por micoplasma genital, mas ndo pelo aumento na carga bacteriana. Visto que o
Mh sozinho e sua coinfec¢do com Ureaplasma spp. foram associadas a VB, mas nao a infeccéo
sozinha por Ureaplasma spp., que apresentou cargas bacterianas elevadas. Como as gestantes
eram assintomaticas e pelo Ureaplasma spp. ser encontrado com mais frequéncia em
microbiotas saudaveis do que o Mh, é possivel que mesmo com maior carga bacteriana ele
mantenha um escore de Nugent baixo, pois sendo considerada uma bactéria comensal, também
seriam necessarios outros fatores de risco relacionados ao hospedeiro para manifestaces
clinicas (LOBAO et al., 2017).

De forma consistente, verificamos em nosso trabalho que o uso de cigarro foi
significantemente maior entre as gestantes infectadas por Mh (25,7%) e pela coinfeccdo
(34,2%), quando comparado a infeccdo por Ureaplasma spp. (14,7%). O uso de cigarro tem
sido considerado um fator de risco para uma microbiota caracteristica de VB e a uma reducéo
na propor¢do de Lactobacillus spp, provavelmente devido as alteracfes que seu uso causa na
imunidade inata (BROTMAN et al., 2014; MURPHY; MITCHELL, 2016). Visto que em nosso
estudo apenas a presenca de Mh esteve associada ao uso de cigarro, é possivel que essa
substancia esteja atuando como um fator de risco a mais para uma disbiose vaginal. No entanto,
a relacdo causal do uso de cigarro com alteracbes no microbioma vaginal ainda precisa ser
melhor estudada.

A grande maioria dos estudos que fizeram andlise da suscetibilidade antimicrobiana dos
micoplasmas genitais identificaram uma alta resisténcia entre essas bactérias a azitromicina,
eritromicina e claritromicina (GU et al., 2020). Em nossas amostras, o Ureaplasma spp.
apresentou uma taxa de resisténcia menor que 10% para os trés antibioticos avaliados, enquanto
0 Mh e a coinfeccdo apresentaram resisténcias acima de 57% para todas as drogas.

Zeng et al. (2016) mostrou que o Uu possui uma maior sensibilidade do que o Mh aos
antimicrobianos, no entanto eles ndo incluiram a claritromicina na analise. De forma contraria,
um estudo realizado na Grécia verificou que o Ureaplasma spp. apresentou as maiores taxas de
resisténcia comparado ao Mh (MARAKI et al., 2018). Além disso, enquanto o estudo de
Bayraktar et al. (2010) identificou a claritromicina como o antibiético em que as bactérias

apresentaram menor resisténcia, em nosso estudo ele foi o que apresentou a maior.
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As discrepancias entre as taxas de suscetibilidade antimicrobiana dos micoplasmas
genitais entre os estudos nos mostram que ha uma grande diferenca na sensibilidade dessas
bactérias de acordo com a regido, destacando a importancia de andlise de resisténcia local
dessas bactérias para o delineamento de um tratamento mais eficaz. Nosso estudo mostrou que
entre a eritromicina, azitromicina e claritromicina, o antibidtico mais indicado para o tratamento
de gestantes infectadas por Mh, Ureaplasma spp. e a coinfecgdo de ambos é a azitromicina,

mesmo apresentando resisténcia entre 57,1%-68,4% nas infeccdes por Mh.

6.2.2. Prevaléncia e fatores de risco associados ao desfecho gestacional

Na coorte geral, a prevaléncia de gestantes que tiveram um desfecho de PPT foi de 9,2%
(n=124), com 71,8% (n=89) classificados como espontaneos. Um estudo multicéntrico
realizado em 2014 com dados de 20 hospitais obstétricos distribuidos em diferentes locais do
Brasil, verificou uma taxa de PPT de 12,3%, sendo 64,6% deles espontaneos (PASSINI et al.,
2014). Outros andlises da populacédo de gestante brasileira também identificaram prevaléncias
similares as de Passini et al. (2014), com taxas de PPT entre 11% - 11,5% (DO CARMO LEAL
et al., 2016; MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2019).

A partir do relatério “Born too Soon”, publicado em 2012 (HOWSON C. P., KINNEY
M.V., 2012) e uma revisdo sistematica que avaliou os partos que ocorreram entre 1990-2014
no mundo (CHAWANPAIBOON et al., 2019), a OMS verificou que o Brasil esta entre os 10
paises com maiores taxas de prematuridade, representando cerca de 2,3% dos PPT globais. No
entanto, esses estudos também avaliaram que a prevaléncia global de PPT em 2014 foi de
10,6%, maior do que a encontrada em nosso estudo.

Embora nosso estudo ndo tenha apresentado diferencas nas caracteristicas
socioecondmicas normalmente associadas ao PPT, como extremidade de idade materna, etnia
e status econémico (THOMA et al., 2019; VOLTOLINI et al., 2013), foi relatado na regressao
logistica univariada que o desfecho gestacional adverso de PPTe foi significativamente
associado aos habitos de consumo de bebida alcdolica e cigarro, e caracteristicas clinicas como
historico de PPT em gestacOes anteriores, hipertensdo gestacional e comprimento de colo <2,5
cm.

Uma revisao sistematica e meta-analise, realizada com o objetivo de avaliar evidéncias
sobre o efeito de diferentes substancias durante a gestacéo e o desfecho obstétrico em mulheres

da Etidpia, encontrou resultados bem semelhantes aos nossos quanto ao uso de cigarro e alcool
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(BAYIH et al., 2021), assim como outros artigos publicados na literatura (LIU et al., 2020;
MIYAKE et al., 2014). Verificamos que o consumo de bebida alcéolica e cigarro esteve
presente em 4,5% e 12,9% das gestantes recrutadas em nosso estudo, respectivamente. Sendo
que as mulheres que fizeram uso dessas substancias durante a gestacdo tiveram uma
probabilidade 2 vezes maior de terem um PPTe (Uso de bebida alcéolica OR 2,23, IC 95% 1,02
- 4,85. Uso de cigarro OR 2,09, IC 95% 1,23 - 3,53). No entanto, diferente dos estudos citados,
essa associacdo deixou de ser significativa quando ajustada as demais variaveis
socioeconémicas e clinicas (Uso de bebida alcéolica, ORa 1,9; IC 95% 0,72 - 5,02; Uso de
cigarro, ORa 1,79; I1C 95% 0,92 - 3,49). O mesmo

O histdrico de PPT em gestacdes anteriores, tanto na anélise de OR bruto, quanto na
ajustada, aumentou em 12 vezes a chance de ocorrer um desfecho adverso de PPTe na gestacédo
atual (OR 11,89, 95% 6,50 - 21,73; ORa 12,06, IC 95% 6,21 - 23,43). A literatura indica que
mulheres com PPT prévio tém um risco 2 a 5 vezes maior de apresentarem um desfecho de PPT
em uma proxima gravidez (MERCER et al., 1999). Uma coorte realizada com quase 20.000
mulheres nos EUA demonstrou que essa associacao é afetada por trés fatores principais: a
frequéncia de PPT anteriores, a severidade deles através da IG e a ordem em que o PPT anterior
ocorreu (nos casos de mais de duas gestagoes) (KAZEMIER et al., 2014; MCMANEMY et al.,
2007). Essas gestantes com historico de PPT anterior possivelmente possuem fatores de risco e
caracteristicas biolégicas que sdo menos suscetiveis a intervencfes e que normalmente
permanecem em gestacdes futuras, como € o caso de fatores de risco maternos que levam, por
exemplo, a diabetes, hipertensdo, IMC extremo, infec¢fes intrauterinas persistentes ou
recorrentes e um menor comprimento cervical (GEORGIOU et al., 2015; GOLDENBERG et
al., 2008).

As gestantes com um comprimento do colo <2,5 cm tiveram uma probabilidade 4 vezes
maior de terem um PPTe, até mesmo quando ajustadas as demais variaveis do estudo (< 2,5
cm, ORa 3,97, IC 95% 1,67 - 9,47). Uma meta-andlise realizada com 57 artigos que incluiram
gestantes entre 16-24 semanas, verificou que o comprimento cervical apresentou diferencas
significativas entre regides geograficas e foi em média 3,8 mm menor em gestantes com PPT
comparado as gestantes com PT (BORTOLETTO et al., 2021).

O cervix apresenta um papel importante na manutencdo da gestacdo, e um balanco na
atividade enddcrina e imune é responsavel por sustentar essa barreira funcional. As
propriedades mecanicas do cérvix mudam ao longo da gestacdo, com alteracGes na densa rede
de colageno, permitindo que a barreira funcional seja remodelada e dilatada (YELLON, 2020).

Evidéncias vém sugerindo que fatores como declinio de progesterona, cirurgia cervical anterior,
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inflamac&o/infeccéo intra-amnidtica e a insuficiéncia cervical genuina contribuem para um
amadurecimento incompleto do cérvix, podendo levar a um aumento no risco de PPT
(ROMERO et al., 2012; TARCA et al., 2017).

Dessa forma, tanto o histérico de PPT, quanto o comprimento do colo foram variaveis
independentemente associadas ao desfecho de PPTe no modelo de regresséo logistica ajustada
a covariaveis como etnia, escolaridade, status socioecondmico, uso de bebida alcodlica e
cigarro, numero de parceiros sexuais, historico obstétrico de PPT e aborto, hipertensdo e
diabetes gestacionais, comprimento do colo e escore de Nugent. Dessa forma, isso destaca a

importancia em considerar essas duas variaveis como fatores de risco durante a gestacéo.

6.2.3. Desfecho gestacional de PPTe e infeccdo por micoplasma genital

Embora a causa de PPT seja multifatorial, diversos microrganismos estdo associados a
essa patogénese. Em gestantes que tiveram um desfecho de PPT, o fluido amnidtico
frequentemente apresenta uma cultura bacteriana positivo para bactérias do grupo de
micoplasmas genitais (ALLEN-DANIELS etal., 2015; CAPPELLETTI etal., 2016; TAYLOR-
ROBINSON; LAMONT, 2011). Visto que a principal via de infec¢do do fluido amni6tico é
através da ascensdo, pelo cérvix, dessas bactérias do TGIF (PAYNE; BAYATIBOJAKHI,
2014; ROMERQO et al., 2019), a presenca desses microrganismos ainda na microbiota vaginal
também tem sido associada ao PPT (AMABEBE et al., 2019; DIGIULIO et al., 2015;
DONDERS et al., 2009, 2017; SPRONG et al., 2020). No entanto, os dados publicados na
literatura ainda sdo controversos e outros autores ndo encontraram essa mesma associagao.

Em nosso estudo, a presenca de infeccdo por micoplasma genital durante as 20-25
semanas de gestacao ndo esteve associada a um parto prematuro, tanto no modelo de regressédo
logistica univariada, quanto no modelo ajustado a possiveis fatores de risco. A auséncia de
associacao entre essas duas variaveis corrobora com alguns estudos na literatura (CAPOCCIA,;
GREUB; BAUD, 2013; KATAOKA et al., 2006; LEE et al., 2009; LEON et al., 2018).

Uma coorte prospectiva realizada em 537 gestantes nuliparas e assintomaticas do Reino
Unido, comparou amostras de bidpsias placentarias de gestacdes com desfechos de PPTe, pré-
eclampsia e neonatos pequenos para a idade gestacional (PIG), com amostras de gestantes
controles. Através da utilizagéo de diferentes métodos de extracédo e deteccdo de DNA, o autor
verificou que a carga bacteriana na placenta era extremamente reduzida, ndo encontrando
evidéncias de que ha um tipo de microbioma placentéario especifico e de que ele estaria

associado ao risco de um desfecho obstétrico adverso (DE GOFFAU et al., 2019). Ja em
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amostras do conteido vaginal, Romero et al. (2014a) verificou, através da analise de bactérias
por pirossequenciamento das regides V1-V3, que embora haja mudancgas na microbiota vaginal
ao longo da gestacdo, ndo sdo identificadas taxas bacterianas que apresentem abundancias
relativas diferentes entre os desfechos de PPT e PT.

Além disso, uma revisao sistematica e meta-analise publicada recentemente, investigou
se os tipos de micoplasmas genitais séo considerados fatores de risco para diferentes desfechos
reprodutivos adversos (MA et al., 2021). Analisando 35 artigos, o estudo concluiu que a
infeccdo por Mh pode aumentar significativamente o risco de desfechos como infertilidade
feminina, natimorto e RPMPT, mas ndo esta associada ao PPT. Para o Ureaplasma spp. nao foi
encontrada nenhuma associacdo com desfechos adversos. E quanto a associacdo das duas
bactérias, foi verificada uma relacdo entre infertilidade, aborto espontaneo e natimorto, mas
também nédo houve relagdo com o PPT.

Como os micoplasmas genitais s&o microrganismo que constituem naturalmente a
microbiota vaginal, existem diversos fatores associados a alteragcdes da composi¢do microbiana
que podem interferir na relacdo dessas bactérias com os desfechos obstétricos (PROCTOR et
al., 2019). Conforme ja descrito em estudos anteriores, a relacdo entre a microbiota vaginal e
complicacdes obstétricas é dependente da populacao estudada, com divergéncias de acordo com
a etnia, regides geogréaficas, mudancas de habito e caracteristicas biologicas da populacdo
estudada (CAMPOS et al., 2015; DI SIMONE et al., 2020; VERTERAMO et al., 2013).

Foxman et al. (2014) e Wen et al. (2014) demonstraram que embora a presenca de Mh
tenha sido fortemente associada ao desfecho de PPT, sua associagao foi alterada de acordo com
a etnia da gestante, ocasionando maior risco em mulheres negras e hispanicas, quando
comparado as mulheres brancas. Essa modificacdo de efeito na associacdo de acordo com o
grupo racial da gestante pode ser um indicativo de que o Mh em si ndo seja a causa do PPT, e
sim um marcador da presenca de outros fatores que possam acarretar este desfecho.

Como em nosso estudo as gestantes com e sem infec¢do apresentaram uma frequéncia
semelhante na maior parte dos fatores de risco associados ao PPT, ndo sendo identificada
associacao entre o micoplasma genital e variaveis como consumo de bebida alcodlica (OR 1,14;
IC 95% 0,59 - 2,18), histérico de PPT (OR 1,22; IC 95% 0,74 - 2,01), hipertensdo gestacional
(OR 1,11; IC 95% 0,69 - 1,79) e comprimento do colo (<2,5 cm, OR 0,94; 1C 95% 0,43 - 2,03),
é possivel que a presenca de micoplasma genital sem a associa¢do desses fatores de risco ndo
tenha sido capaz de acarretar o PPT.

Alguns estudos indicam que em gestantes com associacdo entre a VB e infecc¢do de

micoplasma genital teriam um aumento no risco de desfecho obstétrico adverso causado pelo
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micoplasma genital (CAPOCCIA; GREUB; BAUD, 2013; TAYLOR-ROBINSON, 2017,
TAYLOR-ROBINSON; LAMONT, 2011). Uma reviséo realizada por Donders et al. (2017)
verificou que a infeccdo de Mh em presenca de uma microbiota vaginal anormal, como € o caso
da VB e da coinfeccdo com Ureaplasma spp., estaria mais associada ao aumento no risco de
desfechos gestacionais adversos do que a presenca de Ureaplasma spp. sozinho. No entanto,
em nosso estudo ndo identificamos esses resultados. Embora tenhamos encontrado associagdo
entre a infec¢do por micoplasma genital e VB, essa condi¢cdo microbiana VB nédo representou
diferenca significativa no risco de PPTe (OR 1,46; IC 95% 0,65 - 3,29), assim como a presenca
de Mh junto ao Ureaplasma spp. (OR 0,75; IC 95% 0,18 - 3,19). Além disso, 19,1% das
gestantes com PPTe apresentaram uma microbiota indicativa de VB, contra 13,4% das gestantes
de PT, ndo sendo identificada associacdo entre a VB sozinha e o desfecho gestacional adverso
(ORa 1,39; IC 95% 0,69 - 2,8).

Uma microbiota vaginal ndo dominada por Lactobacillus spp. pode estar associada ao
aumento no risco de PPT. No entanto, esses achados nédo sdo consistentes em todos os estudos
(DIGIULIO et al.,, 2015; FOXMAN et al., 2014; ROMERO et al., 2014a; YOCKEY;
IWASAKI, 2018). Como mencionado, diversos fatores sociais, geograficos e biologicos afetam
a construgdo da microbiota vaginal de cada hospedeira, e por mais que a VB possa gerar um
risco de PPT, 0 mesmo € pequeno e a maior parte das gestantes que apresentarem essa condi¢do
terdo um PT (ROMERO et al., 2014a).

Além disso, as gestantes foram recrutadas entre 20-25 semanas de gestacdo e alguns
artigos indicam que a presenca de VB é mais diagnosticada no primeiro trimestre de gestacéo,
com sua prevaléncia reduzida ao longo dos préximos trimestres (DONATI et al., 2010;
ROMERO et al., 2014a). Um estudo publicado por Krauss-Silva et al. (2014) realizado com
1.699 gestantes de até 20 semanas, assintomaticas e sem risco, identificou uma prevaléncia de
VB de 28,1% que, ap6s 8 emanas de seguimento, apresentou uma conversao natural de 40%
das gestantes com microbiota caracteristica de VB para ndo VB. Dessa forma, de acordo com
0 periodo em que as amostras deste estudo foram coletadas, € possivel que as gestantes tenham
tido uma resolucgéo parcial da microbiota vaginal anormal, ndo sendo identificada associagéo
com o desfecho de PPTe.

Dentre os biomarcadores imunologicos analisados no plasma, IFN-y, IL-10, IL-1a, IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a. e TNF-B, ndo foi verificada associacdo deles a nenhum dos
desfechos, PPTe ou infeccdo. Esse resultado também contribui para uma explicacdo da auséncia
de associacdo da infecgéo por micoplasma genital com o PPTe, visto que néo houve presenca

de um cenario de citocinas pro-inflamatdrias nas gestantes estudadas.
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Um estudo realizado in vivo, no intuito de entender como a microbiota vaginal diversa
seria capaz de induzir a resposta imune do hospedeiro, delineou uma possivel via dessa
interacdo (ANAHTAR et al., 2015). O grupo demonstrou que as bactérias da microbiota séo
reconhecidas, via receptores do tipo Toll (TLR), por células apresentadoras de antigenos (APC)
e pelas células epiteliais vaginais, em resposta aos lipopolissacarideos (LPS) microbianos. A
partir dessa interacdo, a via NF-kB € ativada, iniciando a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias, com foco no IL-1a, IL-1B, IL-8 e TNF- a, levando ao recrutamento de linfécitos
ao TGIF (ANAHTAR et al., 2015). Dessa forma, era esperado que a presenca da infeccéo por
micoplasma genital alterasse a concentragdo de citocinas prd-inflamatdrias nas gestantes, e
devido a esse aumento da inflamacdo, baseado na hipdtese de que o trabalho de parto
corresponde a um processo de quebra da homeostase imunoldgica a partir da ativacdo do
sistema imune (MENON et al., 2020; PETERSON et al., 2020), acarretaria o PPT.

No entanto, as citocinas ndo apresentaram risco no desfecho de infeccdo e PPTe. Esses
resultados estdo de acordo com um estudo publicado por Amabebe et al. (2019), que indicou
que a presenca sozinha da infeccdo, sem uma associa¢do com citocinas pro-inflamatdrias, ndo
seria suficiente para causar o PPT. Além do estudo de Elovitz et al. (2019), que mostrou que
fatores imunes sdo criticos na modulagdo do risco de PPT associado & uma microbiota diversa,
assim como também séo importantes nos casos de microbiotas predominantemente constituidas
por Lactobacillus spp.

Uma hipotese para a auséncia de diferenca nas concentracdes de citocinas envolve o
fato de as gestantes recrutadas serem assintomaticas. E possivel que a quantidade total de
bactérias presentes no TGIF dessas gestantes ndo tenha sido suficiente para ativar seu sistema
imune, criando um meio inflamatério, e consequentemente levando ao PPT (LOBAO et al.,
2017; TIBALDI et al., 2009). Além disso, Lobao et al. (2017) verificou que, em infecgdes por
Ureaplasma spp., maiores concentragdes de IL-1B e IL-6 estiveram mais associadas as
mulheres que apresentaram sintomas do que as que eram assintomaticas.

Além da auséncia de diferenga na concentracdo de biomarcadores inflamatorios entre
os desfechos de infeccdo e PPTe, € possivel que o tratamento com azitromicina das gestantes
identificadas com a infeccdo por micoplasma genital tenha alterado a associagdo desses
microrganismos com o PPTe. Um estudo observacional realizado com dados de 2010 a 2015
concluiu que a utilizacdo de terapia antibidtica em gestantes de risco reduziu a incidéncia de
PPTe (OR 0,24; IC 95% 0,06 — 0,99) (HATANAKA et al., 2019). Entretanto, a relagcdo do
tratamento de gestantes com a diminuicdo do risco de desfechos gestacionais adversos apresenta

divergéncias na literatura. Uma revisdo sistemética realizada com estudos que trataram
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gestantes com dishiose bacteriana com clindamicina e metronidazol oral antes de 28 semanas
de gestacdo verificou que ndo houve redugdo na incidéncia de PPT nos grupos tratados
comparado aos controles (REBOUCAS et al., 2019).

6.3. PONTOS FORTES E LIMITACOES DO ESTUDO

Até onde sabemos este € o primeiro estudo brasileiro que avaliou a prevaléncia de
infeccdo por micoplasma genital em gestantes entre 20-25 semanas e investigou o risco dessa
infecgdo no desfecho adverso de PPTe. Além da prevaléncia e risco com o PPTe, também
verificamos os fatores de risco mais associados a infeccdo, no intuito de caracteriza-la melhor
afim de mapear possiveis gestantes com maior probabilidade de apresentarem essas bactérias.
Também destacamos o fato de termos estratificado o PPT de acordo com sua etiologia,
permitindo que nossas analises de associac¢ao tenham sido realizadas apenas com o PPTe, e ndo
tenham incluido os PPT iatrogénico. Além disso, tivemos um tamanho amostral grande, sem
alta perda de segmento e o hospital em que o estudo foi realizado € considerado de referéncia
para a regido de Ribeirdo Preto.

No entanto, como limitagfes devemos ressaltar que, embora tenhamos usado um padréo
de diagndstico da infeccdo frequentemente utilizado em laboratdrios clinicos, através de Kits
baseados em meio de cultura, que fornecem uma identificacdo, enumeracdo e suscetibilidade
as drogas de forma confiavel e facil para os micoplasmas genitais, os dados gerados a partir de
metodologias moleculares apresentam resultados mais apurados, com maior sensibilidade e
especificidade (CAPOCCIA; GREUB; BAUD, 2013; YI; YOON; KIM, 2005).

Dessa forma, em nosso estudo, ndo foi possivel identificar a presenca de Mycoplasma
genitalium, também pertencente a classe Mollicute, mas sendo considerada uma IST, que tem
demonstrado associacdo com desfechos reprodutivos adversos, como cervicite, DIP, PPT e
aborto espontaneo (LIS; ROWHANI-RAHBAR; MANHART, 2015). Além disso, também néo
foi possivel diferenciar o Ureaplasma spp. entre Uu e Up. Como o Up apresenta maior
prevaléncia do que o Uu e tem se mostrado mais prejudicial ao desfecho gestacional adverso,
seria necessario realizar a identificacdo de ambos para caracterizar melhor o resultado de
auséncia de associacdo entre PPTe e esse tipo de bactéria encontrado em nosso estudo
(DONDERS et al., 2017).

Diversos estudos tém analisado o papel de citocinas pré-inflamatorias, como IL-1, IL-
2, IL-6, IL-8, TNF-alfa, e anti-inflamatorias, como IL-10, como possiveis preditores do PPT
(FETTWEIS et al., 2019; HADLEY et al., 2018; YOCKEY; IWASAKI, 2018).
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Devido as amplas formas de analise para caracterizacdo do sistema imune e tipos de
amostras utilizadas (sangue, fluido amni6tico e conteudo cervicovaginal), os resultados de
associacdo entre citocinas e desfechos gestacionais diferem entre os estudos. Uma revisdo
sistematica realizada por Wei; Fraser; Lou (2010) ndo encontrou evidéncias suficientes que
comprovem a associagdo de PPT com citocinas 1L-1, IL-2, IL-8, IL-10. Ja em relacéo a IL-6,
foi verificado que concentragdes elevadas no fluido amnidtico e no conteddo cervicovaginal,
mas ndo no plasma, aumentou em 14% o risco de PPT em gestantes assintomaticas. Por mais
que a utilizacdo de amostras de sangue para analise de biomarcadores imunoldgicos seja de
facil acesso, processamento e menos invasiva, seu alto volume e relagéo remota com os tecidos
materno-fetais sugere que os biomarcadores associados a gestacdo estejam diluidos dentre
varias outras proteinas do sangue, ndo representando de forma tao fidedigna o cenario local do
trato genital (GEORGIOU et al., 2015; GOMES et al., 2019; LEE et al., 2018).

Visto que em nosso estudo as amostras utilizadas foram de plasma, € possivel que ndo
tenhamos conseguido rastrear de forma apurada as citocinas alteradas no trato genital que
estariam associadas ao PPTe. No entanto, como outros estudos identificaram associacdo entre
PPT e citocinas pro-inflamatdrias, mesmo em amostras do plasma (AGHAEEPOUR et al.,
2017; ROMERO et al., 2017), seria preciso realizarmos mais analises com outros tipos de
amostra para verificarmos essa auséncia de associagdo em nosso trabalho.

Mesmo que tenhamos conduzido o estudo em um local de referéncia da regiéo,
ressaltamos que a amostra da coorte BRISA foi de conveniéncia, devido a dificuldade de obter
uma amostra randomizada representativa da populacdo de gestantes. Visto que caracteristicas
fisiologicas, prevaléncias de infeccOes, alteracBes na microbiota do hospedeiro e outras
variaveis clinicas sdo muito afetadas por fatores geograficos, culturais e socioeconémicos, €
muito importante que sejam desenvolvidos estudos com amostras randomizadas e em diferentes

regides do pais.



7. CONCLUSAO




Em nosso estudo, uma coorte prospectiva realizada com uma amostra de conveniéncia
de gestantes entre 20-25 semanas, com objetivo principal de avaliar a associagéo de infecgéo
por micoplasma genital e o risco no desfecho gestacional de PPTe, concluimos que a infeccao
ndo esteve associada ao PPTe. Dentre as variaveis estudadas, verificamos que o histérico de
PPT em gestagdes anteriores ¢ um comprimento cervical < 2cm foram considerados fatores de
risco independentemente associado ao desfecho gestacional de PPTe. Além disso,
identificamos que a presenca da classe de bactérias micoplasma genital esteve presente no TGIF
de 18% das gestantes, sendo associada a disbiose vaginal, uso de cigarro, atividade remunerada
e numero de parceiros sexuais ao longo da vida.

Por mais que ndo tenhamos encontrado associagdo entre a infec¢do por micoplasma
genital e o desfecho de PPTe, nosso estudo traz importantes contribuicdes para a literatura
brasileira a respeito do perfil de gestantes assintomaticas que apresentam essa infecgdo no

TGIF, dos fatores de risco associados a ela e da melhor forma de trata-la.

7.1. SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Devido as divergéncias nos resultados, até entdo publicados, sobre a relacdo da infeccao
por micoplasma genital e PPT, ndo ha um delineamento comum sobre a necessidade de
realizacdo de testes para rastreio dessa infec¢do durante o pré-natal ou mesmo em mulheres ndo
gestantes. Além disso, devido a alta resisténcia apresentada por essas bactérias, em casos de
necessidade de tratamento, faltam estudos que analisaram as melhores drogas a serem utilizadas
para controle da infecgéo.

A infeccdo por micoplasma genital sofre alteracGes em sua capacidade patogénica por
diversos fatores e é possivel que interacfes com outras variaveis possam interferir no resultado
de associacdo com o desfecho de PPTe. Sendo assim, como ainda ha poucos estudos publicados
no Brasil que tenham avaliado essa classe de bacteérias, se torna necessario estudarmos de forma
mais extensa a presenca de micoplasma genital com uma populacéo de estudo que abranja uma
maior diversidade regional do Brasil. Além disso, é importante a conducéo de estudos que
verifiqguem a relagdo destas bactérias ndo apenas com o PPT, mas também com outros desfechos
obstétricos, como o aborto espontaneo, natimorto e LBW. Sendo indicada a analise do contetido
cervicovaginal de forma longitudinal durante a gestacdo, com metodologias de biologia
molecular que identifiquem de modo mais apurado os tipos de bactérias pertencentes a classe

Mollicute.
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Abstract

Objective

To determine the prevalence of genital mycoplasma infection and the risk of spontaneous
preterm birth (SPTB) in asymptomatic pregnant women.

Design

Prospective cohort.

Setting

Public and private health services in Ribeirdo Preto-SP, Brazil.

Population

1.349 asymptomatic women with a singleton pregnancy at 20-25 weeks of gestation (WG)
recruited between 2010 and 2011.

Methods

Baseline data was assessed using a questionnaire, in addition to cervicovaginal fluid and blood
samples, to analyze lower reproductive tract infections (RTIs) and immune mediators,

respectively. The association between variables and the risk of sPTB was evaluated using

logistic regression analysis to estimate the odds ratios (ORS).

Main outcome measures

Genital mycoplasma infection and prematurity.

Results

The prevalence of the sPTB and genital mycoplasma was 6.8% and 18%, respectively. The
infection was not a risk factor for sSPTB (aOR 0.66; 95% CI 0.32-1.35), even when associated

with bacterial vaginosis (BV). However, it was associated with a low socioeconomic status

(p=0.0470), cigarette use (p=0.0009), number of sexual partners (p=0.0019), and BV (p<.0001).
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Regarding the risk factors associated with sPTB, previous history of PTB (aOR 12.06; 95% ClI

6.21-23.43) and a cervical length <2.5 cm (aOR 3.97; 95% CI 1.67-9.47) were significant.

Conclusions

The risk of sSPTB was independently associated with the history of PTB and the cervical length

but not with the genital mycoplasma infection.

Funding:

This work was founded by CNPq, FAPESP and CAPES.

Keywords:

Preterm birth, pregnancy, genital mycoplasma, bacterial vaginosis, risk factor
Tweetable abstract:

The genital mycoplasma infection was not a risk for SPTB, even when bacterial vaginosis (BV)

was associated.

Introduction

Around the world, almost 15 million (10.6%) births occur before 37 weeks of pregnancy.
Moreover, with a prevalence of 11%, Brazil is among the ten countries with the highest numbers
of estimated preterm births (1,2). Thus PTB is the leading cause of death in children under five
years, improving the knowledge of this gestational outcome is essential for public health (3).

Communities of microbiota in the female genital tract (FGT) represent a crucial part of vaginal
health in addition to dysbiosis, involved in various gynecological dysfunctions and pregnancy
complications  (4,5). Genital mycoplasma, including Mycoplasma  hominis (Mh)
and Ureaplasma spp., are microorganisms frequently found in the human urogenital tract (6,7).
Although the colonization with this microorganism is harmless in most women, increasing

evidence suggests an association of the infection with adverse gestational outcomes such as
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spontaneous miscarriage (8,9), chorioamnionitis (10,11), stillborn (12), preterm premature
rupture of membranes (PPROM) (11,13) and preterm birth (PTB) (14-16).

At present, the necessity for screening and treating genital mycoplasma infections in pregnant
women is lacking evidence. Nevertheless, a variety of physiological events associated with
pregnancy, including immune response remodeling (17) and increased hormone levels (18),
beyond behavioral changes (19) can drive to alterations in the vaginal microbiota composition.
Consequently, modification in the colonization patterns of genital mycoplasma may cause
adverse gestational outcomes (5,20). Therefore, this study aimed to estimate the prevalence of
the Mh and Ureaplasma spp. infection in asymptomatic pregnant women with 20-25 weeks of

pregnancy and investigate the association of this infection with the PTB outcome.

Methods

Study Design

This prospective cohort was entitled: “Etiological factors of preterm birth and consequences of
perinatal factors on the child’s health: birth cohorts in two Brazilian cities, Ribeirdo Preto and
Sao Luis — BRISA” that occurred in 2010-2011. For the analysis of this study, we used data
available from the “Prenatal cohort” of Ribeirdo Preto, a city located in the southeast region of

Brazil. In addition, the BRISA protocol has been previously reported (21).

Participants and sample

In this cohort, pregnant women who attended prenatal visits in public and private health services
were invited to participate. This cohort was obtain based on a convenience sample due to the
difficulty in obtaining a representative random sample from the pregnant women population.

All pregnant that fulfilled the eligibility criteria, who had an interest in participating in the
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study, and who gave the informed consent form (ICF) were included. Inclusion criteria were:
completion of a first obstetrical ultrasound exam before 20 weeks of GA, had 20-25 weeks of
gestational (WG), and had a singleton pregnancy. In addition, participants who had a loss to
follow-up, miscarriage, stillbirth, and did not have the result for the genital mycoplasma test

were excluded from this analysis.

Data collection

Data collection occurred in two moments of the cohort: prenatal visit and at the time of delivery.
During the prenatal visit, a questionnaire was used to access the following baseline information:
maternal age (years), self-reported race/ethnicity (white or black), education level, marital
status (with or without a partner), remunerated activity (no or yes), alcohol consumption (no or
yes), smoking status (non-smoker or smoker). For clinical history, participants were asked
about: previous history of PTB (no, yes, or nulliparous), previous miscarriage (no or yes),
gestational hypertension and/or diabetes, and lifetime sexual partners (in number).

After the application of the questionnaire, participants were submitted to blood sample
collection (20mL) and a gynecological exam for vaginal fluid collection, and a cervical
ultrasound examination to assess cervical length (< 2,5 cm or > 2,5 cm). Further, vaginal fluid
was collected using a cotton swab, and those samples were used to evaluate the diagnosis of
genital mycoplasma infection in addition to bacterial vaginosis (BV).

The presence of Mh and Ureaplasma spp., the antimicrobial susceptibilities of these
microorganisms to erythromycin, azithromycin, and clarithromycin, as well as the colony-
forming unit (CFU) for bacterial load, were investigated using the Mycoplasma IST 2 Kit
(bioMérieux®, Marcy-I’Etoile, France), following the manufacturer’s instructions. An
endocervical swab was inoculated in the transport medium R1, provided by the kit, and stored

at 2-8°C until sample processing. Subsequently, the R1 medium was vortexed with 3 ml of the
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R2 medium and supplied by the kit, containing 1 mL of lyophilized urea/arginine broth.
Afterward, 55uL of the solution R1+R2 were distributed into the 22 wells of the kit plate,
followed by an addition of two drops of mineral oil. The plate was incubated at 37°C for 24h
and 48h until the results for Ureaplasma spp. and Mh, respectively, being assessed. Positive
genital mycoplasma infection, which was defined as a change of sample color, was one of the
outcomes of interest in this study.

Moreover, a cervicovaginal smear was Gram-stained to assess the Nugent score and
consequently to classified the vaginal microbiota as BV (Nugent score from 7-10), intermediate
(Nugent score from 4-6), and normal (Nugent score 0-3) (22). Positive participants for genital
mycoplasma infections were treated with oral azithromycin and/or oral metronidazole if
positive for BV.

For the assessment of the immune mediators IFN-y, IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a, G-
CSF, and IL-10, blood samples of all PTB and a proportion of three randomly selected control
per case (1:3) were centrifuged for plasma separation and placed in Eppendorf tubes.
Subsequently, serum samples were analyzed with the MILLIPLEX Multiplex® Assay kits
using Luminex LX 200® (Cat #:HCYTOMAG-60K, Merck, New York, USA), as
manufacturer’s instructions.

At the time of delivery, the questionnaire was reviewed to obtain more accurate information
regarding the socio-demographic, clinical and, behavioral data during pregnancy. In addition,
information about the birth was collected to characterize the gestational outcome: type of
delivery (vaginal or caesarian), whether the mother had started labor with pain, and GA-based
obstetrical ultrasound (OU). PTB, defined as delivery occurring before 37 WG, was classified
as medically indicated and spontaneous PTB (sPTB). Therefore, only participants with sPTB

and term birth (TB) constituted the final sample of pregnant women analyzed.
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Pregnant women were not involved in developing the study design, interpreting the data, or
writing up the results. There is a core outcome set for studies on primary prevention of preterm

birth / Patients were not involved in the development of the study.

Statistical analysis

At first, to compare differences in prevalence between the groups, we performed Chi-square
tests. Then, to further clarify associations between outcomes variables and potential risk factors,
we used logistic regression analysis to estimate the odds ratios (ORs) and 95% CI of preterm
birth and genital mycoplasma infection. Socio-demographic, clinic, and behavioral variables
that were found to be associated in univariate analysis (P < 0.2) or clinically significant for the
study proposal were included as adjusted covariates in the multivariate logistic regression
analysis of preterm birth. As missing data constituted less than 5% of our data, only participants
with completed data were analyzed in the logistic regression. P values less than 0.05 were
considered significant. All analyses were performed using SAS software version 9.4 (SAS

Institute, Cary, USA).

Results

As shown in the flowchart (Figure 1), a total of 1.400 pregnant women were approached to
participate in the study, of which 51 (3,6%) were ineligible due to losses to follow-up (n=30),
lack of test result for Mh and Ureaplasma spp. infection (n=14), and gestational outcome as
stillborn (n=6) and miscarriage (n=1). Therefore, 1.349 participants were eligible, and the
prevalence of PTB in the cohort was 9,2% (n=124). However, since the primary outcome of
interest was to investigate the association of infection and PTB, after delivery classification

according to its etiology, the final analysis only considered participants with sPTB (n=89) and
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those with full TB (n=1.225). The study population was similarly composed of white (51,3%)
and black (47,8%) women, with the most of them (74,7%) between 20-34 years and with an
education level up to high school (64,2%).

The sPTB rate was significantly higher among women with alcohol (p=0.0391) and cigarette
(p=0.005) consumption habits than women with a full birth. In addition, 42.7% of participants
with a history of PTB in a previous pregnancy had the same gestational outcome in the current
pregnancy (p<.0001). Moreover, we found a significant association of this adverse gestational
outcome with a cervical length lower than 2.5 cm (p<0.0001) and gestational hypertension
(p=0.026) (Table 1).

The prevalence of genital mycoplasma infection in the study was 18% (n=236), with 12,4%
(n=163) of women colonized only with Ureaplasma spp., 2,7% (n=35) with Mh and 2,9%
(n=38) co-infected with both bacteria. The presence of infection during the 20-25 WG was not
associated with the gestational outcome of sPTB (p=0.7782). Furthermore, the infection
remained without association even after adjustment for confounders (aOR 0.66; 95% CI 0.32 -
1.35) and stratified by the type of the bacteria, Mh, Ureaplasma spp., and both (p=0.8277).
Conversely, infection was associated with a greater than five-lifetime sexual partners
(p=0.0019) and a lower remunerated activity (p=0.0473) (Table 1). Similarly, the BV rate was
significantly higher among infected women (p<.0001), but this microbiota characteristic had
different associations according to the condition of genital mycoplasma infection. The BV was
associated with Mh and co-infection in 54,3% and 60,5% of samples, respectively, in contrast
to 19,9% of Ureaplasma spp. infection (p<.0001) (Tabela S1). In the same way, the use of
cigarettes was more frequent in women infected with Mh and both types of bacteria together
than just Ureaplasma spp. (p=0.0145).

For the antimicrobial susceptibilities analysis, the three types of drugs investigated had elevated

rates of resistance among Mh and co-infection with Mh and Ureaplasma spp. On the other
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hand, Ureaplasma spp. infection had more sensibility to these medications (p<.0001) (Table
S1).

In the univariate analysis, covariates associated with gestational and infection outcomes were
included in the adjusted model of the multivariate logistic regression. Since none of the
cytokines analyzed were significantly associated with both outcomes (Table S2), only the
following covariates were included: race/ethnicity, education level, remunerated activity,
alcohol consumption, smoking status, lifetime sexual partners, previous history of PTB,
previous miscarriage, gestational hypertension, gestational diabetes, cervical length, Nugent
score, and genital mycoplasma. After adjustment, some variables no longer presented a risk to
the sPTB outcome. However, previous history of PTB (aOR 12.06; 95% CI 6.21-23.43) and
cervical length lower than < 2.5 cm (aOR 3.97; 95% CI 1.67-9.47) were independently

associated with the risk of SPTB in the current pregnancy.

Discussion

Main findings

This prospective cohort aimed to verify the association between infection by genital
mycoplasma in asymptomatic pregnant women with 20-25 WG and the outcome of SPTB in a
population of women living in the city of Ribeirdo Preto-SP. A convenience sample of 1.314
women was included in the final analysis of the study. In addition, the prevalence of the SPTB
and infection outcome was 6.8% and 18%, respectively. Among the main findings of this study,
genital mycoplasma infection was not associated with a birth that occurred before 37WG (aOR
0.66; 95% CI 0.32-1.35). The risk factors associated with genital mycoplasma included:
socioeconomic status, cigarette use, lifetime number of sexual partners and a microbiota

characteristic of BV. Regarding the primary outcome of sPTB, a history of PTB in previous
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pregnancies and a cervical length < 2.5 cm were risk factors independently associated with

adverse gestational outcome.

Strengths and limitations

As far as we know, this is the first Brazilian study that evaluated the prevalence of genital
mycoplasma infection in pregnant women and investigated the risk of this infection in the
adverse outcome of sSPTB. In addition, we excluded medically indicated PTB to reduce possible
confounding factors in this analysis. Moreover, even though the BRISA cohort has a
convenience sample, we conducted the study in a reference health services Ribeirdo Preto and
region. On the other hand, our study has limitations. First, although we have used a standard
methodology for diagnosing infection based on culture media, molecular methods have more
accurate results, with greater sensitivity and specificity to characterize different types of genital
mycoplasma (23,24). Secondly, even though blood samples for analysis of immunological
biomarkers are easily accessible, the high volume suggests that the biomarkers associated with
pregnancy could be too diluted among other blood proteins, not reliably representing the FGT

setting (25-27).

Interpretation

FGT colonization by Ureaplasma spp. and Mh is frequent in both healthy and symptomatic
women (6). Consequently, it is difficult to characterize the clinical significance of these
microorganisms in adverse reproductive outcomes. Therefore, the screening and treatment are
still discussed. In addition, it is essential to outline a better way of managing these infections,
as their pathogenicity changes depending on the conditions of the organism in which they are

found (24,28).



82

In studies worldwide, the prevalence of Mh is below 30%, Ureaplasma spp. rates range from
20%-88% and the co-infection with both has a prevalence of 1,7%-17,7% (16,29,30). In our
study, Mh, Ureaplasma spp., and co-infection prevalence was 2.7%, 12.4%, and 2.9%,
respectively. Therefore, it was lower than the prevalence found in the literature, probably
because the pregnant women recruited was asymptomatic (31,32).

The association of genital mycoplasma infection with variables such as socioeconomic status
and behavioral habits, as sexual partners and use of cigarettes, were also considered risk factors
in other studies (31,33-36). On the other hand, the ethnicity of the pregnant women was not
associated with the infection (p=0.1541), as demonstrated by Campos et al. (2015).
Furthermore, there was no association between infection and age (p=0.2043), as some studies
identified a higher risk of infection among women under 25 years (31,33,35,36).

We verified an association between the presence of infection and microbial dysbiosis, in
agreement with other studies (37). With a more extensive association between BV and Mh
(54.3%) than with Ureaplasma spp. (25.7%) (6,38,39). Furthermore, Cox et al. (2016) also
demonstrated a relationship between Mh and G. vaginalis in BV samples (60.7%), with a
significant increase in Mh load under these conditions. In contrast to these results, we found
that Mh infection did not manifest high bacterial loads, with 68.6% of the samples with <10*
CFU/mL. In summary, this shows that BV was associated with the type of genital mycoplasma
but not with the bacterial load.

Moreover, we confirmed that among erythromycin, azithromycin, and clarithromycin, the most
indicated antibiotic for the treatment of pregnant women infected with genital mycoplasma is
azithromycin, which has the highest sensitivity among all type of infection. However, studies
have a discrepancy in the prevalence and antimicrobial susceptibility rates of genital
mycoplasmas (29,30,32,38), indicating a difference in the sensitivity and colonization of these

bacteria according to region.
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The prevalence of sPTB was 9.2% (n=124), with 71.8% (n=89) classified as spontaneous.
Although Brazil is among the ten countries with the highest rates of prematurity, our study
identified a lower prevalence than the global rate of 10,6% (1), and the rate of 12,3% found in
a Brazilian multicenter study (41).

We did not identify differences in socioeconomic characteristics that usually are associated with
PPT, such as extremity of maternal age, ethnicity, and economic status (42,43). Though, in
agreement with other studies, both the history of SPTB (44) and cervical length (45) were
independently associated with the outcome of sSPTB, confirming the importance of considering
them as risk factors during prenatal.

Although the cause of PTB is multifactorial, several microorganisms are associated with this
pathogenesis. For example, genital mycoplasma is one of the most frequently found bacteria in
amniotic fluid and (46,47) CVF samples (7,15,48) of pregnant women with adverse outcomes.
However, data published in the literature are still controversial (9,24,49). In addition, we did
not observe an association between those bacteria and sPTB.

The correlation between vaginal microbiota and obstetric complications depends on the studied
population, with divergences according to ethnicity, geographic regions, changes in habits, and
biological characteristics (20,35). Moreover, as genital mycoplasmas naturally constitute the
vaginal microbiota, the association of genital mycoplasma and PTB may have a variance
according to the presence of other risk factors (50-52). Therefore, the genital mycoplasma alone
may be insufficient to cause pathological issues, but in combination with other factors, such as
BV and co-infections with one or more different types of Mollicutes may represent an additional
risk of PTB (7).

Although Mh infection was associated with BV, this condition did not represent a difference in
SPTB risk (p=0.3548). The same was observed with the co-infection of Mh with Ureaplasma

spp. (p=0.8277). Consequently, our results indicate that the presence of genital mycoplasma,
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even when associated with other abnormal vaginal microbiota conditions, was not considered
a risk of sPTB.

Moreover, according to some studies, the presence of infection without association with
immune mediators is not sufficient to cause PTB (53,54). Hence, as there was no association of
immune mediators found with any outcomes, the pregnant women probably did not have a pro-

inflammatory scenario capable of breaking the immunological homeostasis and starting labor.

Conclusion

In conclusion, although no association between genital mycoplasma infection and sPTB has
been identified, our results bring essential contributions to the Brazilian literature. It was
possible to verify the profile of asymptomatic pregnant women who present genital
mycoplasmas infection in the FGT, the risk factors associated with this infection, and the best
manner to treat it. Though, the understanding of this infection during pregnancy in the Brazilian
population has been little explored. And since other covariates may lead to alterations in the
association of genital mycoplasma and the sPTB outcome, it is crucial to conduct more studies
to assess these bacteria's association with other obstetrics outcomes, recruiting a greater

population diversity.
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Figure 1: Flowchart of participants recruitment in the BRISA cohort study of 2010-2011. Mh,

Mycoplasma hominis; PTB, preterm birth; sSPTB, spontaneous preterm birth; TB, term birth.



Table 1: Baseline characteristics in the gestational and genital mycoplasma outcomes (n=1.314)
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Variables n (%) N PTB B p* Positive Negative pP*
1.314 (n=89) (n=1.225) (n=236) (1.078)
Age (Years)
<19 211 16 (18) 195 (15.9) 0.8245 47 (19.9) 164 (15.2) 0.2043
20-34 981 64 (71.9) 917 (74.9) 168 (71.2) 813 (75.4)
>35 122 9(10.1) 113 (9.2) 21 (8.9) 101 (9.4)
Race/ethnicity
White and Asian 674 41 (46.1) 633 (52.2) 0.2650 131 (56) 543 (50.8) 0.1541
Black 628 48 (53.9) 580 (47.8) 103 (44) 525 (49.2)
Education level
Less than high school 361 25 (28.1) 336 (27.5) 0.6744 72 (30.6) 289 (26.9) 0.1261
High school 843 59 (66.3) 784 (64.2) 151 (64.3) 692 (64.4)
More than high school 106 5 (5.6) 101 (8.3) 12 (5.1) 94 (8.7)
Marital status
With a partner 1.065 | 70(78.7) 995 (81.4) 0.5284 | 190 (80.5) 875 (81.3) 0.7728
Without a partner 247 19 (21.3) 228 (18.6) 46 (19.5) 201 (18.7)
Remunerated activity
Yes 685 42 (47.2) 643 (52.6) 0.3262 | 137 (58.1) 548 (50.9) 0.0470
No 627 47 (52.8) 580 (47.4) 99 (41.9) 528 (49.1)
Alcohol consumption
No 1.221 | 79(90.8) | 1.142(95.6) | 0.0390 | 220(94.8) | 1001 (95.4) | 0.6971
Yes 60 8(9.2) 52 (4.4) 12 (5.2) 48 (4.6)
Smoking status
Non-smoker 1.141 | 69(77.5) | 1.072(87.8) 0.005 190 (80.5) 951 (88.6) 0.0009
Smoker 169 20 (22.5) 149 (12.2) 46 (19.5) 123 (11.4)
Lifetime sexual partners
1-4 1.026 | 70(84.3) 956 (81.4) 0.5088 | 161 (74.2) 865 (83.2) 0.0019
>5 231 13 (15.7) 218 (18.6) 56 (25.8) 175 (16.8)
Previous history of PTB
No 536 18 (20.2) 518 (42.5) <.0001 84 (35.7) 452 (42.1) 0.1894
Yes 130 38 (42.7) 92 (7.5) 24 (10.2) 106 (9.9)
Nulliparous 643 33(37.1) 610 (50) 127 (54.1) 516 (48)
Previous miscarriage
No 1.084 | 68(76.4) 1.016 (83) 0.1130 | 200 (84.8) 884 (82.1) 0.3283
Yes 229 21 (23.6) 208 (17) 36 (15.2) 193 (17.9)
Gestational hypertension
No 1.180 | 75(84.3) | 1.105(91.3) | 0.0260 | 210 (90.1) 970 (91) 0.6782
Yes 119 14 (15.7) 105 (8.7) 23 (9.9) 96 (9)
Gestational diabetes
No 1.244 | 84(94.4) | 1.160(94.7) | 0.8993 | 228(96.6) | 1.016 (94.3) | 0.1434
Yes 70 5 (5.6) 65 (5.3) 8 (3.4) 62 (5.7)
Cervical length
>25cm 47 11 (12.5) 36 (2.9) <.0001 8 (3.4) 39 (3.6) 0.8693
<2.5cm 1.264 | 77(87.5) | 1.187 (97.1) 227 (96.6) | 1.037 (96.4)
Nugent score
1-3 947 60 (67.4) 887 (73) 0.3168 | 114 (48.7) 833 (77.9) <.0001
4-6 177 12 (13.5) 165 (13.6) 46 (19.7) 131 (12.2)
>7 180 17 (19.1) 163 (13.4) 74 (31.6) 106 (9.9)

PTB, preterm birth; TB, term birth. *Chi-square test.
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Table 2: Genital mycoplasma characteristics in the gestational outcome (n=1.314)

Variables n (%0) PTB (n=89) TB (n=1.225) pP*
Genital mycoplasma
Negative 74 (83.2) 1.004 (82) 0.7782
Positive 15 (16.8) 221 (18)
Bacteria of genital mycoplasma
Mh 3 (20) 32 (14.5) 0.8277
Ureaplasma spp. 10 (66.7) 153 (69.2)
Mh+Ureaplasma spp. 2 (13.3) 36 (16.3)
BV + Genital mycoplasma
No 82 (92.1) 1.148 (94.5) 0.3548
Yes 7(7.9) 67 (5.5)

BV + Genital mycoplasma, positive test for bacterial vaginosis and genital mycoplasma; Mh,
positive test for Mycoplasma hominis; Mh + Ureaplasma spp., positive test for Mycoplasma
hominis and Ureaplasma spp.; PTB, preterm birth; TB, term birth; Ureaplasma spp., positive
test for Ureaplasma spp. *Chi-square test.

Table 3: Adjusted odds ratio with 95% confidence interval for risk of premature birth (n=1.185)

Variables Adjusted OR (CI 95%) @ P

Race/ethnicity

White and Asian (ref.) - 0.3673

Black 1.26 (0.76 - 2.08)

Education level

More than high school (ref.) - 0.4313

High school 2.0(0.64-6.2)

Less than high school 1.65 (0.49 - 5.54)

Remunerated activity

Yes (ref.) - 0.2428

No 0.75 (0.45 - 1.22)

Alcohol consumption

No (ref.) - 0.1984

Yes 1.9 (0.72-5.02)

Smoking status

Non-smoker (ref.) - 0.0859

Smoker 1.79 (0.92 - 3.49)

Lifetime sexual partners

1-4 (ref.) - 0.0724

>3 0.52 (0.25 - 1.06)

Previous history of PTB

No (ref.) - <.0001

Yes 12.06 (6.21 - 23.43)

Nulliparous 1.59 (0.83 - 3.06)

Previous miscarriage

No (ref.) - 0.8976

Yes 0.96 (0.51 - 1.81)
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Gestational hypertension

No (ref.)

0.6944

Yes

1.16 (0.55 - 2.44)

Gestational diabetes

No (ref.)

0.7388

Yes

1.2 (0.42 - 3.45)

Cervical length

>2.5cm (ref.)

0.0018

<2.5cm

3.97 (1.67 - 9.47)

Nugent score

1—3(ref.)

4-6

1.41(0.71 - 2.83)

0.4728

>7

1.39 (0.69 - 2.8)

Genital micoplasma

Negative (ref.)

0.2497

Positive

0.66 (0.32 - 1.35)

Cl, confidence interval; OR, odds ratio; PTB, preterm birth; Ref., reference. 2Adjusting the covariables:
race/ethnicity, education level, remunerated activity, alcohol consumption, smoking status, lifetime
sexual partners, previous history of PTB, previous miscarriage, gestational hypertension, gestational
diabetes, cervical length, Nugent score, genital micoplasma.

Table S1: Baseline characteristics in the type of genital mycoplasma infection (n=1.314)

Variables n (%) Mh (n=35) Ureaplasma | Mh+Ureaplasma p*
spp. (n=163) spp. (n=38)

Smoking status
Non-smoker 26 (74.3) 139 (85.3) 25 (65.8) 0.0145
Smoker 9 (25.7) 24 (14.7) 13 (34.2)

Nugent score
1-3 9 (25.7) 100 (62.1) 5(13.2) <.0001
4-6 7 (20) 29 (18) 10 (26.3)
>7 19 (54.3) 32 (19.9) 23 (60.5)

CFU/mL
<10* 24 (68.6) 47 (28.8) 8 (21) <.0001
>10* 11 (31.4) 116 (71.2) 30 (79)

Antimicrobial resistance 2
Erythromycin 28 (80) 14 (8.6) 36 (94.7) <.0001
Azithromycin 20 (57.1) 10 (6.1) 26 (68.4) <.0001
Clarithromycin 29 (82.9) 13 (8) 37 (97.4) <.0001

CFU, colony-forming unit; Mh, positive test for Mycoplasma hominis; Mh + Ureaplasma spp.,

positive test for Mycoplasma hominis and Ureaplasma spp.; Ureaplasma spp., positive test for

Ureaplasma spp. @ P-value refers to the analysis of drug resistance vs. without drug resistance.

*Chi-square test.




98

Table S2: Odds ratio with 95% confidence interval for the association of immune mediators

with premature birth and genital mycoplasma infection.

Premature birth P Genital Mycoplasma P
Variables
OR (CI 95%) OR (Cl 95%)

IFN-y 0,998 (0,995 - 1,001) 0,119 0,998 (0,995 - 1,001) 0,2336
IL-10 0,992 (0,976 - 1,009) 0,3495 0,997 (0,986 - 1,007) 0,5605
IL-1a 0,996 (0,993 - 1,0) 0,0608 0,999 (0,995 - 1,002) 0,5573
IL-1p 0,978 (0,94 - 1,018) 0,2759 0,993 (0,963 - 1,024) 0,6511
IL-2 1,00 (0,996 - 1,007) 0,6382 1,002 (0,995 - 1,008) 0,6077
IL-6 0,996 (0,987 - 1,005) 0,385 0,987 (0,972 - 1,002) 0,0874
IL-8 0,998 (0,995 - 1,001) 0,2184 0,998 (0,972 - 1,002) 0,2139
TNF-a 0,984 (0,965 - 1,004) 0,1225 0,980 (0,954 - 1,007) 0,1467
TNF-p 0,997 (0,992 - 1,002) 0,2613 0,993 (0,985 - 1,002) 0,1349
G-CSF 0,998 (0,996 - 1,0) 0,0949 0,999 (0,997 - 1,002) 0,6481

Cl, confidence interval; OR, odds ratio; PTB, preterm birth. OR Premature birth: preterm birth
(n=87) and term birth TB (n=259). OR Genital mycoplasma: positive (n=57) and negative
(n=289).




