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RESUMO

LOBAO, T. N. Deteccao de Ureaplasma urealyticum e U. parvum no trato
urogenital e sua relacado com polimorfismos genéticos e expressao de
citocinas em mulheres atendidas no municipio de Vitéria da Conquista, BA.
2013. 146 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Ureaplasmas sao bactérias comumente isoladas do trato urogenital humano.
Entretanto, Ureaplasma urealyticum e U. parvum também foram associados a
infeccbes genitais, dificultando a compreensao do papel destes microrganismos.
Alguns estudos relacionam os polimorfismos de citocinas com a presenca de
ureaplasmas e as vaginoses bacterianas. Neste contexto, o objetivo do estudo foi
detectar a presenca de ureaplasmas em mulheres sexualmente ativas do semiarido
baiano e relacionar aos aspectos demograficos e de saude sexual, com polimorfismo
das citocinas IL-6 e IL-1B. Foram incluidas amostras de swab vaginal e sangue
periférico de 302 mulheres atendidas em Unidades de Saude da Familia em Vitéria
da Conquista, Bahia. A frequéncia de deteccédo por PCR convencional foi de 76,2%
para Mollicutes, 7,0% para U. urealyticum e 52,0% para U. parvum. Na qPCR foi
encontrada frequéncia de 16,6% para U. urealyticum e 60,6% U. parvum, sendo a
presenca destes microrganismos associada significativamente a sinais e sintomas
de infec¢ao genital. As amostras de U. parvum foram subtipadas e os sorotipos 6 e
3/14 foram os mais frequentes, seguidos do sorotipo 1. A frequéncia encontrada
para Trichomonas vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis e
Chlamydia trachomatis foi de 3,0%, 21,5%, 42,4% e 1,7%, respectivamente. Ainda
foi detectada co-infecgdo destes microrganismos com ureaplasmas. Na analise de
polimorfismo genético para IL-6, o gendtipo GG foi o mais frequente e para o
polimorfismo de IL-13, o gendtipo CC apresentou maior prevaléncia. Nao foi
observado diferengcas entre os niveis das citocinas no plasma sanguineo entre
mulheres do grupo caso e controle. Maiores niveis de IL-13 foram associados a
mulheres do grupo controle colonizadas por U. urealyticum, e maiores niveis de IL-6
associados a mulheres que nao apresentam U. parvum.

Palavras-chave: Ureaplasma urealyticum. Ureaplasma parvum. Infeccdo urogenital.
Polimorfismo genético.



ABSTRACT

LOBAO, T. N. Detection of Ureaplasma urealyticum and U. parvum in the
urogenital tract and its relationship to genetic polymorphisms and expression
of cytokines in women physical examination in Vitéria da Conquista, BA. 2013.
146 p. Masters thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
De Sao Paulo, S&do Paulo, 2013.

Ureaplasmas are bacteria commonly isolated from the human urogenital tract.
However, Ureaplasma urealyticum and U. parvum were also associated with genital
infections, making it difficult to understand the role of these microorganisms. Some
studies relate the cytokine polymorphisms with the presence of ureaplasmas and
bacterial vaginosis. In this context, the purpose of this study was to detect the
presence of ureaplasmas in sexually active women of the semiarid region of Bahia
and relate to demographic and sexual health, and polymorphism of cytokines IL-6
and IL-1B. It was included samples of vaginal swab and peripheral blood of 302
women examined at the Family Health Units in Vitéria da Conquista, Bahia. The
frequency of detection by conventional PCR was 76.2% for Mollicutes, 7.0% to U.
urealyticum and 52.0% for U. parvum. In the qPCR the frequency found was of
16.6% to U. urealyticum and 60.6% U. parvum and the presence of these
microorganisms was significantly associated with signs and symptoms of genital
infection. Samples of U. parvum were subtyped and serotypes 6 and 3/14 were the
most frequent, followed by serotype 1. The frequency found for Trichomonas
vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis and Chlamydia trachomatis
was 3.0%, 21.5%, 42.4% and 1.7%, respectively. It was also found co-infection of
these microorganisms with ureaplasmas. In the analysis of genetic polymorphism for
IL-6, GG genotype was the most frequent and the polymorphism of IL-13, the CC
genotype presented higher prevalence. No differences were observed between the
levels of cytokines in the blood plasma of women in the case group and control.
Higher levels of IL-1B were associated with control women colonized by U.
urealyticum, increased levels of IL-6 associated with women who did not exhibit U.
parvum.

Keywords: Ureaplasma urealyticum. Ureaplasma parvum. Urogenital infection.
Genetic polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

O termo micoplasma, informalmente, designa os microrganismos da Classe
Mollicutes, (Mollis = mole; cutis = pele) composta por cinco ordens, seis familias e 14
géneros. Com aproximadamente 200 espécies, os molicutes estado distribuidos entre
plantas, insetos e animais incluindo-se o homem (RAZIN, 1992). Estes se
diferenciam de outras bactérias principalmente pelo seu pequeno tamanho e
auséncia de parede celular, além de algumas espécies apresentarem o menor
genoma entre os procariotos, tendo como consequencia um metabolismo reduzido.
Em geral, aproximam-se das dimensdes dos maiores virus (0,2 a 0,4 ym) (MILES;
NICHOLAS, 1998).

Diversos molicutes sao apontados como constituintes da microbiota de
individuos saudaveis. Entretanto, alguns também foram associados a infeccdes
urogenitais, dificultando a compreensdo do papel destas espécies (KRAUSE;
TAYLOR-ROBINSON, 1992). Nos géneros Mycoplasma, Ureaplasma e
Acholeplasma encontram-se as espécies que habitam os animais como comensais,
saprofitos ou patogenos (RAZIN; BARILE, 1985).

Espécies de Ureaplasma colonizam o trato urogenital de individuos
saudaveis, no entanto, eles foram incluidos entre os agentes infecciosos causadores
de doengas urogenitais em humanos (KRAUSE, 1992). Mesmo assim, a infecg¢ao e a
distribuicao destes microrganismos em diversos grupos populacionais ainda € pouco
conhecida (CORDOVA; CUNHA, 2002). A infec¢cdo genital por micoplasma é de
dificil diagnostico clinico, uma vez que n&o existe sintoma caracteristico e,
geralmente esses microrganismos estao envolvidos com patologias multicausais
(SIMOES, 1999).

Os ureaplasmas e outros molicutes estdo entre os menores organismos
capazes de auto-replicagdo. Os molicutes foram descritos inicialmente em 1954,
compreendendo os membros da familia Mycoplasmataceae, sendo o género
Ureaplasma estabelecido em 1974. Os ureaplasmas tém a caracteristica de
hidrolisar a uréia utilizando-a como substrato metabdlico para geragcéo de ATP. Este
género atualmente possui duas espécies de origem humana e cinco de origem
animal (DOMINGUES, 2005; PARALANOQYV et al., 2012).

As espécies U. urealyticum e U. parvum estdo associadas a quadros de

uretrite ndo-gonocoécica e nao-clamidial (ONDONDO et al., 2010), doenga
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inflamataoria pélvica (DIP), endometrite e a condigdes que podem afetar a gestagéao,
o desenvolvimento do feto e do recém-nascido. Contribuem para o trabalho de parto
prematuro, corioamnionite espontanea, aborto espontaneo, prematuridade e baixo
peso ao nascer. O recém-nascido exposto pode desenvolver pneumonia, meningite,
bacteremia, abscessos e displasia broncopulmonar (SUNG, 2010; XIAO et al.,
2010).

A resposta imunolégica mais comum durante infecgdo por ureaplasmas
envolve a produgao de citocinas pro-inflamatérias (IL-1a, IL-183, IL-6, IL-8 e TNF-a),
acompanhada por infiltrado de neutrofilos e macréfagos nos locais de infecgao.
Entretanto, as complexas interagcdes entre ureaplasma e o hospedeiro que levam a
simples colonizagdo ou ao desenvolvimento de doengas sao em grande parte
desconhecidos (REYES et al., 2006).

Neste contexto, alguns estudos relacionam os polimorfismos de citocinas com
a presenga de microrganismos e as vaginoses bacterianas. Jeremias et al. (1999)
associaram o polimorfismo do receptor da citocina IL-1 com a presenca de U.
urealyticum e M. hominis. As citocinas IL-1a e IL-1B8 estdo envolvidas na
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. IL-1B € uma proteina extracelular
secretada por varios tipos celulares como macrofagos, linfocitos B e fribroblastos
(DINRELLO, 1996). A IL-6 esta envolvida na patogénese relacionada ao trabalho de
parto prematuro, artrite reumatoide, psoriase, doengca de Alzheimer e também a
doencga periodontal (MOREIRA; LIMA, 2007; TAYLOR et al., 2013; TERVONEN;
RAUNIO, 2007; TREVILATTO; SCAREL-CAMINAGA, 2003).

A melhor compreensao da patogénese dos ureaplasmas e sua caracterizagao
como agentes oportunistas tém aberto novas perspectivas na micoplasmologia
humana. Apesar dos diversos esclarecimentos na biologia destas bactérias em
humanos, existe pouco conhecimento no papel destas bactérias quando séao
comensais ou quando causam doengas (KRAUSE; TAYLOR-ROBINSON, 1992).
Assim, € de extrema importancia investigar a presenga de U. urealyticum e U.
parvum no trato urogenital feminino, e relacionar aos aspectos da saude sexual e

reprodutiva, que sdo essenciais na assisténcia a saude da mulher.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Saude Publica e Infeccoes Sexualmente Transmissiveis

Mesmo com o desenvolvimento de novos meétodos diagndsticos e novas
terapéuticas, as infecgdes sexualmente transmissiveis (IST) estdo entre os principais
problemas de saude publica no mundo, com grande impacto socioeconémico e
psicologico nos individuos. Estas doengas constituem uma das cinco causas mais
frequentes de busca por servigos de saude em paises em desenvolvimento (BRASIL
2008, 2011a).

Estimativas recentes apontam que casos de IST podem evoluir para doencas
sintomaticas, como uretrites, cervicites, Uulceras e verrugas genitais, ou
permanecerem assintomaticas. O alto indice de automedicacao torna o problema
ainda maior, ja que muitos dos casos nao recebem orientagcdo e tratamento
adequados, tornando-se casos subclinicos, mantendo os hospedeiros com potencial
de transmissao destes agentes (BRASIL, 2011b).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que 499 milhdes de casos
novos de IST curaveis (gonorréia, clamidia, sifilis, vaginose bacteriana e
tricomoniase) ocorreram em 2008 no mundo (WHO, 2013). As IST, no mundo, tém
significativa implicagdo na economia, principalmente nos paises em
desenvolvimento no qual respondem por 17% de perdas econdmicas com o bindbmio
saude-doenca (BRASIL, 2005, 2011a).

A OMS estima que no Brasil, as IST consideradas curaveis correspondem de
10 a 12 milhdes de casos novos por ano. Aproximadamente 10,3 milhdes de
brasileiros ja apresentaram algum sinal ou sintoma de IST. Diversos casos de IST
nao-curaveis (virais) também ocorrem anualmente, como, por exemplo, herpes
genital (HSV-2), papilomavirus humano (HPV), hepatite B e HIV (DO VAL, 2012).

Mulheres com infec¢gdes nao tratadas por gonorréia e/ou clamida podem
desenvolver complicagdes como DIP, e destas, cerca de 25% poderdo se tornar
inférteis. Abortos espontaneos, natimortos, baixo peso ao nascer, infecgao congénita
e perinatal estdo associados as IST nao tratadas, em gestantes. Relatos de diversos
paises mostraram que pessoas com IST, mesmo com les6es nao ulcerativas,
apresentavam 3 a 10 vezes mais chance de se infectarem pelo virus HIV (BRASIL,
2005).
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Apesar disso, as IST so6 voltaram a readquirir importancia como problema de
saude publica apos a epidemia de AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida)
(FLEMING; WASSERHEIT, 1999; ONOYA et al.,, 2012). O HIV esta presente na
secregcao ceérvico-vaginal numa frequéncia duas vezes maior entre mulheres com
gonorréia, trés vezes maior na presenga de clamidia e quatro vezes maior se existe
ulcerac&o no colo uterino ou na vagina (GHYS et al., 1997).

Na maioria dos paises, as listas de doencas de notificagdo compulsoria
incluem apenas algumas infecgdes genitais. No Brasil, as IST que fazem parte da
lista nacional de agravos de notificagdo compulséria compreendem apenas 0s casos
de AIDS, gestantes HIV positivas, criangcas expostas ao HIV, gestantes com sifilis e
criancas com sifilis congénita. Praticamente ndo existem dados precisos de
incidéncia das IST em nivel Nacional e a auséncia de estudos de base populacional
dificulta a visibilidade do problema e implantacdo de intervengcdes prioritarias,

avaliacéo de sua efetividade e seu re-direcionamento (BRASIL 2008, 2006).

2.2 Caracteristicas gerais das Vaginoses Bacterianas

As mulheres sdo biologicamente mais susceptiveis as IST, sendo a maioria
assintomatica. No mundo, uma das causas mais comuns de vaginite em mulheres
sexualmente ativas durante a idade fértil, € a vaginose bacteriana (VB) (SALAH et
al., 2013; TANAKA et al., 2007).

O ambiente vaginal € quantitativamente dominado por espécies de
Lactobacillus produtores de peroxido de hidrogénio (H202), sendo o pH < 4,7
considerado normal. Este conjunto tem sido consistentemente associado a gravidez
saudavel, auséncia de sintomas vaginais anormais, e risco reduzido para a
aquisicdo de varios patdgenos sexualmente transmissiveis, incluindo o HIV
(SPURBECK; ARVIDSON, 2008). A VB é uma sindrome inflamatdria e recorrente do
trato genital inferior feminino. E caracterizada pela alteracdo da microbiota vaginal
em que os lactobacilos, normalmente predominantes, sdo substituidos por
microrganismos diversos, com aumento das espécies de aerdbios facultativos e
anaerébios, como Gardnerella vaginalis, Mobiluncus sp, Bacteroides sp, Prevotella
sp, Peptostreptococcus sp, incluindo espécies de Mycoplasma sp. e Ureaplasma sp.
Além de um aumento do pH vaginal, levando a alcalinidade (pH > 4,5) (BRASIL,
2006; NAUD et al., 2011; WEISSENBACHER et al., 2010).
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Estes lactobacilos sdo autoinibidos por altos niveis de H202, de modo que os
niveis de H202 s&o auto-regulados na vagina. Em adigdo ao efeito antimicrobiano do
acido lactico e o consequente pH acido, os mecanismos de defesa natural da vagina
incluem producao de defensinas enddgenas (peptideos de neutréfilos humanos -
HNP1-3), inibidor da protease secretada pelos leucocitos (IPSL), citocinas e a
mucosa endocervical integra (MARRAZZO, 2011).

A VB apresenta secregdo vaginal fétida, mais acentuada apés a relagao
sexual e durante o periodo menstrual, homogénea, branco-acinzentada, de aspecto
fluido ou cremoso. Embora o corrimento seja o sintoma mais frequente, quase a
metade das mulheres com VB s&o assintomaticas (BRASIL, 2006).

O corrimento é parte da degradacao do gel mucina pelas enzimas das
bactérias associadas a VB (OLMSTED et al., 2003). O odor, geralmente descrito
como de "peixe", é derivado de volatilizagdo das aminas do metabolismo das
bactérias anaerdbicas que caracterizam esta desordem. Ocorre o aumento da
sialidase (que degrada IgA), glicosidase, aminas volateis, e o perfil de citocinas é
caracteristico, e inclui niveis elevados de IL-13 e IL-10, e niveis reduzidos de IL-8
(SOBEL, 1997).

O que mais preocupa € que a VB esta associada a disturbios graves, como a
doenca inflamatoria pélvica (LARSSON et al., 2005; SOBEL, 2000) e os resultados
adversos da gravidez, como parto prematuro, baixo peso ao nascimento e
endometrite pos-parto. VB também aumenta o risco de transmissdao do HIV.
Também pode levar a infecgdes neonatais, lesdes supurativas, infeccbes do trato
urinario feminino, infecgdes do trato urogenital masculino e bacteremia mesmo
graves tém sido atribuidas a esta espécie (INGIANNI et al, 1997).

Além disso, € a causa mais comum de sintomas vaginais levando as
mulheres a procurar cuidados de saude primarios, afetando 8% a 23% das mesmas
em idade reprodutiva (NAUD et al., 2011; SOBEL, 1997). Estimativas do National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) indicam que 29% das mulheres
americanas com idades entre 14 e 49 anos tem VB. Essas taxas sdo ainda maiores
entre as mulheres com fatores de risco comportamentais e sociodemograficos
(KOUMANS et al., 2007).

Embora a etiologia da VB e sua transmissdo sexual ainda ndo sejam claras,
estudos epidemioldégicos mostram associagdo entre VB e atividade sexual

(FETHERS et al.,, 2008). Individuos da cor negra, multiplos parceiros sexuais,
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duchas higiénicas, uso irregular do preservativo, uso de alcool e tabaco também
foram fatores associados com a presencga da VB (MASCARENHAS et al., 2012).

2.3 Mollicutes

2.3.1 Caracteristicas gerais dos Mollicutes

O termo genérico molicutes abrange todos os microrganismos pertencentes a
Classe Mollicutes (Mollis = mole; cutis = pele), ficando a denominagdo micoplasma
relativa aos microrganismos do género Mycoplasma. Atualmente, a Classe dos
Mollicutes € composta por cinco ordens (Mycoplasmatales, Entomoplasmatales,
Acholeplasmatales, Anaeroplasmatales e Incertae sedis), seis familias
(Mycoplasmataceae, Entomoplasmataceae, Spiroplasmataceae,
Acholeplasmataceae, Anaeroplasmataceae e Erysipelothrichaceae) e 14 géneros
(Mycoplasma, Eperythozoon, Haemobartonella, Ureaplasma, Entomoplasma,
Mesoplasma,  Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroplasma,
Erysipelothrix, Bulleidia, Holdemania e Solobacterium) (BERGEY’'S Manual of
Determinative Bacteriology, 2001).

O primeiro isolamento de micoplasma foi descrito inicialmente por Edmond
Norcard e Emile Roux em 1898, que estudavam a Pleuropneumonia Bovina. O
agente etioldgico era filtravel, como os virus, no entanto, também crescia em meio
de cultura como as bactérias. Em seguida, microrganismos semelhantes, isolados
de humanos e de animais, foram descritos por outros pesquisadores e denominados
de PPLO - “Pleuropneumonia-Like Organisms” (MOROWITZ, 2002; RAZIN;
JACOBS, 1992).

Os membros da Classe Mollicutes pertencem ao Filo Firmicutes e séao
caracterizados pelo genoma de tamanho reduzido, auséncia de parede celular
(RAZIN, 1995) e apresentam requerimentos nutricionais diferenciados quando
comparados a maioria das bactérias de interesse humano. Aminoacidos,
nucleotideos e esterdis exdégenos sao utilizados para seu crescimento “in vitro”
(PILO et al., 2005; RUHNKE; ROSENDAL, 1994). A membrana dos micoplasmas
tem composicdo semelhante as das eubactérias e esta exposta ao ambiente, com
excecao de poucas espécies que possuem glicocalice (WIESLANDER et al., 1992).
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Apresentam o menor genoma conhecido entre os procariotos. Estas bactérias
podem ser divididas em dois grupos, de acordo com o tamanho do genoma: um
composto pelos géneros Mycoplasma e Ureaplasma, que possui cerca de 580 a
1350 Kpb, e o outro formado pelos géneros Acholeaplasma, Spiroplasma e
Anaeroplasma com 790 a 2200 Kpb (FRASER et al., 1995; MILES; NICHOLAS,
1998).

A simplicidade gendmica esta correlacionada aos dados filogenéticos que
indicam que estéo relacionados as bactérias gram-positivas com baixa porcentagem
de guanina (G) e citosina (C), e por terem passado por um processo de evolugéo
degenerativa, envolvendo redugbes de informagbes genéticas que estavam
presentes em suas antecessoras (GASPARICH et al., 2004; MANILOFF, 2002). Os
molicutes perderam a parede celular, algumas vias metabdlicas e provavelmente
parte da maquinaria genética molecular, simplificando especialmente a replicagéo do
DNA e seus sistemas de reparos (LABARERE, 1992).

Quanto ao metabolismo, sdo divididos em fermentadores, produzindo acidos
por meio da metabolizagao de glicose e de outros carboidratos, diminuindo o pH do
meio de cultivo, e em ndo- fermentadores que possuem a via da arginina-deidrolase
para obtengdo de ATP, aumentando o pH (OLSON et al., 1993; RAZIN, 1978). As
espécies do género Ureaplasma requerem uréia (Unico entre os organismos Vvivos)
para produzir ATP, hidrolizando este composto e produzindo aménia (BASEMAN;
TULLY, 1997; RAZIN, 2004).

O maior impedimento na pesquisa e no diagnostico laboratorial das infecgdes
causadas por molicutes tem sido a dificuldade em cultiva-los “in vitro”. Apresentam
crescimento lento, mesmo em meio de cultivo adequado (RAZIN, 1994). Esses
microrganismos sao altamente pleomoérficos, apresentam-se helicoidais, esféricos ou
periformes (CARSON; HU; COLLIER, 1992), além de col6nias de 50 — 500 um de
diametro, usualmente em forma de “ovo frito” quando cultivado em meio sdlido,
visualizadas com o auxilio de microscopio eletrénico (Figura 1). Em meio liquido, o
crescimento n&o causa turvagao, provocando somente alteragao no pH, revelado por

um indicador presente no meio de cultura (RAZIN, 1995).
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Figura 1 — Col6nia de M. hominis em meio SP4 com sua caracteristica forma de
“ovo frito” (aumento 40X).

Os molicutes exibem estrita relacdo aos hospedeiros e especificidade a
tecidos e orgaos, que reflete as suas caracteristicas nutricionais e adaptacao
parasitaria. Estas bactérias podem ocorrer em hospedeiros e tecidos diferentes de
seu “habitat” normal. Localizam-se principalmente nas células de mucosas do trato
respiratorio e urogenital, olhos, glandulas mamarias e articulagbes em humanos e
animais (DYBVIG; VOELKER, 1996; RAZIN, 1992). As mutagdes tém sido
mencionadas como estratégia de sobrevivéncia, que podem ter ocorrido em fungao
da evolugao associada a perdas gendmicas (DAVID; BROWNING; WISE, 2002).

Muitas espécies de molicutes expressam variavelmente na superficie celular
antigenos estruturalmente heterogéneos. Modificacbes nos genes que codificam
moléculas de adesdo capazes de gerar mudangas antigénicas das estruturas de
superficie, indicando um importante mecanismo de patogenicidade por mimetizar e
evadir-se da resposta imune. Estas variagdes podem alterar os mecanismos de
colonizagdo e penetragdo dos micoplasmas nos tecidos (LIU et al., 2001;
NICOLSON et al., 1999; RAZIN et al.,, 1998; ROSENGARTEN, YOGEV, 1996;
ZIMMERMAN et al., 2011).

Os molicutes que infectam humanos e animais sédo considerados como
parasitas de superficie, pois aderem a mucosa do trato respiratorio e urogenital
(RAZIN et al.,, 1998). A maioria das infecgdes por micoplasmas sao limitadas as
superficies mucosas, no qual ha estreita associagdo e aderéncia com o epitélio
hospedeiro (BASEMAN; TULLY, 1997; RAZIN e JACOBS, 1992; WAITES et al.,
2009).
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Além de aderir, alguns micoplasmas podem invadir células n&o fagociticas.
Esta habilidade tem sido estudada em diversos micoplasmas, como M. penetrans,
M. fermentans, M. pneumoniae, M. genitalium e M. gallisepticum (ROTTEM, 2002;
TAYLOR-ROBINSON; JENSEN, 2011) e mais recentemente no U. diversum
(MARQUES et al., 2010). A invasdo dos micoplasmas no interior das células pode
ser considerada uma estratégia de sobreviéncia, protegendo-o da resposta imune
celular do hospedeiro e dificultando a agdo dos antibiéticos, contribuindo para
manutencgao da infeccdo (ANDREEV et al., 1995; MCGOWIN et al., 2009).

Os micoplasmas apresentam interagcdo com o hospedeiro, principalmente com
o sistema imune inato e adquirido (GLASS et al., 2000). A auséncia da parede
celular dos molicutes permite o contato intimo com as células hospedeiras. Na
microscopia eletrdnica e sob condicbes apropriadas observou-se a fusdo destas
bactérias com células hospedeiras (ROTTEM, 2002; CUNHA et al., 1997,
CHERNOV et al., 1995).

As altas concentragdes de metabdlitos durante a aderéncia dos micoplasmas
nas células hospedeiras propiciam o processo de dano tecidual (YOU et al., 2006).
Produtos de secregcdo, como a amdnia gerada a partir do metabolismo da arginina
por M. hominis e a uréia por Ureaplasma spp. pode produzir um efeito citotdxico
local (WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005a).

Infecgbes causadas por micoplasmas geralmente seguem para a cronicidade.
A patogenicidade dos micoplasmas ainda ndo esta bem esclarecida, mas acredita-
se que os danos relacionados as infecgdes em humanas ou animais sejam mais
provaveis pela respostas imune e inflamatérias do hospedeiro, do que diretamente
pelo efeito citotdxico destes microrganismos. No entanto, potentes toxinas estao
associadas aos micoplasmas e aos produtos do seu metabolismo, como peroxido de
hidrogénio e radicais superdxidos, que tém sido apontados pelos seus efeitos

oxidativos as membranas das células hospedeiras (RAZIN, 2004).
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2.3.2 Ureaplasmas

Os ureaplasmas sao microrganismos pleomorficos, sua morfologia
dependente da cepa, do tempo da cultura e do método de observagao. Estruturas
relacionadas a motilidade ndo foram observadas. S&o bactérias, microaerofilas e
possuem temperatura 6tima de crescimento de 37 °C, mas podem crescer entre 22 e
42 °C. Em meio solido produzem col6nias de 15 a 60 ym, em pH ideal de 6,0.
Ureaplasmas hidrolizam uréia com a producdo de amdnia. Sao frequentemente
encontrados no trato respiratério e urogenital de humanos e espécies animais
(BERGEY'S, 2001).

Ureaplasma urealyticum apresentava-se dividido em dois biovares com 14
sorovares, e considerado até 2002 como a unica espécie deste género capaz de
infectar os seres humanos. Recentemente, foram reclassificados como duas
espécies distintas, U. parvum (biovar 1) e U. urealyticum (biovar 2), com base no
tamanho do genoma, nas sequéncias dos genes 16S rRNA, da regido intergénica do
16S-23S rRNA, polimorfismos enzimaticos, hibridagcdo DNA-DNA, crescimento
diferencial em resposta ao manganés, subunidades do gene urease e regido
terminal 5’ do antigeno multiplas-bandas (MBA) (BLANCHARD, 1990; KONG et al.,
1999; TENG et al., 1995). Os sorovares foram distribuidos em: U. parvum com os
sorovares 1, 3, 6 e 14, e U. urealyticum com os sorovares, 2, 4,5,7, 8,9, 10, 11,12
e 13 (ROBERTSON et al., 2002; XIAO et al., 2010).

Essas espécies de ureaplasma colonizam o trato urogenital de pessoas
saudaveis, no entanto, eles foram incluidos entre os agentes infecciosos causadores
de doengas urogenitais em humanos (KRAUSE, 1992). Mesmo assim, a infeccéo e a
distribuicdo destes microrganismos em diversos grupos populacionais ainda sao
pouco conhecidas (CORDOVA E CUNHA, 2002), e variam em relagdo com varios
parametros como idade, cor, estado hormonal, bem como o numero de parceiros
sexuais da vida (POVLSEN; THORSEN; LIND, 2001).

O U parvum é o mais comumente isolado de amostras clinicas,
especialmente em mulheres gravidas. U. urealyticum foi isolado com maior
frequéncia de mulheres que tiveram parto prematuro com o diagndstico clinico de
VB, mulheres com aborto espontdaneo e mulheres com DIP. Algumas amostras
genitais podem conter estirpes pertencentes a ambos os biovares (WAITES;

TALKINGTON, 2005b). O diagnéstico clinico da infecgdo genital por ureaplasma é
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complicado de ser estabelecido, uma vez que ndo existe sintoma caracteristico e,
geralmente esses microrganismos estdo envolvidos com patologias multicausais
(SIMOES, 1999).

As duas espécies de ureaplasma estdo associadas a quadros de uretrite ndo-
gonococica e ndo-clamidial (ONDONDO et al., 2010), doenga inflamatoria pélvica
(DIP), endometrite, infertilidade e a condigdes que podem afetar a gestagéo, o
desenvolvimento do feto e do recém-nascido. Contribuem para o trabalho de parto
prematuro, corioamnionite espontanea, aborto espontaneo, prematuridade e baixo
peso ao nascer. O recém-nascido exposto pode desenvolver pneumonia, meningite,
bacteremia, abscessos e displasia broncopulmonar (SUNG, 2010; XIAO et al.,
2010).

Ureaplasmas podem ser isolados da superficie mucosa da vagina ou cérvice
de 40 a 80% de mulheres saudaveis sexualmente ativas. A infeccdo é transmitida
por contato sexual, ou pode ocorrer de forma vertical por passagem transplacentaria,
e ainda no momento do parto (WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005a). Ureaplasma
spp. pode ser isolado de recém-nascidos de maes com membranas aminioticas
integras e parto cesario, indicando transmissdo transplacentaria (WAITES;
TALKINGTON, 2005b). A ocorréncia no trato urogenital de homens saudaveis € de
cerca de 20 a 29% (KONG et al., 2000; XIAO et al., 2010).

A amonia, liberada na hidrdlise da uréia, pela urease dos ureaplasmas, pode
ser considerada um fator de viruléncia, que provavelmente interfere nos tecidos
adjacentes aos ureaplasmas. Outro fator de viruléncia € a atividade de fosfolipase
A1, A2 e C. Quando a infecgao atinge a placenta, as fosfolipases dispara a produgao
de acido araquidoénico livre. Isto pode ativar a sintese de prostaglandinas e,
possivelmente, induzir o parto prematuro (DE SILVA; QUINN, 1991; WAITES et al.,
2009).

O possivel papel dos ureaplasmas genitais em doengas do trato reprodutivo
feminino, na gravidez ou causando infertilidade tem sido debatido desde 1970 e
ainda ndo ha respostas claras para muitas perguntas que continuam a ser
levantadas. A associagao inicial com a infertilidade ocorreu apds o cultivo destas
bactérias do trato genital inferior, mais comumente em casais inférteis. Estes
achados nao foram encontrados de forma consistente em investigacbes

subsequentes. Culturas de tecido endometrial obtidos por laparoscopia também tém
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demonstrado que os ureaplasmas podem ser isolados, com maior frequéncia, de
mulheres inférteis (WAITES; TALKINGTON, 2005b).

2.4 Outros microrganismos de importancia ginecolégica

2.4.1 Chlamydia trachomatis

Desde a década de 80, a infecgao pela C. trachomatis é considerada como
uma das IST mais frequentes em todo mundo. A OMS estima que em 2008
ocorreram em torno de 105 milhdes de novos casos de clamidia, afetando
principalmente adolescentes e adultos jovens (KUCINSKIENE et al., 2006; WHO,
2001, 2012). A infecgao por clamidia € uma preocupacao de saude publica devido
aos efeitos desfavoraveis que podem ocorrer com relagdo a reprodu¢cdo humana
(WHO, 2001). Em mulheres, este microrganismo causa DIP e as consequéncias
devido aos longos periodos de infeccdo e pela fibrose, e consequentemente,
cicatrizes devido a reparacao do tecido danificado pela inflamacao (OHMAN et al.,
2011), ocasionando cervicite, infertilidade, gravidez ectépica e dor pélvica
(BARRETT; TAYLOR, 2005; BRUNHAM e REY-LADINO, 2005; HAGGERTY; NESS,
2006).

A infecgao é assintomatica em aproximadamente 70% dos casos (SALFA et
al., 2011). Portanto, o diagnéstico e tratamento nas pessoas infectadas sao
essenciais para a prevencgao da DIP, infertilidade e gravidez ectépica (PAAVONEN e
LEHTINEN, 1996; PETROVAY et al.,, 2009). Sabe-se que entre 10% a 40% das
mulheres com cervicites por clamidia, ndo tratadas clinicamente, desenvolvem
sintomas de DIP (PLATT; RICE; MCCORMACK, 1983; STAMM et al., 1984; TOTH et
al., 2000). A gravidade dessas sequelas esta relacionada com a duracéo da doencga
(SATO et al.,, 2005; WHO, 2005). No Brasil, alguns estudos tém mostrado uma
prevaléncia de infecgcdes por C. trachomatis, variando de cinco a 19,6% entre os
jovens que frequentam ambulatérios e clinicas ginecoldgicas, e participam em
Programa Saude da Familia (ARAUJO et al., 2006; GUIMARAES et al., 2009).

Os membros da familia Chlamydiaceae sao parasitas intracelulares
obrigatérios. Sao bacilos gram-negativos pequenos, desprovidos da camada de
peptidioglicano na parede celular e parasitas intracelulares estritos de seres
humanos (MIRANDA; GADELHA; PASSOS, 2003). A bactéria possui um ciclo de
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desenvolvimento bifasico e replicacdo dentro de vacuolos (fagossomos) na célula
hospedeira, formando inclusdes citoplasmaticas caracteristicas (BRUNHAM; REY-
LADINO, 2005). Isso garante um meio ambiente livre da competicdo com outros
microrganismos e preservacdo da acao do sistema imune (SILVA FILHO;
LONGATTO, 2000).

No local da infecgcdo na mucosa, pode ocorrer uma intensa inflamagao que é
caracterizada pela vermelhiddo e edema, resultando numa cervicite mucopurulenta
em mulheres e uretrites ndo gonocécicas em homens (BERLE et al.,, 2012;
PEIPERT, 2003). As manifesta¢des clinicas da infecg&o por clamidias sdo devidas a
destruicdo celular durante a multiplicacdo e resposta inflamatéria do hospedeiro
(MURRAY et al., 2004). Entretanto, apesar da localizagéo inicial da inflamacgao, a
infeccdo por C. frachomatis permanece na forma subclinica em alta proporcdo em
pessoas infectadas (70% - 90% em mulheres e 30% - 50% em homens) (PEIPERT,
2003).

2.4.2 Gardnerella vaginalis

Na década de 1950, Leopold (1953) e, em seguida, Gardner e Dukes (1954)
observaram microrganismos pleomoérficos gram-variaveis no trato genital de
mulheres com VB. Este organismo, chamado pela primeira vez de Haemophilus
vaginalis (GARDNER; DUKES, 1955), agora é classificado como Gardnerella
vaginalis, o unico membro do género Gardnerella (GELBER et al., 2008).

Gardnerella vaginalis, um cocobacilo gram-positivo, constituinte da microbiota
vaginal, cresce em altas concentragcbes em quadros de vaginose bacteriana
(GREENBLATT et al., 1999), embora possa ser detectada em mulheres saudaveis
(HILLIER, 1998). A VB é o disturbio vaginal mais prevalente em mulheres em idade
reprodutiva, afetando 10-20% das mulheres brancas, e 30-50% das mulheres afro-
americanas, embora as estimativas de sua prevaléncia dependam da populagao
estudada (PATTERSON et al., 2010).

G. vaginalis esta presente em até 95% dos casos de VB (CATLIN, 1992;
MARRAZZO et al., 2008.). No entanto, com o avancgo das ferramentas moleculares,
demonstrou-se que os numeros de anaerobios e diversidade associados a BV sao

altos. Um estudo revelou que as culturas puras de G. vaginalis nem sempre provoca
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VB, e que esse organismo pode ocorrer, embora em numero reduzido, em mulheres
saudaveis (FREDRICKS et al., 2007; GARDNER; DUKES, 1955).

A adesdo é um primeiro passo importante na infecgdo, a fim de evadir os
mecanismos de defesa do hospedeiro. Swidsinski et al. (2005) mostraram que G.
vaginalis é capaz de formar um biofilme aderente sobre o epitélio vaginal de
mulheres com VB. O biofilme incorpora outros grupos bacterianos nas suas
camadas, sugerindo que pode permitir que outros anaerdbios colonizem a vagina.

A formacao do biofilme é um fator de viruléncia importante porque confere
tolerancia e resisténcia a antibioticos (SHA et al., 2005). Devido ao fato de que as
bactérias de biofilme ndo sado eficazmente eliminadas pelo sistema imune do
hospedeiro, ou por antibiéticos, as infecgdes relacionadas com biofilme tendem a ser
cronicas e / ou recorrentes. De fato, a evidéncia direta da analise microscopica de
bidépsias vaginais de mulheres com VB, revelou a presenga de um biofilme
bacteriano sobre o epitélio vaginal (SWIDSINSKI et al., 2005, 2008).

G. vaginalis também produz a toxina vaginolisina, que € um membro da
familia de toxinas colesterol-dependente formadoras de poros, que lisa os globulos
vermelhos humanos e células epiteliais vaginais (GELBER et al., 2008; NUGENT et
al., 1991; OBATA-YASUOKA et al., 2002; ROTTINI et al., 1990).

Embora diversos microrganismos anaerobios associados a VB foram
testados, em um estudo realizado por Patterson et al. (2010), apenas G. vaginalis
exibiu alta citotoxicidade, forte aderéncia as células epiteliais da vagina, e uma
propenséao para formar um biofilme denso, sendo que estes resultados sugerem um
papel fundamental da G. vaginalis na patogenia da VB. Fatores de viruléncia
adicionais produzidos por G. vaginalis incluem sialidase e prolidase, que sao duas
enzimas hidroliticas que podem ter um papel-chave na degradacdo de diversos
fatores de protecao de mucosas, tais como mucinas, bem como contribuem para a

esfoliagéo e descolamento de células epiteliais vaginais.
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2.4.3 Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae, um diplococo Gram-negativo, é agente patogénico
humano- especifico transmitido através do contato sexual com um individuo
infectado. A gonorréia apresenta-se como uma uretrite aguda em homens e cervicite
em mulheres (WIESNER; THOMPSON, 1980). O gonococo ¢é altamente adaptado ao
humano e, portanto, desenvolveu mecanismos de patogénese que estdo, em parte,
dependente do local da infec¢ao (EDWARDS; APICELLA, 2004).

A abordagem padrdo para a triagem de gonorréia € muitas vezes restrito a
triagem urogenital em muitos paises. No entanto, a gonorréia pode ser transmitida
através do sexo urogenital, anorretal ou oral desprotegido (KOEDIJK et al., 2012). A
OMS estima que em 2008 foram 106 milhdes de casos novos de gonorréia em todo
o mundo, em adultos jovens (WHO, 2012). Gonorréia € a segunda infecgéo
bacteriana sexualmente transmissivel mais comum no Reino Unido e tem uma
epidemiologia complexa (MARTIN et al., 2004). Em 2010, um total de 32.028 casos
de gonorréia foram relatados por 28 paises europeus. Dada as graves implicagdes
da infeccdo gonocécica, que incluem a DIP, infertilidade, gravidez ectépica, aborto e
um aumento de cinco vezes no risco de transmissédo do HIV, a necessidade de um
tratamento eficaz e controle de gonorreia é evidente (WHO, 2011).

Infecgbes ndo tratadas com N. gonorrhoeae em homens e mulheres, podem
resultar na cervicite, uretrite e DIP. Pode ainda levar a infecgdes disseminadas,
gravidez ectopica, infertilidade ou aborto (BARRETT; TAYLOR, 2005; HAGGERTY;
NESS, 2006). Uma infecgdo por gonorréia aumenta em cinco vezes o risco de
transmissao do HIV (COHEN, 1998; CHISHOLM et al., 2013; KENT et al., 2003).

Devido a natureza frequentemente assintomatica da infeccdo feminina, a
gonorréia é uma das principais causas de doenca inflamatdria pélvica, caracterizada
por dor abdominal e cicatriz tubaria que resulta em gravidez ectdpica e infertilidade.
Casos nao tratados em homens também levam a esterilidade. Infecgbes
disseminadas podem causar a sindrome artrite-dermatite, endocardite e meningite.
N. gonorrhoeae também pode ser transmitida verticalmente durante o parto e ainda
€ uma das principais causas de cegueira neonatal infecciosas no mundo em
desenvolvimento (WIESNER; THOMPSON, 1980).

N. gonorrhoeae promove uma resposta inflamatéria que é caracterizada pelo

recrutamento de neutréfilos. Nos homens, os neutréfilos aparecem em esfregagos
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uretrais e na urina varios dias apdés a infeccdo e, imediatamente antes do
aparecimento dos sintomas (COHEN; CANNON, 1999). As secregbes cervicais de
mulheres com gonorréia também contém neutréfilos (BORREGAARD, 2010;
EVANS, 1977). No entanto, apesar dos numerosos neutréfilos no local da infecgéo
gonococica, N. gonorrhoeae viaveis podem ser cultivados a partir das exsudagoes
de individuos infectados (WIESNER; THOMPSON, 1980).

Apesar dos muitos avangos na compreensao da patogénese gonocdcica, 0s
fatores que regem a apresentacdo divergente da doenga gonocdcica observada
entre homens e mulheres permanecem obscuros. Isto €, enquanto que a infecgdo na
uretral masculina normalmente resulta em uma resposta inflamatéria aguda, a
gonorreia cervical € predominantemente assintomatica. Este estado assintomatico
tem um impacto na prevaléncia de gonorréia na populagdo em geral e na sequelas

de doencas crbnicas observadas entre as mulheres (EDWARDS, 2010).

2.4.4 Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis, protozoario flagelado, agente etiolégico da
tricomoniase, doenca sexualmente transmissivel ndo viral mais prevalente no
mundo. A OMS estimou cerca de 276 milhdes de casos novos de tricomoniase no
mundo em 2008, em pessoas entre 15 e 49 anos (FICHOROVA, 2009; GERBASE et
al.,, 1998; WHO, 2012). E uma doenca de idade reprodutiva e raramente as
manifestacdes clinicas da infeccdo sdo observadas antes da menarca ou apds a
menopausa (PETRIN et al., 1998).

T. vaginalis tem se destacado como um dos principais patégenos do homem e
da mulher e esta associado a seérias consequéncias como, complicagdes na
gravidez, infertilidade, parto prematuro e baixo peso do recém-nascido
(KLEBANOFF et al., 2001). Nos homens é geralmente assintomatica, e muitas vezes
€ autolimitada. No entanto, pode variar para um estado sintomatico, caracterizado
por uretrite purulenta, disuria e ardéncia imediatamente apos relagdo sexual
(PETRIN et al., 1998).

As manifestagdes patolégicas variam desde a apresentagao assintomatica até
um estado de severa inflamagao (vaginite). Mulheres com vaginite aguda tém
corrimento abundante, bolhoso, de coloragdo amarelada ou amarelo-esverdeada;

prurido e/ou irritagdo vulvar; dor pélvica; sintomas urinarios (disuria, polaciuria); e
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hiperemia da mucosa, com placas avermelhadas (BRASIL, 2006). Das mulheres
assintomaticas, 50% deverdo tornar-se sintomaticas durante os seis meses
seguintes (KRIEGER, 1995).

A infec¢do por T. vaginalis aumenta o pH da vagina, ja que o pH normal é
acido (3,8 a 4,5) e o organismo cresce em pH maior que 5. A elevacéo do pH é
concomitante com a redugdo dos lactobacilos da microbiota vaginal, e de um
aumento das bactérias anaerébicas (MACIEL et al., 2004).

Nos ultimos anos, o diagnostico da T. vaginalis no trato geniturinario em
clinicas médicas manteve-se relativamente constante entre homens e mulheres. No
ano de 2004, foram diagnosticados 6.235 casos de tricomoniase na Inglaterra, da
qual 5.938 foram em mulheres e 297 em homens (BELL et al., 2007). A Pesquisa
Nacional de Exame de Saude e Nutricdo de 2001-2004 constatou que 3,1% das
mulheres americanas eram positivas para infecgbes genitais por T. vaginalis.
Brotman et al. (2012) estimaram uma incidéncia de 5 milhdes de novos casos de
tricomoniase anualmente nos Estados Unidos. E no Reino Unido houve 6.029 casos
de infeccdo por T. vaginalis em 2007. Aproximadamente metade das mulheres
infectadas era assintomatica (MITCHELL; HUSSEY, 2010).

2.5 Citocinas

O sistema imune inato reconhece padrbes moleculares associados aos
patogenos (PAMPS) nos microrganismos invasores, ao invés de reconhecer
antigenos especificos. Os fatores da imunidade inata que atuam na vagina sao
representados por fatores sollveis (tais como lecitina ligadora de manose - MBL,
componentes do sistema complemento, defensinas, inibidor da protease secretoria
dos leucocitos — SLPI e 6xido nitrico), componentes associados a membranas (“Toll-
like receptors” - TLR) e células fagocitarias. O reconhecimento de um PAMP por um
componente da imunidade inata desencadeia uma sequéncia de eventos que leva a
liberagéo de citocinas pré-inflamatdrias e, consequentemente, a ativagao do sistema
imune adquirido, ou seja, ativagdo de linfécitos T e B (LINHARES; GIRALDO;
BARACAT, 2010).

No trato genital feminino, as defesas imunes inatas incluem o préprio epitélio
de barreira, a presenga de muco, o pH acido mediado pela microbiota composta
predominantemente de Lactobacillus sp e mediadores soluveis como proteinas do
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complemento e peptideos antimicrobianos (LIMA; ALVES, 2008; WITKIN et al.,
2000).

A resposta imunolégica mais comum durante infecgdo por ureaplasmas
envolve a producéao de citocinas pré-inflamatdérias (IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8, e TNF-a),
acompanhada por infiltracdo de neutrofilos e macrofagos nos locais de infecgao.
Entretanto, as complexas interagdes entre ureaplasma e o hospedeiro que levam a
simples colonizagdo ou ao desenvolvimento de doengas sao em grande parte
desconhecidos (REYES et al., 2006).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular secretadas por leucécitos
e outras inumeras células do organismo em resposta a diferentes estimulos, atuando
como mediadoras das células do sistema imune (ULICH et al., 1991). Séo
responsaveis pela diferenciacdo dos varios tipos celulares, por exemplo as células T,
levando a uma complexa rede de atividades imunoldgicas que atrai células para o
sitio da leséo, e fazem o processo de defesa do hospedeiro (MACHADO et al., 2004;
ROCK et al., 2010).

Neste contexto, alguns estudos relacionam os polimorfismos de citocinas com
a presenga de microrganismos e as vaginoses bacterianas. Jeremias et al. (1999)
associaram o polimorfismo do receptor da citocina IL-1 com a presenga de U.
urealyticum e M. hominis. As citocinas IL-1a e IL-18 estdo envolvidas na
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. IL-1B e uma proteina extracelular
secretada pelas células (DINARELLO, 1996).

A IL-1B esta presente em grandes quantidades no meio intracelular de células
epiteliais, e é liberada quando ocorre um dano ao epitélio celular. Age como agonista
de Toll-like receptor (TLR) expressos por células da imunidade inata e induzem a
ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB), que induz a expressao de citocinas pro-
inflamatdrias, quimiocinas e defensinas na resposta inflamatéria (LIMA; ALVES,
2008).

IL-18 desempenha papel central na regulagdo da resposta inflamatéria em
tecidos lesados e na infeccédo intra-uterina é produzida por células deciduais
humanas em resposta a endotoxinas bacterianas (FIORENTINO; BOND;
MOSMANN, 1989). Em gestantes com corioamnionite clinica e histolégica, a IL-13 é
expressa em células inflamatérias, sendo os macréfagos a principal fonte dessa
citocina nesses tecidos (MUELLER-HEUBACH et al., 1990). A IL-13 esta implicada

no inicio do trabalho de parto prematuro associado a infec¢dao. Além disso, pode
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induzir a produgdo de prostaglandina pelo epitélio amniético e estimular a
contratilidade miometrial (FORTUNATO; MENON, 2001).

A IL-6 é uma citocina multifuncional expressa em diferentes tipos de células,
contribuindo na diferenciagcdo das células B e na proliferacdo de células T. Esta
proteina e considerada a principal mediadora da resposta do hospedeiro a infecgao.
A IL-6 esta envolvida na patogénese de diversas doengas, tais como artrite
reumatodide, psoriase, doengca de Alzheimer e também a doencga periodontal
(MOREIRA et al., 2007; TERVONEN et al., 2007; TREVILATTO et al., 2003).

A citocina IL-6 é produzida na fase inicial da infeccdo, e responsavel pelo
aumento da expressado das moléculas de adesédo (selectina P e pelas moléculas de
adesao intercelular - ICAM), facilitando a passagem de células do vaso para o sitio
da infeccdo, e também estimulam os neutréfilos e macréfagos a produzirem 6xido
nitrico (NO) e a destruirem as bactérias (MACHADO et al., 2004). Altos niveis de IL-
6 foram associados com a presencga de inflamagéo cervical, com microbiota vaginal
alterada, e com a gravidez (STURM-RAMIREZ et al., 2000).

Taylor et al. (2013) mostraram associagao positiva entre os niveis de IL-6 no
fluido cérvico-vaginal e trabalho de parto prematuro. Associagcéo de IL-6 com parto
prematuro acompanhada por corioamnionite pode sugerir um aumento na resposta
inflamatoria apos a infeccdo microbiana do trato vaginal. Alguns estudos também
associam aumento dos niveis de IL-6 no plasma com infecgdo gonocdcica em
mulheres, e esse aumento foi potencializado por co-infec¢gdes com outros patégenos

sexualmente transmissiveis (HEDGES et al., 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Detectar Ureaplasma urealyticum e U. parvum no trato genital feminino e
relacionar com polimorfismo genético e expressao de citocinas em mulheres
com ou sem disturbios genitais atendidas no municipio de Vitoria da

Conquista — BA.

3.2 Objetivos especificos

Detectar Ureaplasma urealyticum e U. parvum por meio da PCR convencional
em mulheres, com ou sem disturbios genitais, atendidas no municipio de
Vitéria da Conquista — BA.

Detectar os Sorotipos do U. parvum por meio da PCR convencional em
mulheres, com ou sem disturbios genitais, atendidas no municipio de Vitéria
da Conquista — BA.

Quantificar Ureaplasma urealyticum e U. parvum por meio da PCR em tempo
real em mulheres, com ou sem disturbios genitais, atendidas no municipio de
Vitéria da Conquista — BA.

Realizar diagnéstico diferencial de outros microrganismos (Trichomonas
vaginalis, Gardnerella vaginalis, Chlamydia trachomatis e Neisseria
gonorrhoeae) de importancia ginecoldgica em mulheres, com ou sem
disturbios genitais, atendidas no municipio de Vitéria da Conquista — BA.
Realizar a analise molecular por MS-PCR dos polimorfismos da citocina IL-6
em mulheres, com ou sem disturbios genitais, atendidas no municipio de
Vitéria da Conquista — BA.

Realizar a analise molecular por PCR-RFLP dos polimorfismos da citocina IL-
18 em mulheres, com ou sem disturbios genitais, atendidas no municipio de
Vitéria da Conquista — BA.

Confirmar os polimorfismos genéticos das citocinas IL-6 e IL-13 por meio do

sequenciamento.
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Dosar as citocinas por ELISA no soro de mulheres, com ou sem disturbios
genitais, atendidas no municipio de Vitéria da Conquista — BA.
Relacionar os dados de deteccédo e quantificacdo dos microrganismos e o0s

polimorfismos genéticos das citocinas obtidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacao do estudo

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (CEPSH) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo (ICB/USP) conforme o Protocolo n° 1015, e pela Secretaria de Saude de
Vitéria da Conquista.

Todas as instrugdes contidas no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foram explicadas a paciente, que eram entdo convidadas a participar da
pesquisa e a assinar o termo. Em caso de resposta negativa procedeu-se com o
atendimento previsto para coleta de material citopatolégico (Papanicolaou) para a
Unidade de Saude. Foram excluidas mulheres gravidas, HIV positivo, que nao
iniciaram a atividade sexual, e que fizeram uso de antibidticos nos trés meses
anteriores a coleta.

Foram analisadas amostras clinicas e respostas do questionario (Apéndice A)
de 302 mulheres com idade entre 14 e 78 anos atendidas por demanda espontanea
em cinco Unidades de Saude da Familia (USF) do municipio de Vitoria da Conquista
— BA. No questionario foram avaliados dados demograficos e o histérico sexual e

reprodutivo.

4.2 Descricao da Regiao do estudo

Vitéria da Conquista, municipio da regido sudoeste da Bahia, a 503 km de
distancia da capital (Salvador), com érea territorial de 3.356,886 km? e populagdo
estimada em 315.884 habitantes em 2012. Destes, 48,2% s&o do sexo masculino e
51,8% do sexo feminino. Cerca de 89,5% da populagéo residem na regido urbana da
cidade e 10,5% na regiado rural. Apresenta clima tropical, amenizado pela relativa
altitude do lugar (923 m), e € uma das cidades que registram as temperaturas mais
amenas no estado da Bahia, com média de 20 °C. A cidade possui a quinta maior
economia do estado da Bahia, com participagao de 2,29% no Produto Interno Bruto
(PIB) estadual. O desenvolvimento da cidade também é atestado pelos indices
econdmicos e sociais. O IDE - indice de Desenvolvimento Econdmico subiu do 11°
lugar no ranking baiano, em 1996, para 9°, em 2000. O IDS - indice de
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Desenvolvimento Social deu um salto: subiu do 24° para o 6° lugar. O IDH - indice
de Desenvolvimento Humano também saltou do 30° lugar em 1991 para 18° em
2000.

O setor de saude ganhou novas dimensdes e a Rede Municipal de Saude se
tornou, a partir de 1997, referéncia para todo o Pais. O Programa Saude da Familia
€ a base do sistema municipal de saude. O municipio conta com 38 equipes,
representando uma cobertura de 63%. Das 38 equipes, 15 estdo na zona rural. Séo
28 Unidades de Saude da Familia (USF), distribuidas entre a zona urbana e rural
(IBGE, 2010; MEDEIROS, 1996).

4.3 Coleta das amostras

As coletas ocorreram entre os meses de Maio, Junho e Julho de 2011 e
Janeiro de 2012. Estas ocorreram nos consultorios, de enfermagem ou médico, de
cada uma das cinco Unidades de Saude da Familia (USFs) participantes do estudo
(USF do Pradoso, USF da Urbis V, USF CSU, USF Nelson Barros e USF do Miro
Cairo) e foram realizadas pelos responsaveis da pesquisa e por vezes, quando
solicitado, pelos profissionais de saude dos postos que eram habilitados para
realizacao de tal procedimento. Nas oportunidades em que profissionais dos postos
realizaram a coleta, sempre havia um dos responsaveis pela pesquisa para
contribuir na validagao do estudo proposto. Neste contexto, foram observadas as
condicbes de assepsia adequadas, e também foi notada a infraestrutura disponivel
em cada USF.

Na ocasido da coleta, o operador utilizava Equipamentos de Protecéo
Individual (EPIs) — mascara, luvas e gorro, para garantir a sua seguranga bem como
para assegurar a assepsia do procedimento. Para realizagdo da coleta de amostra
genital foram utilizados swabs estéreis. Com auxilio do espéculo, os swabs foram
friccionados de forma suave na superficie mucosa da vagina e do colo do utero da
mulher de modo que absorvesse a maior quantidade de corrimento ou muco cervical
possivel. O swab foi armazenado em tubo com 5 mL de meio de transporte como
descrito por Bussolo et al. (1981) com algumas modificagées. Os tubos foram

mantidos em caixa isotérmica refrigerada, até o processamento em laboratério.
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A coleta do material sanguineo ocorreu por meio de pungéo venosa periférica,
em membro superior. Foram coletados cerca de 5 mL de sangue em cada um dos
tubos, com e sem EDTA.

Por fim, o material foi levado até o Laboratério de Microbiologia e Imunologia
da Universidade Federal da Bahia - Campus Anisio Teixeira, localizado na cidade de
Vitoria da Conquista, para processamento e armazenamento em freezer. Os tubos
de ensaio com os swabs foram homogeneizados em aparelho tipo vortex para
eluicao do material clinico, distribuidos e identificados em microtubos em volumes de
1,0 mL. O sangue periférico contido em tubos tipo Vacutainer® com EDTA foram
acondicionados prontamente a -20 °C. Os tubos sem EDTA foram centrifugados a
3.500 rpm para obtencao do soro, seguido de sua distribuicdo em aliquotas de cerca

de 1,0 mL e estocados a -20 °C até o uso.

4.4 Cepas utilizadas

Cepas de Ureaplasma urealyticum e U. parvum foram obtidas da colegédo de
microrganismos do Laboratério de Micoplasmas do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sdo Paulo. Destas cepas foram extraidos os respectivos DNAs
para o controle dos testes moleculares realizados com as amostras clinicas.

Para o controle dos experimentos de detec¢do dos demais microrganismos de
interesse ginecolégico (Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis, Chlamydia
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae), foram utilizadas cepas de amostras clinicas
cedidas pelo Professor Dr. Jorge Luiz Mello Sampaio, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo e Pesquisador Associado do Instituto

Fleury.

4.5 Extracao de DNA das amostras de swab vaginal

A extracdo de DNA das amostras de material genital ocorreu por meio da
técnica descrita por Fan et al., (1995) também conhecida por método de fervura. O
procedimento ocorreu a partir de 1,0 mL do material. Em microtubos, estes volumes
foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, foi descartado o
sobrenadante e o sedimento lavado com 100 pL de PBS (pH 7,2). A suspensao foi

homogeneizada e centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos por duas vezes. O
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sobrenadante de cada amostra clinica lavada foi removido e o sedimento
homogeneizado em 40 pL de PBS (pH 7,2). Em seguida, cada amostra foi fervida
por 10 minutos e resfriada em gelo por 5 minutos. Depois, as amostras foram
centrifugadas mais uma vez a 10.000 rpm durante 10 minutos. E por fim, foi coletado
o0 sobrenadante contendo o DNA liberado do citoplasma, devido a lise celular.

Realizada a extragao, as amostras foram estocadas a -20 °C até o momento do uso.

4.6 Padronizacao da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional

4.6.1 PCR para detecg¢do de Mollicutes

Para realizagdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi adicionado a
um microtubo (0,2 mL) 1X de Tampao (Buffer), 50 pmol de cada iniciador, (0,1 uL),
1,0 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Sao Paulo, S.P., Brasil), 2,0 mM de
MgClz2, 200 pM de deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 1,0 yL da amostra de
DNA e agua ultrapura até o volume final de 50 uL. A amplificagao foi realizada em
termociclador programado para: um ciclo de 94 °C por 5 min, 34 ciclos de 94 °C por
30 s, 57,7 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, um ciclo final de 72 °C por 10 min e hold
step a 4 °C. O quadro 1 mostra as sequéncias do par de iniciadores utilizados nos
testes para amplificar parte do gene da unidade 16s do rRNA de qualquer espécie
da classe Mollicutes. O produto amplificado esperado foi de 270 pb (VAN
KUPPEVELD et al., 1992).

Quadro 1 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene 16S
rRNA para Mollicutes e peso molecular do produto amplificado.

Iniciadores Sequéncia Produto
GPO3 5' GGGAGCAAACACGATAGATACCCT 3
270 pb
MGSO 5" TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 3
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4.6.2 PCR para deteccao de U. urealyticum

O mix da reacgao foi preparado a 50 uL contendo: 1x PCR Tampao; 200 uM de
dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 20 pmol de cada primer, 2,5 U de Taqg DNA Polimerase
(Invitrogen, Sdo Paulo, S.P., Brasil) e 3,0 yL de DNA. A amplificacéo foi realizada
em termociclador, obedecendo a uma desnaturagao inicial de 95 °C por 5 min,
seguida de 35 ciclos de 45 s a 94 °C, 45 s a 55 °C e 45 s a 72 °C, e uma extenséo
final a 72 °C por 10 min. Os produtos das amplificacbes foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,0%, corados com brometo de etidio (10 mg/mL) e
fotografados em fotoducumentador com transluminador. O quadro 2 mostra as
sequéncias do par de iniciadores utilizados nos testes, para amplificacdo de 476 pb
do amplicon da regido do gene 16S rRNA do U. urealyticum (DE FRANCESCO et
al., 2009).

Quadro 2 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagdo do gene 16S
rRNA para U. urealyticum e peso molecular do produto amplificado.

Iniciadores Sequéncia Produto
UMS170 5" GTATTTGCAATCTTTATATGTTTTCG 3'
476 pb
UMA263 5'TTTGTTGTTGCGTTTTCTG 3'

4.6.3 PCR para detecgéo de U. parvum

O mix da reacao foi preparado a 50 uL contendo: 1x PCR buffer; 200 uM de
dNTP, 2,5 mM de MgClz, 20 pmol de cada primer, 2,5 U de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen, Sao Paulo, S.P., Brasil) e 3,0 yL de DNA. As amplificagbes foram
realizadas em termociclador, obedecendo a uma desnaturacéo inicial de 95 °C por 5
min, seguida de 35 ciclos de 45 s a 94 °C, 45 s a 55°C e 45 s a 72 °C, e uma
extensao final a 72 °C por 10 min. Os produtos das amplificacoes foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,0%, corados com brometo de etidio (10
mg/mL) e fotografados em fotoducumentador com transluminador. A quadro 3
mostra as sequéncias do par de iniciadores utilizados nos testes, para amplificacao
de 326/327 pb do amplicon da regido do gene 16S rRNA do U. parvum (DE
FRANCESCO et al., 2009).
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Quadro 3 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagédo do gene 16S
rRNA para U. parvum e peso molecular do produto amplificado.

Iniciadores Sequéncia Produto
UMS57 5 TAAATCTTAGTGTTCATATTTTTTAC 3'
326/327 pb
UMA222 5' GTAAGTGCAGCATTAAATTCAATG 3

4.6.4 PCR para detecgéo dos sorotipos da espécie U. parvum

Para cada Sorotipo de U. parvum foram realizadas diferentes reagdes, e em
cada PCR foi adicionado a um microtubo (0,2 mL), 1X de Tampao, 20 pmol de cada
iniciador, 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, S.P., Brasil), 25 mM
de MgCl2, 200 uM de deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 3,0 yL da amostra de
DNA extraido da amostra clinica e agua ultrapura até o volume final de 50 pL. A
amplificagao foi realizada em termociclador programado para: um ciclo de 94 °C por
5 min, 35 ciclos de 94 °C por 45 s, 50 °C por 45 s, 72 °C por 45 s, um ciclo final de
72 °C por 10 min e “hold step” a 4 °C. O quadro 4 mostra as sequéncias dos
iniciadores utilizados nos testes, para amplicons com 398 pb, 442 pb ou 369 pb
quando a amostra for positiva para sorotipo 1, sorotipos 3 e 14, e sorotipo 6 do U.
parvum, respectivamente (DE FRANCESCO et al., 2009).
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Quadro 4 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagédo do gene 16S
rRNA para Sorotipos do U. parvum e peso molecular do produto

amplificado.
Iniciadores Sequéncia Produto
Sorotipo 1
UMS 83 5' TACTGATAGAAATTATGTAAGATTGC 3’ 398 pb
UMA 269A 5' CCAAATGACCTTTTGTAACTAGAT 3’

Sorotipo 3 e 14

UMS 125 5 GTATTTGCAATCTTTATATGTTTTCG 3’ 442 pb
UMA 269B 5" CTAAATGACCTTTTTCAAGTGTAC 3’

Sorotipo 6

UMS 54 5 CTTAGTGTTCATATTTTTTACTAG 3’ 369 pb
UMA 269A 5" CCAAATGACCTTTTGTAACTAGAT 3'

4.6.5 PCR para detecgao de Neisseria gonorrheae

Para a amplificacédo de sequéncias de Neisseria gonorrheae foram utilizados
pares de primers (Quadro 5), para amplificagdo de 195 pb do amplicon da regido do
gene 16S rRNA (MGONE; LUPIWA; YEKA, 2002). A reacéao foi preparada para um
volume final de 50ul em microtubo (0,2 mL), compreendendo: 1X de Tampao, 100
pmol de cada iniciador, 1,0 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, S.P.,
Brasil), 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de deoxiribonucleotideos trifosfato (dNTP) e 1,0
ML da amostra de DNA e agua ultrapura. As condi¢des dos PCR foram padronizadas
e definidas apds realizacdo de testes, sendo a amplificacdo realizada em
termociclador programado para um ciclo de 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 1
min, 57 °C por 1 min, 72 °C por 2 min, um ciclo final de 72 °C por 5 min e hold step a
4 °C.
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Quadro 5 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo de regiao
génica especifica para detecgédo de Neisseria gonorrhoeae.

Iniciadores Sequéncia Produto
NG1 5' TCTCGACTGGGCAATTTTCC 3'
195 pb
NG2 5" ACGAGGCATTGAAGCAAAGC 3'

4.6.6 PCR para detecgcdo de Gardnerella vaginalis

Para a amplificacéo de seqUéncias de Gardnerella vaginalis foram utilizados
pares de primers (Quadro 6), para amplificagdo de 332 pb do amplicon da regido do
gene 16S rRNA (ZARFFARD et al., 2002). A reagao foi preparada para um volume
final de 50 pl em microtubo (0,2 mL), compreendendo: 1X de Tampéao, 100 pmol de
cada iniciador, 2,0 U de Taq DNA polimerase Invitrogen (Invitrogen, S&o Paulo, S.P.,
Brasil), 2,5 mM de MgClz, 200 uM de deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 1,0 uL
da amostra de DNA e agua ultrapura. As condigdes dos PCR foram padronizadas e
definidas apds realizacdo de testes, sendo a amplificagdo realizada em
termociclador programado para um ciclo de 94 °C por 1 min, 35 ciclos de 94 °C por
15,55 °C por 15 s, 72 °C por 30 s, um ciclo final de 72 °C por 7 min e “hold step” a
4 °C.

Quadro 6 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagcdo de regiao
génica especifica para detec¢ao de Gardnerella vaginalis.

Iniciadores Sequéncia Produto
GV1 5 TTACTGGTGTATCACTGTAAGG 3’
332 pb
GV3 5 CCGTCACAGGCTGAACAGT &
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4.6.7 PCR para detecgcédo de Trichomonas vaginalis

Para a amplificagdo de sequéncias de Trichomonas vaginalis foram utilizados
pares de primers (Quadro 7), para amplificagdo de 120 pb do amplicon da regido do
gene 16S rRNA (RILEY et al., 1992). A reagéo foi preparada para um volume final de
50 pl em microtubo (0,2 mL), compreendendo: 1X de Tampao, foram adicionados 50
pmol de cada iniciador, 2,0 U de Tag DNA polimerase Invitrogen (Invitrogen, Sao
Paulo, S.P., Brasil), 1,5 mM de MgClz, 200 uM de deoxiribonucleotideos trifosfato
(dNTP), 1,0 yL da amostra de DNA e agua ultrapura. As condi¢gdes dos PCR foram
padronizadas e definidas apods realizacao de testes, sendo a amplificacédo realizada
em termociclador programado para um ciclo de 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C
por 15's, 47 °C por 1 min, 67 °C por 1 min, um ciclo final de 67 °C por 7 min e “hold
step”a 4 °C.

Quadro 7 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagdo de regiao
génica especifica para detecgédo de Trichomonas vaginalis.

Iniciadores Sequéncia Produto
TVA5 5' GATCATGTTCTATCTTTTCA 3'
102 pb
TVAG 5' GATCACCACCTTAGTTTACA 3

4.6.8 PCR para detecgdo de Chlamydia trachomatis

Para a amplificacdo de sequéncias de Chlamydia trachomatis foram utilizados
pares de primers (Quadro 8), para amplificagdo de 241 pb do amplicon da regido do
gene 16S rRNA (MAHONY et al.,1995; MGONE; LUPIWA; YEKA, 2002). A reacao
foi preparada para um volume final de 50ul em microtubo (0,2mL), compreendendo:
com 1X de Tampao, 100 pmol de cada iniciador, 1,0 U de Taq DNA polimerase
Invitrogen (Invitrogen, Sao Paulo, S.P., Brasil), 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de
deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 2,0 uL da amostra de DNA e agua ultrapura.
As condi¢cdes dos PCR foram padronizadas e definidas apds realizacdo de testes,

sendo a amplificagao realizada em termociclador programado para um ciclo de 94 °C
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por 10 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 45 s, um ciclo final
de 72 °C por 10 min e “hold step” a 4 °C.

Quadro 8 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagdo de regiao
génica especifica para detec¢ao de Chlamydia trachomatis.

Iniciadores Sequéncia Produto
CT1 5' CCTGTGGGGAATCCTGCTGAA 3'
241 pb
CT4 5' GTCGAAAACAAAGTCATCCAGTAGTA 3'

4.7 PCR quantitativo (QPCR)

4.7.1 Extracdo de DNA

O DNA genémico das amostras de swab vaginal foi obtido segundo protocolo

do kit Invitrogen Purelink™ Genomic DNA Kits (Invitrogen, Sao Paulo, S.P., Brasil).

4.7.2 gPCR para detecgéo de U. urealyticum

A técnica de PCR em tempo real foi empregada para quantificagdo do U.
urealyticum sendo as reagdes realizadas em duplicata na plataforma Real-Time PCR
System 7300 Applied Biosystems e com a utilizagdo de Sondas TagMan, seguindo
protocolo base de amplificagao do fabricante.

A reacédo de PCR em tempo real consistiu em 12,5 yL de Master Mix (Applied
Biosystems, Sao Paulo, S.P., Brasil), 0,75 puyL de primer UUureF
(ATCGACGTTGCCCAA GGGGA), 0,75 ML de primer UUureR
(TTAGCACCAACATAAGGAGCTAAATC) (10 pmol), 0,5 uL de sonda (FAM-
TTGTCCGCCTTTACGAG-MGB) (5 mM), 9,5 uL de agua e 1,0 uyL de DNA em
quantidades suficientes para um volume final de 25 pL. As amostras foram
submetidas a amplificagdo nas seguintes condi¢des de termo-ciclagem: 50 °C por 2
min, 95 °C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 58 °C por 30 s
(CAOQ et al., 2007).



55

4.7.3 gPCR para detecgéo de U. parvum

A reacédo de PCR em tempo real consistiu em 12,5 yL de Master Mix (Applied
Biosystems, Sao Paulo, S.P., Brasil), 0,75 uyL de primer UUureF
(CATTGATGTTGCACAAGGAGAAA), 0,75 ML de primer UUureR
(TTAGCACCAACATAAGGAGCTAAATC) (10 pmol), 0,5 pL de sonda (FAM-
TTGACCACCCTTACGAG-MGB) (5 mM), 9,5 uL de agua e 1,0 yL de DNA em
quantidades suficientes para um volume final de 25 pL. As amostras foram
submetidas a amplificagdo nas seguintes condi¢gdes de termo-ciclagem: 50 °C por 2
min, 95 °C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 58 °C por 30 s
(CAO et al., 2007).

4.7.4 Analise dos dados da qPCR

A quantificacao foi realizada por meio de técnica de quantificacdo absoluta,
tomando por base uma curva padrdo pré-estabelecida variando de 107 a 10°
microrganismos/uL (Figura 2). A cada rea¢cdo uma nova curva foi adicionada, sendo
estabelecidas para uma boa andlise as seguintes caracteristicas: r> 2 0.950 e
eficiéncia entre 95 a 105% e slope préximo de 3.32.

A analise dos dados gerados foi feita com o auxilio do software StepOne™
software v2.1 (Applied Biosystems). Por meio deste software determinou-se o
threshold, ou limiar de deteccéo, de cada amostra testada. O threshold corresponde
a um ponto de referéncia, uma vez que neste ponto todas as amostras possuem a
mesma intensidade de fluorescéncia. Uma vez determinado o threshold, foi
estabelecido o numero de Ct de cada amostra. O numero de Ct serve como base de
comparacgao entre as amostras, pois se refere ao numero de ciclo no qual a curva de

amplificagdo de cada amostra atinge o threshold estabelecido.
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Figura 2 — Graficos gerados a partir da reagcdo de PCR em tempo real para
determinacao da curva padréo utilizada nos testes para a espécie U.
urealyticum.

Amplification Plot Standard Curve

s e Mc N Ne HF Hc HH

Legenda: (a) Amplificagdo de cada amostra de DNA de U. urealyticum da curva padréo,
diluida em razao 1:10. (b) Curva padréo gerada a partir dos pontos de Ct obtidos com o
grafico de amplificagao.

4.8 Polimorfismo de citocinas

4.8.1 Extracdo de DNA das amostras de sangue

Foram utilizadas para extragdo de DNA amostras de sangue,
homogeneizadas, em tubos vacutainer contendo EDTA (1000 ul) baseado no
protocolo de extragdo sugerido pelo fabricante do Kit Invitek Invisorb — Spin Blood
Midi/ Maxi Kit 1209 (Stratec molecular, Sao Paulo, S.P., Brasil). As amostras de DNA

extraidas foram aliquotadas (200 uL) em microtubos e estocadas em -20 °C.

4.8.2 MS-PCR para detec¢do do polimorfismo c-174G>C no gene IL-6

A MS-PCR ¢é uma técnica de PCR direcionada a identificacdo de mutacdes
alélicas baseada nas sequéncias de acidos nucleicos. O principio basico do método
€ a introducdo de mutacdes nas regides de ligacdo dos inicadorees da PCR nos
amplicons, a partir de diferentes distancias da extremidade 3. Nos ciclos
subsequentes as mutagdes previnem a formagao de produtos errados da elongagao
por conta da ligagao especificas de cada primer (RUST, et al., 1993). Para detecgao

do polimorfismo -174 G>C da citocina IL-6 foram utilizados iniciadores especificos
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(IL-6G, IL-6C e IL6GSP) para a regiao -174 do cromossomo. O quadro 9 resume 0s

dados dos iniciadores utilizados na reagao.

Quadro 9 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para deteccdo de polimorfismo
monogenético na regiao -174 do cromossomo que codifica a IL-6 e
peso molecular do produto amplificado.

Iniciadores Sequéncia Produto
IL-6G 5 GCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTACG 3 121 pb
IL-6C 5 ATGACGACCTAAGCTTTACTTTTCC 136 pb

CCCTAGTTGTGTCTTGAC &
IL-6GSP 5 ATAAATCTTTGTTGGAGGGTGAGG 3’ -

A reacao de MS-PCR consistiu em1X de Tampao, 100 pmol de cada iniciador,
1,0 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Sédo Paulo, S.P., Brasil), 1,0 mM de
MgCl2, 200 uM de deoxiribonucleotideos trifosfato (dNTP), 6,0 uL da amostra de
DNA e agua ultrapura em quantidades suficientes para um volume final de 50 pL. As
amostras foram submetidas a amplificagdo nas seguintes condigdes de termo-
ciclagem:: um ciclo de 94 °C por 7 min, 45 ciclos de 94 °C por 45 s, 57,3 °C por 1
mine 15 s, 72 °C por 1 min e 15 s, um ciclo final de 72 °C por 7 min e hold step a 4
°C (SCHOTTE et al., 2001).

4.8.3 PCR RFLP para detecgéo do polimorfismo c-+3954 C>T no gene IL-1f3

Foram avaliadas por PCR convencional e digestdo a regido +3954 da IL-1p
onde ocorre o polimorfismo. A PCR foi preparada para um volume final de 50ul em
microtubo (0,2 mL), compreendendo: 1X de Tampao, 10 pmol de cada iniciador, 1,0
U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Sao Paulo, S.P., Brasil), 1,0 mM de MgClz,
200 uM de deoxiribonucleotideos trifosfato (ANTP), 7,0 uL da amostra de DNA e
agua ultrapura até o volume final de 50 uL. A amplificacdo foi realizada em
termociclador programado para: um ciclo de 94 °C por 5 min, 40 ciclos de 94 °C por

1 min, 61,5 °C por 1 min, 72 °C por 1 min, um ciclo final de 72 °C por 7 min e hold
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step a 4 °C. Para a amplificacdo das sequéncias foram utilizados pares de primers
(Quadro 10), para amplificagdo do produto de 182 pb detectada em eletroforese com
gel de agarose a 1% (AGRAWAL et al., 2006).

Quadro 10 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificagdo de regido
génica especifica em que ocorre mutagdo monogénica para IL-13 e
peso molecular do produto amplificado.

Iniciadores Sequéncia Produto
P1 5" CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA 37
182pb
P2 5 GCTTTTTTGCTGTGAGTCCCG ¥

As amostras com produtos amplificados foram submetidas a digestdo com
enzima de restricdo Taql (New England Biolabs, Beverly, M. A., Estados Unidos)
com intuito de se obter a distribuicdo dos alelos. Para tal, utilizou-se microtubos de
0,2 uL contendo a mistura da reacdo com: 2,5 mM de Tampao, 0,13 uL da enzima
Taql, 15,0 uL de DNA e agua ultrapura até o volume final de 50 pL. A digestao foi
realizada em termociclador programado para um ciclo de 64 °C overnight. O produto
da digestao foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 4% com brometo de
etidio em 110V.

4.8.4 Confirmagcdo do polimorfismo genético dos genes IL-6 e IL-18 por

sequenciamento

ApOs a realizacao das PCRs, os produtos amplificados, evidenciados no gel
por meio da luz ultravioleta, foram recortados diretamente do gel e submetidos ao
processo de purificagdo realizada através do kit comercial Qiagen - QIAquick Gel
extraction Kit (Qiagen, Chatsworth, C.A., Estados Unidos) seguindo as instrugdes do
fabricante. O produto amplificado de cada PCR foi sequenciado utilizando a
plataforma Sanger ABI 3700 do Genomics Core Facility localizado na Purdue
University, Estados Unidos. As sequéncias obtidas foram comparadas com os genes
de referéncia descritos para IL-6 e IL-18 na base de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI).
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4.9 Dosagem das citocinas IL-6 e IL-1B8 no soro

A dosagem das citocinas IL-6 e IL-1B foram realizadas utilizando-se kit de
ELISA (eBioscience, San Diego, C. A., Estados Unidos) e placas de 96 pocos de
poliestireno que confere alta absor¢do de acordo com protocolo indicado pelo
fabricante. Apos padronizacdo da curva padrao e do volume mais adequado para as
amostra, uma aliquota de 100 uL do soro das mulheres foi utilizada para dosar a
citocina IL-1B. A leitura foi realizada com instrumento leitor de ELISA Vivid Vision
com comprimento de onda de 450 nm. Os dados obtidos em absorbancia foram

transformados em picomols por meio de formula matematica.

4.10 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos questionarios foram realizadas através do
software SPSS 16.0® (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Para verificagdo de
associacao entre variaveis foi aplicado Teste de qui-quadrado de Pearson ou Teste
Exato de Fisher tendo sido considerado p < 0,05 e IC 95%. O Odds Ratio (OR) foi
calculado em analise univariada para estimar o poder de associacdo entre a
presencga de infeccdo vaginal, com fatores de risco como dados demograficos e de
saude sexual das mulheres. Também utilizou-se a Andlise multivariada por
regressao logistica para determinar quais variaveis foram independentemente
associadas com infecgao.

Em relagdo aos polimorfismos genéticos e quantificagdo das citocinas foi
utiizado o programa GraphPadPrism 5.01® com os testes nao-paramétricos

Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

5.1 PCR para deteccao de Ureaplasma

Das 302 mulheres deste estudo, um total de 230 (76,2%) foram positivas para
a presenca de Mollicutes por meio da PCR genérica convencional. Estas amostras
positivas foram submetidas a PCR especifica para Ureaplasma (Tabela 1), e revelou
que a prevaléncia de U. urealyticum e U. parvum foi 7,0% e 52,0%, respectivamente.
Os produtos amplificados nas reagdes de PCR para Mollicutes, U. urealyticum e U.
parvum, podem ser visualizados, respectivamente, nas Figuras 3, 4 e 5. Seis

mulheres apresentaram co-infecgdo com ambas as espécies de ureaplasma.

Tabela 1 — Perfil de detecgédo de Mollicutes, U. urealyticum e U. parvum, por meio da
PCR convencional, em amostras de swab vaginal de mulheres atendidas
em Unidades de Saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.

PCR Genérica U. urealyticum U. parvum
PCR
n (%) n (%) n (%)
Positiva 230 (76,2) 21(7,0) 157 (52,0)
Negativa 72 (23,8) 281 (93,0) 145 (48,0)

Nota: n = 302 amostras.
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR utilizando “primers”
genéricos GPO3 e MGSO para deteccao de Mollicutes.

01 020304 050607 080910111213141516 17 18 19 20 21 C- C+ PM

Legenda: Colunas 1, 5, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 19 e 21: amostras amplificadas; Legenda:
C-: Controle Negativo; C+: Controle Positivo (U. urealyticum); PM: Peso Molecular (100 pb).

Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados na PCR
utilizando “primers” MS170 e UMA263 para detecgdo de U.
urealyticum.

476pb

Legenda: Colunas 01, 02, 04, 05: amostras amplificadas; Legenda: C+: Controle Positivo (U.
urealyticum); C-: Controle Negativo; PM: Peso Molecular (100 pb).
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados na PCR
utilizando “primers” UMS57 e UMA222 para deteccao de U. parvum.

Legenda: Colunas 01, 02, 05 e 07: amostra amplificada; Legenda: C+: Controle Positivo (U.
parvum); C-: Controle Negativo; PM: Peso Molecular (100 pb);

5.2 PCR para deteccao dos sorotipos de U. parvum

As amostras positivas para U. parvum foram subtipadas nos diferentes
sorotipos. Os sorotipos 6, e 3/14 foram os mais frequentes, 64 (40,8%), e 62
(39,5%), respectivamente. Seguidos do sorotipo 1, com 37 (23,6%) amostras
positivas (Tabela 2). Em 18 amostras vaginais encontrou-se co-infecgao de dois ou

mais sorotipos e uma amostra positiva para U. parvum nao foi sorotipada.

Tabela 2 — Perfil de detecgdo dos sorotipos de U. parvum, por meio da PCR
convencional, em amostras de swab vaginal de mulheres atendidas em
Unidades de Saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.

U. parvum U. parvum U. parvum
PCR Sorotipo 1 Sorotipo 3 e 14 Sorotipo 6
n (%) N (%) n (%)
Positiva 37 (23,6) 62 (39,5) 64 (40,8)
Negativa 120 (76,4) 95 (60,5) 93 (59,2)

Nota: n = 157 amostras.
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5.3 gPCR para deteccao de Ureaplasmas

A tabela 3 mostra a prevaléncia de 16,6% para U. urealyticum e de 60,6%
para U. parvum, nas amostras de swab genital das mulheres participantes do

estudo.

Tabela 3 - Perfil de deteccao de U. urealyticum e U. parvum, por meio da gqPCR em
amostras de swab vaginal de mulheres atendidas em Unidades de
Saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.

U. urealyticum U. parvum
gPCR
n (%) n (%)
Positiva 50 (16,6) 183 (60,6)
Negativa 252 (83,4) 119 (39,4)

Nota: n = 302 amostras.

Por meio da qPCR foi possivel quantificar o DNA e consequentemente a
carga do microrganismo representada por unidades formadoras de colbnias
(UFC/uL) nas amostras de swab vaginal. Na Figura 6a apresenta as detecgbes de
aproxidamente 10% a 10° UFC/uL de U. urealyticum. Contudo, as médias das
dosagens, foram maiores nas mulheres do grupo controle (p = 0,0339). Encontrou-
se maior carga de U. parvum entre as amostras (10" a 10" UFC/uL), porém nao
houve diferenga estatisticamente significante entre as mulheres dos grupos caso e
controle (p= 0,8892) (Figura 6b).
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Figura 6 — Quantificagdo por qPCR, de U. urealyticum e U. parvum (UFC/uL) a partir
das amostras de swab vaginal, nos grupos caso e controle.
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Legenda: (a) Concentragdo de U. urealyticum (UFC/uL) entre as mulheres dos
grupos caso e controle. (b) Concentragéo de U. parvum (UFC/uL) entre as mulheres
dos grupos caso e controle. Desvio padrao e média indicados por linhas solidas no
grafico. Analise estatistica realizada por Mann Whitney. p < 0,05.

5.4 PCR para deteccao de outros microrganismos de importancia
ginecolégica

Entre os outros agentes causadores de infecgdes no trato genital feminino, G.
vaginalis foi o microrganismo mais frequente entre as 302 mulheres participantes do
estudo, e foi detectado em 42,4% das amostras de swab genital, seguido por N.
gonorrhoeae (21,5%), T. vaginalis (3,0%) e C. trachomatis (1,7%) (Tabela 4).

Entre a 50 mulheres positivas na qPCR para U. urealyticum, quatro (8,0%)
apresentaram co-infecgdo com T. vaginalis, nove (18,0%) com N. gonorrhoeae, 25
(50,0%) com G. vaginalis e uma (2,0%) com C. trachomatis. E entre as 183 mulheres
positivas na qPCR para U. parvum, em nove (4,9%) encontrou-se co-infecgcdo com
T. vaginalis, 40 (21,9%) com N. gonorrhoeae, 82 (44,8%) com G. vaginalis e 4
(2,2%) com C. trachomatis.
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Tabela 4 - Perfil de detecgdo dos microrganismos Trichomonas vaginalis,
Neisseria gonorrhoeae,  Gardnerella vaginalis, e Chlamydia
frachomatis em amostras de swab vaginal testadas por meio da PCR
convencional, em mulheres atendidas em Unidades de Saude de
Vitéria da Conquista - Ba, 2011.

Trichomonas Neisseria Gardnerella Chlamydia
PCR vaginalis Gonorrhoeae vaginalis trachomatis
n (%) n (%) n (%) n (%)
Positiva 9 (3,0) 65 (21,5) 128 (42,4) 5(1,7)
Negativa 293 (97,0) 237 (78,5) 174 (57,6) 297 (98,3)

Nota: n = 302 amostras.

5.5 Caracterizacao do perfil demografico e da saude sexual das mulheres

5.5.1 Perfil das mulheres com a presenga de Mollicutes, U. urealyticum e U. parvum

nas amostras de swab vaginal

A distribuicdo das mulheres que apresentaram Mollicutes, U. urealyticum e U.
parvum genital, pode ser vista na Tabela 5. Esses microrganismos foram mais
frequentes em mulheres da regido urbana, com idade superior ou igual a 25 anos,
que declaravam-se de cor preta, parda ou indigena, tinham relacionamento estavel
com o parceiro, e que nao completaram o ensino médio.

Essas mulheres eram sexualmente ativas, referiram menarca até os 15 anos
de idade. O inicio da atividade sexual ocorreu com idade superior a 15 anos, tiveram
menos de cinco parceiros na vida e um ou mais parceiros nos ultimos trés meses.
Quanto a pratica do sexo seguro, as mulheres relatam o uso raro ou ocasional do
condom nas relagdes sexuais. A pratica contraceptiva mais comum foi o uso dos
métodos anticoncepcionais hormonais, como a pilula, os injetaveis, anel vaginal e o
DIU com levonorgestrel.

As variaveis, dispaurenia, sinusiorragia, disuria, dor pélvica, prurido e
corrimento, relacionadas com os sinais e sintomas de infecgdo do trato genital,
apresentaram variagdes entre as mulheres infectadas pelas diferentes espécies de

ureaplasma.
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Tabela 5 — Perfil das mulheres com resultado de PCR e gqPCR positivo para
Mollicutes, U. urealyticum e U. parvum, atendidas em unidades de
saude de Vitdria da Conquista - BA, 2011.

(Continua)
Mollicutes U. urealyticum U. urealyticum  U. parvum U. parvum
PCR Genérico-Positivo PCR-Positivo qPCR-Positivo PCR-Positivo qPCR-Positivo
Variaveis
N =230 N =21 N=50 N= 157 N= 183
n (%) n (%) n (%) n(%) n (%)
Dados Demograficos
Regiao
Rural 63 (27,4) 9 (42,9) 21 (42,0) 41 (26,1) 48 (26,2)
Urbana 167 (72,6) 12 (57,1) 29 (58,0) 116 (73,9) 135 (73,8)
Motivo da Consulta’
Sintomatico 64 (28,3) 7 (35,0 17 (34,7) 45 (29,2) 53 (29,4)
Rotina 162 (71,7) 13 (65,0) 32 (65,3) 109 (70,8) 127 (70,6)
Idade
< 25 anos 42 (18,3) 6 (28,6) 11 (22,0) 30 (19,1) 34 (18,6)
> 25 anos 188 (81,7) 15 (71,4) 39 (78,0) 127 (80,9) 149 (81,4)
Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 172 (74,8) 18 (85,7) 41 (82,0) 123 (78,3) 140 (76,5)
Branca/Amarela 58 (25,2) 3(14,3) 9(18,0) 34 (21,7) 43 (23,5)
Escolaridade?
< Ensino Médio 161 (73,9) 13 (68,4) 38 (79,2) 105 (70,9) 128 (73,6)
2 Ensino Médio 57 (26,1) 6(31,6) 10 (20,8) 43 (29,1) 46 (26,4)
Relacao estavel
Nao 41 (17,8) 2(9,5) 6(12,0) 32(20,4) 36 (19,7)
Sim 189 (82,2) 19 (90,5) 44 (88,0) 125 (79,6) 147 (80,3)
Menarca
<15 anos 176 (76,5) 17 (81,0) 41 (82,0) 121 (77,1) 143 (78,1)
> 15 anos 54 (23,5) 4(19,0) 9(18,0) 36 (22,9) 40 (21,9)
Saude Sexual
Primeira relacao sexual
<15 anos 54 (23,5) 7(33,3) 15 (30,0) 34 (21,7) 42 (23,0)
> 15 anos 176 (76,5) 14 (66,7) 35 (70,0) 123 (78,3) 141 (77,0)
Vida Sexual®
Ativa 217 (94,3) 21 (100) 49 (98,0) 149 (94,9) 174 (95,1)
Inativa 13 (5,7) 0 1(2,0) 8(5,1) 9 (4,9)
Libido*
Diminuida 100 (43,9) 9 (42,9) 19 (38,0) 67 (43,2) 81 (44,8)
Mantida 128 (56,1) 12 (57,1) 31 (62,0) 88 (56,8) 100 (55,2)
Parceiros na Vida®
25 21(9,1) 4(19,0) 7 (14,0) 18 (11,5) 19 (10,4)
<5 209 (90,9) 17 (81,0) 43 (86,0) 139 (88,5) 164 (89,6)

Parceiros ultimos 3 meses®
=1 210 (92,1) 21 (100) 48 (98,0) 144 (92,9) 169 (93,4)
Nenhum 18 (7,9) 0 1(2,0) 11(7,1) 12 (6,6)
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Tabela 5 — Perfil das mulheres com resultado de PCR e gPCR positivo para
Mollicutes, U. urealyticum e U. parvum, atendidas em unidades de
saude de Vitdria da Conquista - BA, 2011.

(Conclusao)

Mollicutes U. urealyticum U. urealyticum U. parvum U. parvum
Variaveis PCR Genérico-Positivo PCR-Positivo qPCR-Positivo PCR-Positivo qPCR-Positivo
N =230 N=21 N=50 N= 157 N= 183
n (%) N (%) n (%) n (%) n (%)
Uso de Condom?
Raro/Ocasional 174 (78,0) 18 (85,7) 36 (72,0) 118 (77.6) 138 (78,0)
Sempre 49 (22,0 3(14,3) 14 (28,0) 34 (22,4) 39 (22,0)
Contracepcao Hormonal®
Sim 140 (61,9) 11 (52,4) 30 (60,0) 98 (63,6) 112 (62,6)
Nao 86 (38,1) 10 (47,6) 20 (40,0) 56 (36,4) 67 (37,4)
Dispareunia®
Sim 75 (33,3) 6 (28,6) 18 (36,0) 54 (35,3) 61 (34,1)
Nao 150 (66,7) 15 (71,4) 32 (64,0) 99 (64,7 118 (65,9)
Sinusiorragia'®
Sim 20 (8,8) 1(4,8) 5 (10,0) 13 (8,4) 16 (8,9)
N30 206 (91,2) 20 (95,2) 45 (90,0) 141 (91,6) 164 (91,1)
Disuria
Sim 49 (21,3) 4(19,0) 11 (22,0) 38 (24,2) 42 (23,0)
Nao 181 (78,7) 17 (81,0) 39 (78,0) 119 (75,8) 141 (77,0)
Dor Pélvica
Sim 105 (45,7) 12 (57,1) gg gg:g; 76 (48,4) 87 (47,5)
Nao 125 (54,3) 9(42,9) 81 (51,6) 96 (52,5)
Prurido
Sim 69 (30,0) 8(38,1) 18 (36,0) 54 (34,4) 61 (33,3)
Nao 161 (70,0) 13 (61,9) 32 (64,0) 103 (65,6) 122 (66,7)
Corrimento™
Sim 106 (46,3) 9 (42,9) 24 (48,0) 77 (49,4) 89 (48,9)
Nao 123 (53,7) 12 (57,1) 26 (52,0) 79 (50,6) 93 (51,1)
Sinais e Sintomas'?
Sim 185 (80,8) 16 (76,2) 41 (82,0) 130 (82,8) 149 (81,9)
Nao 44 (19,2) 5(23,8) 9 (18,0) 27 (17.2) 33(18,1)

Nota: Perda de observagéo: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); ?Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda

de 2 (n=300).
* p valor: significante < 0,05.
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5.5.2 Perfil das mulheres que apresentaram Mollicutes nas amostras de swab
vaginal

A presenga de molicutes nas mulheres foi associada significantemente
com as que residem na regido rural (Odds Ratio - OR 2,64, IC 95% 1,24; 5,62,
p= 0,010), com vida sexual ativa (OR 3,74, IC 95% 1,64; 8,50, p= 0,001) e que
relataram um ou mais parceiros sexuais nos ultimos trés meses (OR 4, 26, IC
95% 2,09; 8, 69, p < 0,001). Também houve associagdo negativa com as
mulheres que néo tinham relacao estavel (OR 0,49, IC 95% 0,26; 090, p= 0,020)
(Tabela 6).



69

Tabela 6 — Deteccéo de Mollicutes por meio da PCR convencional em amostras de
swab vaginal e sua relagdo com o perfil clinico-demografico da
populagdo de mulheres atendidas em unidades de saude de Vitoria da
Conquista — BA, 2011.

(continua)
Mollicutes Positiva  Mollicutes Negativa Odds
Variaveis N =230 N=72 Ratio IC 95% P*
n (%) n (%) (bruta)

Dados Demograficos

Regiao
Rural 63 (27,4) 9 (12,5 2,64 [1,24; 5,62] 0,010
Urbana 167 (72,6) 63 (87,5) 1

Motivo da Consulta’
Sintomatico 64 (28,3) 22 (30,6) 0,89 [0,50; 1,60] 0,715
Rotina 162 (71,7) 50 (69,4) 1

Idade
< 25 anos 42 (18,3) 10 (13,9) 1,38 [0,65; 2,92] 0,391
> 25 anos 188 (81,7) 62 (86,1) 1

Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 172 (74,8) 54 (75,0) 0,98 [0,53; 1,82] 0,970
Branca/Amarela 58 (25,2) 18 (25,0) 1

Escolaridade?
< Ensino Médio 161 (73,9) 44 (63,8) 1,60 [0,90; 2,85] 0,106
> Ensino Médio 57 (26,1) 25 (36,2) 1

Relagao estavel
Nao 41 (17,8) 22 (30,6) 0,49 [0,26; 0,90] 0,020
Sim 189 (82,2) 50 (69,4) 1

Saude Sexual

Menarca
<15 anos 176 (76,5) 62 (86,1) 0,52 [0,25; 1,09] 0,082
> 15 anos 54 (23,5) 10 (13,9) 1

Primeira relacao sexual
<15 anos 54 (23,5) 18 (25,0) 0,92 [0,49; 1,70] 0,791
> 15 anos 176 (76,5) 54 (75,0) 1

Vida Sexual®
Ativa 217 (94,3) 58 (81,7) 3,74 [1,64; 8,50] 0,001
Inativa 13 (5,7) 13 (18,3) 1

Libido*
Diminuida 100 (43,9) 34 (47,9) 0,85 [0,49; 1,45] 0,551
Mantida 128 (56,1) 37 (52,1) 1

Parceiros na Vida®
25 21(9,1) 6(8,5) 1,08 [0,42; 2,81] 0,86
<5 209 (90,9) 65 (91,5) 1

Parceiros ultimos 3 meses®
21 210 (92,1) 52 (73,2) 4,26 [2,09; 8,69] <0,001
Nenhum 18 (7,9) 19 (26,8) 1

Uso de Condom?
Raro/Ocasional 192 (86,1) 59 (84,3) 1,15 [0,54; 2,43] 0,706
Sempre 31(13,9) 11 (15,7) 1

Contraceptivo Hormonal®
Sim 86 (38,1) 24 (33,8) 1,20 [0,68; 2,10] 0,518

Nao 140 (61,9) 47 (66,2) 1
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Tabela 6 — Deteccédo de Mollicutes por meio da PCR convencional em amostras de
swab vaginal e sua relagdo com o perfil clinico-demografico da
populagdo de mulheres atendidas em unidades de saude de Vitoria da

Conquista — BA, 2011.

(conclusao)

Mollicutes Positiva Mollicutes Negativa Odds
Variaveis N =230 N=72 Ratio IC 95% p*
n (%) n (%) (bruta)
Dispareunia®
Sim 75 (33,3) 17 (25,4) 1,47 [0,79; 2,72] 0,218
Nao 150 (66,7) 50 (74,6) 1
Sinusiorragia®
Sim 20 (8,8) 6(9,0) 0,98 [0,37; 2,56] 0,979
Nao 206 (91,2) 61 (91,0) 1
Disuria
Sim 49 (21,3) 15 (20,8) 1,02 [0,53; 1,97] 0,932
Nao 181 (78,7) 57 (79,2) 1
Dor Pélvica
Sim 105 (45,7) 30 (41,7) 1,17 [0,68; 2,00] 0,553
Nao 125 (54,3) 42 (58,3) 1
Prurido
Sim 69 (30,0) 21(29,2) 1,04 [0,58; 1,86] 0,893
Nao 161 (70,0) 51 (70,8) 1
Corrimento™
Sim 106 (46,3) 28 (38,9) 1,35 [0.78: 2,32] 0,270
Nao 123 (53,7) 44 (61,1) 1
Sinais e Sintomas'?
Sim 185 (80,8) 51 (71,8) 1,65 [0,89; 3,04] 0,108
Nao 44 (19,2) 20 (28,2) 1

Nota: Perda de observagio: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); 2Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida

sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301)
de 2 (n=300).
* p valor: significante < 0,05.

.12

Sinais e sintomas: perda
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5.5.3 Perfil das mulheres que apresentaram U. urealyticum na PCR convencional

A detecgdo de U. urealyticum por meio da PCR convencional apresentou
associagao estatisticamente significante com as mulheres que residiam na regiao
rural do municipio (OR 2,59, IC 95% 1,04; 6,43, p = 0,034) (Tabela 7).

5.5.4 Perfil das mulheres que apresentaram U. urealyticum na qPCR

Ao ser analisado o perfil das mulheres para a presenga de U. urealyticum,
pela técnica de gqPCR, foi encontrada associagdo positiva entre a presenca do
microrganismo nas mulheres que residiam na regiédo rural (OR 2,85, IC 95% 1,50;
5,41, p = 0,001) e entre as mulheres que relataram ter um ou mais parceiros no
ultimos trés meses (OR 8,07, IC 95% 1,08; 60,35, p = 0,016). As variaveis clinicas
de sinais e sintomas n&o apresentaram significancia estatistica, mas ndo se pode

ignorar a significancia clinica desses dados (Tabela 8).
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Tabela 7 — Deteccdo de U. urealyticum por meio da PCR convencional, em amostras
de swab vaginal, e sua relagdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA, 2011.

(Continua)
U. urealyticum U. urealyticum
PCR-Positivo PCR-Negativo Odds
Variaveis Ratio IC 95% p*
N=21 N =281
(bruta)
N (%) n (%)
Dados Demograficos
Regiao
Rural 9 (42,9) 63 (22,4) 2,59 [1,04; 6,43] 0,034
Urbana 12 (57,1) 218 (77.6) 1
Motivo da Consulta’
Sintomatico 7 (35,0) 79 (28,4) 1,35 [0,52; 3,52] 0,53
Rotina 13 (65,0) 199 (71,6) 1
Idade
<25 anos 6 (28,6) 46 (16,4) 2,04 [0,75; 5,54] 0,153
> 25 anos 15 (71,4) 235 (83,6) 1
Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 18 (85,7) 208 (74,0) 2,10 [0,60; 7,35] 0,234
Branca/Amarela 3(14,3) 73 (26,0) 1
Escolaridade?
< Ensino Médio 13 (68,4) 192 (71,6) 0,85 [0,31; 2,33] 0,764
> Ensino Médio 6 (31,6) 76 (28,4) 1
Relacao estavel
Nao 2(9,5) 61(21,7) 0,38 [0,08; 1,67] 0,185
Sim 19 (90,5) 220 (78,3) 1
Menarca
<15 anos 17 (81,0) 221 (78,6) 1,15 [0,37; 3,55] 1,154
> 15 anos 4 (19,0 60 (21,4) 1
Saude Sexual
Primeira relacao sexual
<15 anos 7 (33,3) 65 (23,1) 1,66 [0,64; 4,29] 0,290
> 15 anos 14 (66,7) 216 (76,9) 1
Vida Sexual®
Ativa 21 (100) 254 (90,7)
Inativa 0 26 (9,3) ) ) ’
Libido*
Diminuida 9 (42,9) 125 (45,0) 0,91 [0,37; 2,24] 0,852
Mantida 12 (57,1) 153 (55,0) 1
Parceiros na Vida®
25 4(19,0) 23 (8,2) 2,62 [0,81; 8,46] 0,094
<5 17 (81,0) 257 (91,8) 1
Parceiros ultimos 3 meses®
21 21 (100) 241 (86,7)
Nenhum 0 37 (13,3) i i i
Uso de Condom?
Raro/Ocasional 18 (85,7) 216 (79,4) 1,55 [0,44; 5,46] 0,488
Sempre 3(14,3) 56 (20,6) 1

Contracepcao Hormonal®
Sim 11(52,4) 176 (63,8) 0,62 [0,25; 1,52] 0,298
Nao 10 (47,6) 100 (36,2) 1
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Tabela 7 — Deteccdo de U. urealyticum por meio da PCR convencional, em amostras
de swab vaginal, e sua relagdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA, 2011.

(Conclusao)

U. urealyticum U. urealyticum
PCR-Positivo PCR-Negativo Odds
Variaveis N =21 N =281 Ratio IC 95% p*
(bruta)
n (%) n (%)
Dispareunia®
Sim 6 (28,6) 86 (31,7) 0,86 [0,32; 2,29] 0,764
Nao 15 (71,4) 185 (68,3) 1
Sinusiorragia'®
Sim 1(4,8) 25(9,2) 0,49 [0,06; 3,83] 0,492
Nao 20 (95,2) 247 (90,8) 1
Disuria
Sim 4(19,0) 60 (21,4) 0,86 [0,28; 2,67] 0,803
Nao 17 (81,0) 221 (78,6) 1
Dor Pélvica
Sim 12 (57,1) 123 (43,8) 1,71 [0,69; 4,19] 0,235
Nao 9 (42,9) 158 (56,2) 1
Prurido
Sim 8(38,1) 82 (29,2) 1,49 [0,59; 3,73] 0,389
Nao 13 (61,9) 199 (70,8) 1
Corrimento™
Sim 9 (42,9) 125 (44,6) 0,93 [0,38; 2,27] 0,874
Nao 12 (57,1) 155 (55,4) 1
Sinais e Sintomas'?
Sim 16 (76,2) 220 (78,9) 0,85 [0,30; 2,43] 0,774
Nao 5(23,8) 59 (21,1) 1

Nota: Perda de observagio: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); 2Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda
de 2 (n=300).

* p valor: significante < 0,05.
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Tabela 8 - Deteccdo de U. urealyticum por meio da gPCR, em amostras de swab
vaginal, e sua relagdo com o perfil das mulheres atendidas em

unidades de saude de Vitdria da Conquista — BA, 2011.

(Continua)
U. urealyticum U. urealyticum
qPCR-Positivo gPCR-Negativo Odds
Variaveis Ratio IC 95% p*
N =50 N =252
(bruta)
N (%) n (%)

Dados Demograficos

Regiao
Rural 21 (42,0) 51(20,2) 2,85 [1,50; 5,41] 0,001
Urbana 29 (58,0) 201 (79,8) 1

Motivo da Consulta’
Sintomatico 17 (34,7) 69 (27,7) 1,39 [0,72; 2,66] 0,324
Rotina 32 (65,3) 180 (72,3) 1

Idade
< 25 anos 11 (22,0) 41 (16,3) 1,45 [0,68; 3,07] 0,327
2 25 anos 39 (78,0) 211 (83,7) 1

Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 41 (82,0) 185 (73,4) 1,65 [0,76; 3,58] 0,201
Branca/Amarela 9(18,0) 67 (26,6) 1

Escolaridade?
< Ensino Médio 38 (79,2) 167 (69,9) 1,64 [0,77; 3,47] 0,193
> Ensino Médio 10 (20,8) 72 (30,1) 1

Relacao estavel
Nao 6(12,0) 57 (22,6) 0,47 [0,19; 1,15] 0,091
Sim 44 (88,0) 195 (77,4) 1

Menarca
<15 anos 41 (82,0) 197 (78,2) 1,27 [0,58; 2,78] 0,545
215 anos 9(18,0) 55 (21,8) 1

Saude Sexual

Primeira relacao sexual
<15 anos 15 (30,0) 57 (22,6) 1,47 [0,75; 2,87] 0,263
> 15 anos 35 (70,0) 195 (77,4) 1

Vida Sexual®
Ativa 49 (98,0) 226 (90,0) 5,42 [0,72; 40,96] 0,067
Inativa 1(2,0) 25 (10,0) 1

Libido*
Diminuida 19 (38,0) 115 (46,2) 0,71 [0,38; 1,33] 0,288
Mantida 31(62,0) 134 (53,8) 1

Parceiros na Vida®
25 7 (14,0) 20 (8,0) 1,88 [0,75; 4,72] 0,173
<5 43 (86,0) 231 (92,0) 1

Parceiros altimos 3 meses®
=1 48 (98,0) 214 (85,6) 8,07 [1,08; 60,35] 0,016
Nenhum 1(2,0) 36 (14,4) 1

Uso de Condom?
Raro/Ocasional 36 (72,0) 198 (81,5) 0,58 [0,29; 1,17] 0,128
Sempre 14 (28,0) 45 (18,5) 1

Contracepcao Hormonal®
Sim 30 (60,0) 157 (63,6) 0,86 [0,486; 1,60] 0,634
Nao 20 (40,0) 90 (36,4) 1
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Tabela 8 — Deteccao de U. urealyticum por meio da qPCR, em amostras de swab
vaginal, e sua relacdo com o perfil das mulheres atendidas em unidades
de saude de Vitoria da Conquista — BA, 2011.

(Conclusao)

U. urealyticum

U. urealyticum

qPCR-Positivo gPCR-Negativo Odds
Varlavels N =50 N =252 Ratio IC 95% p*
(bruta)
n (%) n (%)
Dispareunia®
Sim 18 (36,0) 74 (30,6) 1,28 [0,67; 2,42] 0,452
Nao 32 (64,0) 168 (69,4) 1
Sinusiorragia'®
Sim 5(10,0) 21(8,6) 1,17 [0,42; 3,28] 0,758
Nao 45 (90,0) 222 (91,4) 1
Disuria
Sim 11 (22,0) 53 (21,0) 1,06 [0,51; 2,21] 0,878
Nao 39 (78,0) 199 (79,0) 1
Dor Pélvica
Sim 24 (48,0) 111 (44,0) 1,17 [0,64; 2,15] 0,608
Nao 26 (52,0) 141 (56,0) 1
Prurido
Sim 18 (36,0) 72 (28,6) 1,41 [0,74; 2,66] 0,294
Nao 32 (64,0) 180 (71,4) 1
Corrimento™
Sim 24 (48,0) 110 (43,8) 1,18 [0,64; 2,17] 0,587
Nao 26 (52,0) 141 (56,2) 1
Sinais e Sintomas'?
Sim 41 (82,0) 195 (78,0) 1,28 [0,58; 2,81] 0,529
Nao 9(18,0) 55 (22,0) 1

Nota: Perda de observagao: "Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); 2Escolaridade: perda
de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n= 299);
®Parceiros na vida: perda de 1 (n= 301), %Parceiros Ultimos trés meses: perda de 3
(n=299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal: perda de 5
(n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida sexual inativa.
(n=292); "°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida sexual inativa
(n=293); ""Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda de 2 (n=300).

* p valor: significante < 0,05.
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5.5.5 Perfil das mulheres que apresentaram U. parvum na PCR convencional

As mulheres positivas para U. parvum também apresentaram associagao
positiva com variaveis relacionadas a saude sexual, entre elas, ter vida sexual ativa
(OR 2,66, IC 95% 1,12; 6,32, p = 0,022) e um ou mais parceiros no ultimos trés
meses (OR 2,88, IC 95% 1,37; 6,08, p= 0,004) (Tabela 9). Também houve
associagao clinica com os sinais e sintomas de infecgdo, porém sem significancia

estatistica.

5.5.6 Perfil das mulheres que apresentaram os sorotipos de U. parvum na PCR

convencional

O perfil das mulheres também foi comparado com os diferentes sorotipos de
U. parvum, e houve associagdo do Sorotipo 1 com as mulheres que residem na
regido rural (OR 4,22, IC 95% 2,07; 8,60, p < 0,001) e o sintoma disuria (OR 2,27; IC
95% 1,08; 4,77, p = 0,027) (Tabela 10). Os Sorotipos 3 e 14 foram associados com
um ou mais parceiros nos ultimos trés meses (OR 5,19, IC 95% 1,21; 22,2, p =
0,014) e a presenga de corrimento vaginal (OR 1,92, IC 95% 1,09; 3,39, p = 0,024)
(Tabela 11). Nao houve associagao significante com a presenca do Sorotipo 6 e 0s

fatores demograficos e de saude sexual das mulheres (Tabela 12).
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Tabela 9 — Detecgao de U. parvum por meio da PCR convencional em amostras de
swab vaginal, e sua relacdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.

(Continua)
U. parvum U. parvum
PCR-Positivo PCR-Negativo Odds
Variaveis Ratio IC 95% P*
N =157 N =145
(bruta)
N (%) n (%)

Dados Demograficos

Regiao
Rural 41 (26,1) 31(21,4) 1,30 [0,76; 2,22] 0,335
Urbana 116 (73,9) 114 (78,6) 1

Motivo da Consulta’
Sintomatico 45 (29,2) 41 (28,5) 1,04 [0,63; 1,71] 0,887
Rotina 109 (70,8) 103 (71,5) 1

Idade
< 25 anos 30 (19,1) 22 (15,2) 1,32 [0,72; 2,41] 0,365
> 25 anos 127 (80,9) 123 (84,8) 1

Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 123 (78,3) 103 (71,0) 1,47 [0,87; 2,49] 0,144
Branca/Amarela 34 (21,7) 42 (29,0) 1

Escolaridade?
< Ensino Médio 105 (70,9) 100 (71,9) 0,95 [0,57; 1,59] 0,852
2 Ensino Médio 43 (29,1) 39 (28,1) 1

Relacao estavel
Nao 32 (20,4) 31(21,4) 0,94 [0,54; 1,64] 0,831
Sim 125 (79,6) 114 (78,6) 1

Menarca
<15 anos 121 (77,1) 117 (80,7) 0,80 [0,46; 1,40] 0,442
215 anos 36 (22,9) 28 (19,3) 1

Saude Sexual

Primeira relacao sexual
<15 anos 34 (21,7) 38 (26,2) 0,78 [0,46; 1,32] 0,354
> 15 anos 123 (78,3) 107 (73,8) 1

Vida Sexual®
Ativa 149 (94,9) 126 (87,5) 2,66 [1,12; 6,32] 0,022
Inativa 8(5,1) 18 (12,5) 1

Libido*
Diminuida 67 (43,2) 67 (46,5) 0,87 [0,55; 1,38] 057
Mantida 88 (56,8) 77 (53,5) 1

Parceiros na Vida®
25 18 (11,5) 9(6,2) 1,94 [0,84; 4,47] 0,114
<5 139 (88,5) 135 (93,8) 1

Parceiros altimos 3 meses®
=1 144 (92,9) 118 (81,9) 2,88 [1,37; 6,08] 0,004
Nenhum 11(7,1) 26 (18,1) 1

Uso de Condom?
Raro/Ocasional 118 (77,6) 116 (82,3) 0,75 [0,42; 1,33] 0,323
Sempre 34 (22,4) 25 (17,7) 1

Contraceptivo Hormonal®
Sim 98 (63,6) 89 (62,2) 1,06 [0,66; 1,70] 0,803
Nao 56 (36,4) 54 (37,8) 1
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Tabela 9 — Detecgao de U. parvum por meio da PCR convencional em amostras de
swab vaginal, e sua relacdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.
(Conclusao)
U. parvum U. parvum
PCR-Positivo PCR-Negativo Odds
Variaveis N 157 N=145 Ratio IC 95% P*
(bruta)
N (%) n (%)
Dispareunia®
Sim 54 (35,3) 38 (27,3) 1,45 [0,88; 2,39] 0,144
Nzo 99 (64,7) 101 (72,7) 1
Sinusiorragia®
Sim 13 (8,4) 13 (9,4) 0,89 [0,40; 2,00] 0,784
Nzo 141 (91,6) 126 (90,6) 1
Disuria
Sim 38 (24,2) 26 (17,9) 1,46 [0,84; 2,56] 0,183
N3zo 119 (75,8) 119 (82,1) 1
Dor Pélvica
Sim 76 (48,4) 59 (40,7) 1,37 [0,87; 2,16] 0,178
Nao 81 (51,6) 86 (59,3) 1
Prurido
Sim 54 (34,4) 36 (24,8) 1,59 [0,96; 2,62] 0,069
N3zo 103 (65,6) 109 (75,2) 1
Corrimento!!
Sim 77 (49,4) 57 (39,3) 1,50 [0,95; 2,39] 0,080
Nao 79 (50,6) 88 (60,7) 1
Sinais e Sintomas?
Sim 130 (82,8) 106 (74,1) 1,68 [0,96; 2,94] 0,067
N3zo 27 (17,2) 37 (25,9) 1

Nota: Perda de observagio: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); 2Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda
de 2 (n=300).

* p valor: significante < 0,05.
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Tabela 10 — Deteccédo de U. parvum Sorotipo 1 por meio da PCR em amostras de
swab vaginal, e sua relagdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitdria da Conquista - BA, 2011.

(Continua)

U. parvum U. parvum
Sorotipo 1 Sorotipo 1 Odds
Variaveis PCR-Positivo PCR-Negativo Ratio IC 95% p*
N =37 N = 265 (bruta)
n (%) n (%)

Dados Demograficos

Regiao
Rural 19 (51,4) 53 (20,0) 4,22 [2,07; 8,60] < 0,001
Urbana 18 (48,6) 212 (80,0) 1

Motivo da Consulta’
Sintomatico 13 (37,1) 73 (27,8) 1,54 [0,74; 3,21] 0,250
Rotina 22 (62,9) 190 (72,2) 1

Idade
< 25 anos 7(18,9) 45 (17,0) 1,14 [0,47; 2,76] 0,770
> 25 anos 30 (81,1) 220 (83,0) 1

Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 29 (78,4) 197 (74,3) 1,25 [0,55; 2,87] 0,596
Branca/Amarela 8 (21,6) 68 (25,7) 1

Escolaridade?
< Ensino Médio 30 (83,3) 175 (69,7) 2,17 [0,87; 5,43] 0,091
2 Ensino Médio 6(16,7) 76 (30,3) 1

Relagao estavel
Nao 12 (32,4) 51(19,2) 2,01 [0,95; 4,28] 0,064
Sim 25 (67,6) 214 (80,8) 1

Menarca
<15 anos 25 (67,6) 213 (80,4) 0,51 [0,24; 1,08] 0,074
215 anos 12 (32,4) 52 (19,6) 1

Saude Sexual

Primeira relacao sexual
<15 anos 6(16,2) 66 (24,9) 0,58 [0,23; 1,46] 0,245
> 15 anos 31(83,8) 199 (75,1) 1

Vida Sexual®
Ativa 34 (91,9) 241 (91,3) 1,08 [0,31; 3,79] 0,903
Inativa 3(8,1) 23 (8,7) 1

Libido*
Diminuida 18 (48,6) 116 (44,3) 1,19 [0,59; 2,37] 0,551
Mantida 19 (51,4) 146 (55,7) 1

Parceiros na Vida®
=5 4(10,8) 23 (8,7) 1,27 [0,41; 3,90] 0,676
<5 33(89,2) 241 (91,3) 1

Parceiros ultimos 3 meses®
21 33 (91,7) 229 (87,1) 1,63 [0,47; 5,62] 0,432
Nenhum 3(8,3) 34 (12,9) 1

Uso de Condom?
Raro/Ocasional 28 (77,8) 206 (80,2) 0,87 [0,37; 2,01] 0,739
Sempre 8(22,2) 51 (19,8) 1

Contraceptivo Hormonal®
Sim 25 (69,4) 162 (62,1) 1,39 [0,65; 2,95] 0,390
Nao 11 (30,6) 99 (37,9) 1
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Tabela 10 — Deteccédo de U. parvum Sorotipo 1 por meio da PCR em amostras de
swab vaginal, e sua relagdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitdria da Conquista - BA, 2011.

(Conclusao)

U. parvum U. parvum
Sorotipo 1 Sorotipo 1 Odds
Variaveis PCR-Positivo PCR-Negativo Ratio IC 95% p*
N=37 N =265 (bruta)
n (%) n (%)
Dispareunia®
Sim 13 (36,1) 79 (30,9) 1,27 [0,61; 2,63] 0,525
Nao 23 (63,9) 177 (69,1) 1
Sinusiorragia®
Sim 1(2,7) 25 (9,8) 0,26 [0,03; 1,95] 0,158
Nao 36 (97,3) 231 (90,2) 1
Disuria
Sim 13 (35,1) 51(19,2) 2,27 [1,08; 4,77] 0,027
Nao 24 (64,9) 214 (80,8) 1
Dor Pélvica
Sim 22 (59,5) 113 (42,6) 1,97 [0,98; 3,97] 0,054
Nao 15 (40,5) 152 (57,4) 1
Prurido
Sim 11(29,7) 79 (29,8) 0,99 [0,47; 2,11] 0,992
Nao 26 (70,3) 186 (70,2) 1
Corrimento™
Sim 19 (51,4) 115 (43,6) 1,37 [0,69; 2,72] 0,372
Nao 18 (48,6) 149 (56,4) 1
Sinais e Sintomas'?
Sim 31(83,8) 205 (77,9) 1,46 [0,58; 3,67] 0,417
Nao 6(16,2) 58 (22,1) 1

Nota: Perda de observagio: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); 2Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda
de 2 (n=300).

* p valor: significante < 0,05.
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Tabela 11 — Detecgédo de U. parvum Sorotipo 3/14 por meio da PCR em amostras
de swab vaginal, e sua relagdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.

(Continua)
U. parvum U. parvum
Sorotipo 3 e 14 Sorotipo 3 e 14 Odds
Variaveis PCR-Positivo PCR-Negativo Ratio IC 95% p*
N =62 N =240 (bruta)
n (%) n (%)

Dados Demograficos

Regiao
Rural 18 (29,0) 54 (22,5) 1,41 [0,75; 2,64] 0,282
Urbana 44 (71,0) 186 (77,5) 1

Motivo da Consulta’
Sintomatico 15 (24,6) 71 (30,0) 0,76 [0,40; 1,45] 0,409
Rotina 46 (75,4) 166 (70,0) 1

Idade
< 25 anos 11(17,7) 41(17,1) 1,04 [0,50; 2,18] 0,903
2 25 anos 51(82,3) 199 (82,9) 1

Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 49 (79,0) 177 (73,8) 1,34 [0,68; 2,64] 0,480
Branca/Amarela 13 (21,0) 63 (26,2) 1

Escolaridade?
< Ensino Médio 44 (71,0) 161 (71,6) 0,97 [0,52; 1,81] 0,928
2 Ensino Médio 18 (29,0) 64 (28,4) 1

Relagao estavel
Nao 12 (19,4) 51(21,2) 0,89 [0,44; 1,79] 0,743
Sim 50 (80,6) 189 (78,8) 1

Menarca
<15 anos 50 (80,6) 188 (78,3) 1,15 [0,57; 2,32] 0,691
215 anos 12 (19,4) 52 (21,7) 1

Saude Sexual

Primeira relacao sexual
<15 anos 9 (14,5) 63 (26,2) 0,48 [0,22; 1,02] 0,053
> 15 anos 53 (85,5) 177 (73,8) 1

Vida Sexual®
Ativa 61 (98,4) 214 (89,5) 7,13 [0,95; 53,6] 0,128
Inativa 1(1,6) 25 (10,5) 1

Libido*
Diminuida 23 (37,7) 111 (46,6) 0,69 [0,39; 1,23] 0,670
Mantida 38 (62,3) 127 (53,4) 1

Parceiros na Vida®
25 5(8,1) 22 (9,2) 0,86 [0,31; 2,38] 0,779
<5 57 (91,9) 217 (90,8) 1

Parceiros ultimos 3 meses®
21 60 (96,8) 202 (85,2) 5,19 [1,21; 22,2] 0,014
Nenhum 2(3,2) 35 (14,8) 1

Uso de Condom?
Raro/Ocasional 49 (80,3) 185 (79,7) 1,04 [0,51; 2,10] 0,919
Sempre 12 (19,7) 47 (20,3) 1

Contraceptivo Hormonal®
Sim 37 (59,7) 150 (63,8) 0,84 [0,47; 1,49] 0,547
Nao 25 (40,3) 85 (36,2) 1
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Tabela 11 — Deteccdo de U. parvum Sorotipo 3/14 por meio da PCR em amostras
de swab vaginal, e sua relacédo com o perfil das mulheres atendidas

em unidades de saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.
(Conclusao)

U. parvum U. parvum
Variaveis Sorotipo 3 e 14 Sorotipo 3 e 14 0Odds
PCR-Positivo PCR-Negativo Ratio IC 95% P’
N =62 N =240 (bruta)
n (%) n (%)
Dispareunia®
Sim 24 (40,0) 68 (29,3) 1’:31 [0,89; 2,89] 0,112
Nao 36 (60,0) 164 (70,7)
Sinusiorragia'®
Sim 5(8,2) 21(9,1) 0,89 [0,32; 2,48] 0,834
Nao 56 (91,8) 211 (90,9) 1
Disuria
Sim 11.(17,7) 53 (22,1) 0,76 [0,37; 1,56] 0,456
Nao 51 (82,3) 187 (77,9) 1
Dor Pélvica
Sim 28 (45,2) 107 (44,6) 1,02 [0,58; 1,79] 0,935
Nao 34 (54,8) 133 (55,4) 1
Prurido
Sim 19 (30,6) 71 (29,6) 1,05 [0,57; 1,93] 0,871
N3o 43 (69,4) 169 (70,4) 1
Corrimento™
Sim 35 (57,4) 99 (41,2) 1,92 [1,09; 3,39] 0,024
Nao 26 (42,6) 141 (58,8) 1
Sinais e Sintomas'?
Sim 52 (83,9) 184 (77,3) 1,53 [0,73; 3,20] 0,004
Nao 10 (16,1) 54 (22,7) 1

Nota: Perda de observagdo: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); ?Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda
de 2 (n=300).

* p valor: significante < 0,05.
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Tabela 12 — Deteccédo de U. parvum Sorotipo 6 por meio da PCR em amostras de
swab vaginal, e sua relacdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.

(Continua)
U. parvum U. parvum
Sorotipo 6 Sorotipo 6 Odds
Variaveis PCR-Positivo PCR-Negativo Ratio IC 95% p*
N =64 N =238 (bruta)
n (%) N (%)

Dados Demograficos

Regiao
Rural 16 (25,0) 56 (23,5) 1,08 [0,57; 2,05] 0,806
Urbana 48 (75,0) 182 (76,5) 1

Motivo da Consulta’
Sintomatico 22 (35,5) 64 (27,1) 1,48 [0,82; 2,68] 0,196
Rotina 40 (64,5) 172 (72,9) 1

Idade
< 25 anos 11(17,2) 41 (17,2) 0,99 [0,48; 2,07] 0,994
2 25 anos 53 (82,8) 197 (82,8) 1

Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 47 (73,4) 179 (75,2) 0,91 [0,49; 1,71] 0,772
Branca/Amarela 17 (26,6) 59 (24,8) 1

Escolaridade?
< Ensino Médio 41 (68,3) 164 (72,2) 0,83 [0,45; 1,54] 0,551
2 Ensino Médio 19 (31,7) 63 (27,8) 1

Relagao estavel
Nao 9(14,1) 54 (22,7) 0,56 [0,26; 1,20] 0,132
Sim 55 (85,9) 184 (77,3) 1

Menarca
<15 anos 50 (78,1) 188 (79,0) 0,95 [0,49; 1,86] 0,880
> 15 anos 14 (21,9) 50 (21,0) 1

Satde Sexual

Primeira relacao sexual
<15 anos 13 (20,3) 59 (24,8) 0,77 [0,39; 1,52] 0,456
> 15 anos 51 (79,7) 179 (75,2) 1

Vida Sexual®
Ativa 61 (95,3) 214 (90,3) 2,18 [0,63; 7,52] 0,205
Inativa 3(4,7) 23(9,7) 1

Libido*
Diminuida 29 (45,3) 105 (44,7) 1,03 [0,59; 1,79] 0,928
Mantida 35 (54,7) 130 (55,3) 1

Parceiros na Vida®
25 8(12,5) 19 (8,0) 1,64 [0,68; 3,94] 0,265
<5 56 (87,5) 218 (92,0) 1

Parceiros ultimos 3 meses®
=1 58 (92,1) 204 (86,4) 1,82 [0,68; 4,88] 0,229
Nenhum 5(7,9) 32 (13,6) 1

Uso de Condom?
Raro/Ocasional 53 (85,5) 181 (78,4) 1,63 [0,75; 3,52] 0,214
Sempre 9 (14,5) 50 (21,6) 1

Contraceptivo Hormonal®
Sim 43 (68,3) 144 (61,5) 1,34 [0,74; 2,43] 0,327
Nzo 20 (31,7) 90 (38,5) 1
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Tabela 12 — Deteccédo de U. parvum Sorotipo 6 por meio da PCR em amostras de
swab vaginal, e sua relacdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista - BA, 2011.

(Conclusao)

U. parvum U. parvum
Sorotipo 6 Sorotipo 6 Odds
Variaveis PCR-Positivo PCR-Negativo Ratio IC 95% p*
N =64 N =238 (bruta)
n (%) N (%)
Dispareunia®
Sim 16 (25,4) 76 (33,2) 0,68 [0,36; 1,29] 0,238
Nao 47 (74,6) 153 (66,8) 1
Sinusiorragia'®
Sim 6(9,7) 20 (8,7) 1,13 [0,43; 2,95] 0,802
Nao 56 (90,3) 211 (91,3) 1
Disuria
Sim 15 (23,4) 49 (20,6) 1,18 [0,61; 2,28] 0,620
Nao 49 (76,6) 189 (79,4) 1
Dor Pélvica
Sim 30 (46,9) 105 (44,1) 1,12 [0,64; 1,94] 0,694
Nao 34 (53,1) 133 (55,9) 1
Prurido
Sim 24 (37,5) 66 (27,7) 1,56 [0,87; 2,79] 0,129
Nao 40 (62,5) 172 (72,3) 1
Corrimento™
Sim 29 (45,3) 105 (44,3) 1,04 [0,59; 1,81] 0,885
Nao 35 (54,7) 132 (55,7) 1
Sinais e Sintomas'?
Sim 52 (81,2) 184 (78,0) 1,22 [0,61; 2,46] 0,570
Nao 12 (18,8) 52 (22,0) 1

Nota: Perda de observagio: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); 2Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda
de 2 (n=300).

* p valor: significante < 0,05.
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5.5.7 Perfil das mulheres que apresentaram U. parvum na qPCR

Do total das mulheres positivas para U. parvum por meio da qPCR, houve
associagao significante com variaveis como vida sexual ativa (OR 3,25, IC 95% 1,39;
7,57, p=0,004) e apresentar um ou mais parceiros sexuais nos ultimos trés meses
(OR 3,79, IC 95% 1,82; 7,88, p < 0,001) (Tabela 13).



86

Tabela 13 — Detecgdo de U. parvum por meio da qPCR, em amostras de swab
vaginal, e sua relacdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA, 2011.

(Continua)
U. parvum U. parvum
qPCR-Positivo qPCR-Negativo Odds
Variaveis Ratio IC 95% P*
N =183 N=119
(bruta)
N (%) N (%)
Dados Demograficos
Regiao
Rural 48 (26,2) 24 (20,2) 1,41 [0,81; 2,45] 0,227
Urbana 135 (73,8) 95 (79,8) 1
Motivo da Consulta’
Sintomatico 53 (29,4) 33 (28,0) 1,07 [0,64; 1,80] 0,783
Rotina 127 (70,6) 85 (72,0) 1
Idade
< 25 anos 34 (18,6) 18 (15,1) 1,28 [0,69; 2,39] 0,437
2 25 anos 149 (81,4) 101 (84,9) 1
Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 140 (76,5) 86 (72,3) 1,25 [0,74; 2,12] 0,407
Branca/Amarela 43 (23,5) 33 (27,7) 1
Escolaridade?
< Ensino Médio 128 (73,6) 77 (68,1) 1,30 [0,77; 2,19] 0,321
2 Ensino Médio 46 (26,4) 36 (31,9) 1
Relagao estavel
Nao 36 (19,7) 27 (22,7) 0,83 [0,47; 1,46] 0,528
Sim 147 (80,3) 92 (77,3) 1
Menarca
<15 anos 143 (78,1) 95 (79,8) 0,90 [0,51; 1,60] 0,725
> 15 anos 40 (21,9) 24 (20,2) 1
Saude Sexual
Primeira relacao sexual
<15 anos 42 (23,0) 30 (25,2) 0,88 [0,52; 1,51] 0,653
> 15 anos 141 (77,0) 89 (74,8) 1
Vida Sexual®
Ativa 174 (95,1) 101 (85,6) 3,25 [1,39; 7,57] 0,004
Inativa 9 (4,9) 17 (14,4) 1
Libido*
Diminuida 81 (44,8) 53 (44,9) 0,99 [0,62; 1,58] 0.078
Mantida 100 (55,2) 65 (55,1) 1
Parceiros na Vida®
25 19 (10,4) 8(6,8) 1,59 [0,67; 3,77] 0,286
<5 164 (89,6) 110 (93,2) 1
Parceiros ultimos 3 meses®
=1 169 (93,4) 93 (78,8) 3,79 [1,82; 7,88] < 0,001
Nenhum 12 (6,6) 25 (21,2) 1
Uso de Condom?
Raro/Ocasional 138 (78,0) 96 (82,8) 0,74 [0,40; 1,34] 0,317
Sempre 39 (22,0) 20 (17,2) 1
Contraceptivo Hormonal®
Sim 112 (62,6) 75 (63,6) 0,96 [0,59; 1,55] 0,863

Nao 67 (37,4) 43 (36,4) 1
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Tabela 13 — Deteccdo de U. parvum por meio da qPCR, em amostras de swab

vaginal, e sua relagdo com o perfil das mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA, 2011.

(Conclusao)

U. parvum U. parvum
QPCR-Positivo gPCR-Negativo Odds
Variaveis N=183 No119 Ratio IC 95% P*
(bruta)
n (%) n (%)
Dispareunia®
Sim 61 (34,1) 31 (27,4) 1,37 [0,82; 2,29] 0,234
N&o 118 (65,9) 82 (72,6) 1
Sinusiorragia'®
Sim 16 (8,9) 10 (8,8) 1,00 [0,44; 2,99] 0,991
N&o 164 (91,1) 103 (91,2) 1
Disuria
Sim 42 (23,0) 22 (18,5) 1,31 [0,74; 2,34] 0,354
N&o 141 (77,0) 97 (81,5) 1
Sinais e Sintomas'2
Sim 149 (81,9) 87 (73,7) 1,61 [0,92; 2,81] 0,093
N&o 33 (18,1) 31 (26,3) 1
Prurido
Sim 61 (33,3) 29 (24,4) 1,55 [0,92; 2,61] 0,096
Nao 122 (66,7) 90 (75,6) 1
Corrimento'
Sim 89 (48,9) 45 (37,8) 1,57 [0,98; 2,52] 0,058
N&o 93 (51,1) 74 (62,2) 1
Sinais e Sintomas?2
Sim 149 (81,9) 87 (73,7) 1,61 [0,92; 2,81] 0,093
N&o 33 (18,1) 31 (26,3) 1
Nota: Perda de observagéo: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); ?Escolaridade:

perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida

sexual

inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida

sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda
de 2 (n=300).
* p valor: significante < 0,05.
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5.5.8 Perfil das mulheres com ou sem sinais e/ou sinfomas em relagcdo a presenca

U. urealyticum e U. parvum detectados por PCR convencional e gPCR

Ao estratificar em dois grupos, mulheres que referiram sintomas e/ou
apresentaram sinais de infecgdo urogenital com aquelas que n&o tinham nenhuma
dos dois fatores, foi possivel analisar a possivel relagcdo com os achados para as
duas técnicas de PCR. Nao foi encontrada associagao significante entre a presenca

de U. urealyticum e U. parvum, e a presencga de sinais e/ou sintomas (Tabela 14).

Tabela 14 — Perfil das mulheres com e sem sinais e/ou sintomas em relagdo a
presenga de Mollicutes, U. urealyticum e U. parvum detectados por
PCR convencional e qPCR em amostras de swab vaginal de mulheres
atendidas em unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA, 2011.

Sinais e Sintomas Sinais e sintomas
Positivo Negativo Odds
Variaveis Ratio IC 95% P*
N =236 N =64
(bruta)
n (%) n (%)
U. urealyticum PCR
Positivo 16 (6,8) 5(7,8) 0,86 [0,30; 2,44] 0,774
Negativo 220 (93,2) 59 (92,2) 1
U. parvum PCR
Positivo 130 (55,1) 27 (42,2) 1,68 [0,96; 2,94] 0,067
Negativo 106 (44,9) 37 (57,8) 1
U. parvum Sorotipo 1
Positivo 31(13,1) 6(9,4) 1,46 [0,58; 3,67] 0,417
Negativo 205 (86,9) 58 (90,6) 1
U. parvum Sorotipo 3 e 14
Positivo 52 (22,0) 10 (15,6) 1,53 [0,73; 3,20] 0,261
Negativo 184 (78,0) 54 (84,4) 1
U. parvum Sorotipo 6
Positivo 52 (22,0) 12 (18,8) 1,22 [0,61; 2,46] 0,570
Negativo 184 (78,0) 52 (81,2) 1
U. urealyticum qPCR
Positivo 41 (17,4) 9 (14,1) 1,28 [0,58; 2,81] 0,529
Negativo 195 (82,6) 55 (85,9) 1
U. parvum gPCR
Positivo 149 (63,1) 33 (51,6) 1,61 [0,92; 2,81] 0,093
Negativo 87 (36,9) 31 (48,4) 1

Nota: * p valor: significante < 0,05.
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5.5.9 Perfil clinico-demografico das mulheres com e sem sinais e/ou sinfomas

A presenga de sinais e/ou sintomas foi relacionada com as variaveis
demograficas e de saude sexual, para descrever o perfil das mulheres que
referiram sintomas e/ou apresentavam sinais de infeccdo. As mulheres que viviam
na regiao rural do municipio apresentaram associagao positiva (OR 3,03, IC
95%1,31 - 6,98, p = 0,007), assim como mulheres que buscaram o servico de
saude por motivo sintomatico (OR 11,32, IC 95% 3,44 - 37,22, p < 0,001); com
idade inferior a 25 anos (OR 2,93, IC 95% 1,11 - 7,71, p = 0,023); que tiveram a
primeira relagdo sexual com idade menor ou igual a 15 anos (OR 2,22, IC 95% 1,03
- 4,76, p = 0,036); sexualmente ativas (OR 2,59, IC 95% 1,11 - 6,04, p = 0,023);
com um ou mais parceiros sexuais nos ultimos trés meses (OR 2,62, IC 95% 1,25;
5,45 p = 0,008); que utilizam contraceptivo hormonal (OR 2,00, IC 95% 1,07 - 3,73,
p = 0,028); que relatam sinusiorragia (OR 7,16, IC 95% 0,95 - 53,95, p = 0,027), dor
pélvica (OR 4,05, IC 95% 2,09 - 7,85, p < 0,001), e apresentavam corrimento
vaginal (OR 80,7, IC 95% 11,0 - 591,9, p < 0,001) (Tabela 15).
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Tabela 15 - Perfil clinico-demografico das mulheres com e sem sinais e/ou
sintomas de infec¢do urogenital atendidas em unidades de saude de
Vitéria da Conquista — BA, 2011.

(continua)
Sinais e Sintomas Sinais e Sintomas
Positivo Negativo Odds
Variaveis Ratio IC 95% P*
N =236 N =64
(bruta)
n (%) n (%)
Dados Demograficos
Regiao
Rural 64 (27,1) 7 (10,9) 3,03 [1,31; 6,98] 0,007
Urbana 172 (72,9) 57 (89,1) 1
Motivo da Consulta’
Sintomatico 83 (35,8) 3(4,7) 11,32 [3,44; 37,22] < 0,001
Rotina 149 (64,2) 61 (95,3) 1
Idade
< 25 anos 47 (19,9) 5(7.,8) 2,93 [1,11; 7,71] 0,023
> 25 anos 189 (80,1) 59 (92,2) 1
Raca/Cor
Preta/Parda/Indigena 175 (74,2) 51 (79,7) 0,73 [0,37; 1,43] 0,362
Branca/Amarela 61 (25,8) 13 (20,3) 1
Escolaridade?
< Ensino Médio 159 (70,4) 44 (74,6) 0,80 [0,42; 1,55] 0,523
> Ensino Médio 67 (29,6) 15 (25,4) 1
Relacao estavel
N30 47 (19,9) 16 (25,0) 0,74 [0,39; 1,42] 0,376
Sim 189 (80,1) 48 (75,0) 1
Menarca
<15 anos 189 (78,8) 50 (78,1) 1,04 [0,53; 2,03] 0,905
> 15 anos 50 (21,2) 14 (21,9) 1
Saude Sexual
Primeira relacao sexual
<15 anos 63 (26,7) 9 (14,1) 2,22 [1,03; 4,76] 0,036
> 15 anos 173 (73,3) 55 (85,9) 1
Vida Sexual®
Ativa 220 (93,2) 53 (84,1) 2,59 [1,11; 6,04] 0,023
Inativa 16 (6,8) 10 (15,9) 1
Libido*
Diminuida 107 (45,5) 26 (41,9) 1,15 [0,65; 2,03] 0,612
Mantida 128 (54,5) 36 (58,1) 1
Parceiros na Vida®
25 25 (10,6) 2(3,2) 3,61 [0,83; 15,68] 0,068

<5 211 (89,4) 61 (96,8) 1
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Tabela 15 - Perfil clinico-demografico das mulheres com e sem sinais e/ou
sintomas de infec¢do urogenital atendidas em unidades de saude de

Vitéria da Conquista — BA, 2011.
(conclusao)

Sinais e Sintomas Sinais e Sintomas

Positivo Negativo Odds
Variaveis Ratio IC 95% P*
N =236 N =64
(bruta)
n (%) n (%)
Parceiros ultimos 3 meses®
21 211 (90,2) 49 (77,8) 2,62 [1,25; 5,45] 0,008
Nenhum 23(9,8) 14 (22,2) 1
Uso de Condom?
Raro/Ocasional 196 (83,8) 53 (93,0) 0,38 [0,13; 1,13] 0,076
Sempre 38 (16,2) 4(7,0) 1
Contraceptivo Hormonal®
Sim 94 (40,5) 16 (25,4) 2,00 [1,07; 3,73] 0,028
Nao 138 (59,5) 47 (74,6) 1
Dispareunia®
Sim 90 (38,8) 0(0,0)
Nao 142 (61,2) 58 (100,0)
Sinusiorragia 1°
Sim 25 (10,8) 1(1,7) 7,16 [0,95; 53,95] 0,027
Nao 206 (89,2) 59 (98,3) 1
Disuria
Sim 63 (26,7) 0(0,0)
Nao 173 (73,3) 64 (100,0)
Dor Pélvica
Sim 120 (50,8) 13 (20,3) 4,05 [2,09; 7,85] < 0,001
Nao 116 (49,2) 51 (79,7) 1
Prurido
Sim 89 (37,7) 0(0,0)
Nao 147 (62,3) 64 (100,0)
Corrimento!
Sim 132 (56,2) 1(1,6) 80,7 [11,0; 591,9] < 0,001
Nao 103 (43,8) 63 (98,4) 1

Nota: Perda de observagio: 'Motivo da consulta: perda de 1 (n=301); 2Escolaridade:
perda de 15 (n= 287); 3Vida sexual: perda de 1 (n= 301); “Libido: perda de 3 (n=
299); SParceiros na vida: perda de 1 (n= 301), ®Parceiros ultimos trés meses: perda
de 3 (n= 299); "Uso de condom: perda de 9 (n= 293); 8Contraceptivo hormonal:
perda de 5 (n= 297); °Dispaurenia: perda de 10 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa. (n=292); '°Sinusiorragia: perda de 9 e excluidas mulheres com vida
sexual inativa (n=293); "'Corrimento: perda de 1 (n=301); '?Sinais e sintomas: perda
de 2 (n=300).

* p valor: significante < 0,05.
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5.5.10 Anélise multivariada da deteccdo de Mollicutes, U. urealyticum e U.

parvum, e sinais e sintomas nas mulheres atendidas

Um modelo de regressao logistica foi desenvolvido para avaliar a contribuigéo
independente das variaveis associadas com a infeccdo por Mollicutes, U.
urealyticum, U. parvum, G. vaginalis, N. gonorrhoeae e sinais e sintomas (Tabelas
16 e 17).

As variaveis regiao rural de residéncia e numero de parceiros sexuais nos
ultimos trés meses foram associados ao aumento da chance de ter infecgdo por
Mollicutes. Mulheres sem relacao estavel e que apresentaram a menarca até os 15
anos tiveram menores chances de ter Mollicutes. Da mesma maneira, as variaveis
ser da regido rural, apresentar cinco ou mais parceiros sexuais durante a vida e ter
relagdo sexual com um ou mais parceiros nos ultimos trés meses foram associados
com aumento das chances de ter PCR-positivo para U. urealyticum.

Mulheres com vida sexual ativa, que relataram um ou mais parceiros sexuais
nos ultimos trés meses, com sinais e/ou sintomas sugestivos de IST, dor pélvica,
prurido e corrimento também apresentaram associacdo com aumento de chance de
ter U. parvum. O maior risco para infec¢ao por U. parvum sorotipo 1 foi associado a
regido rural de residéncia, grau de escolaridade (Ensino Médio incompleto), disuria e
dor pélvica. Apresentar menarca até os 15 anos de idade foi associado com reducgéao
da chance de apresentar U. parvum sorotipo 1. No entanto, para U. parvum sorotipo
3/14, maiores riscos de infeccéo foi associado ao numero de parceiros sexuais nos
ultimos trés meses e a presenca do sintoma corrimento. Além disso, a presenca de
sinais e/ou sintomas sugestivos de IST reduzem a chance de apresentar o sorotipo
3/14.

As variaveis, regido rural de residéncia e presenca de algum sinal e/ou
sintoma sugestivo de IST foram associados com menores chances de ter infec¢ao
com N. gonorrhoeae, e o sintoma sinusiorragia aumentou a chance de infecgéo. No
entanto, mulheres com idade inferior a 25 anos, sintomaticas, de vida sexual ativa,
com primeira relacdo sexual até os 15 anos de idade e com dispaurenia tém maior
chance de apresentar G. vaginalis na regido cérvico-vaginal. E mulheres com idade
inferior a 25 anos, que moram na regiao rural, sexualmente ativas, que tiveram

relacdo sexual antes dos 15 anos, com parceiros nos ultimos trés meses e dor
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pélvica tém risco maior de apresentar sinais e/ou sintomas de infec¢do vaginal. As

outras variaveis nao foram significativas e foram retiradas do modelo final.



Tabela 16 — Analise multivariada dos fatores de risco para deteccdo vaginal de Mollicutes, U. urealyticum e U. parvum em

mulheres atendidas em Unidades de saude de Vitoria da Conquista — BA.

PCR PCR qPCR PCR qPCR
Modelo de Regressao  pollicutes U. urealyticum U. urealyticum U. parvum U. parvum
Logistica Multivariada
OR 95%IC OR 95%IC OR 95%IC OR 95%IC OR 95%IC
Regigo (Rural) 1,9 [0,8-4,2] 3,2 [1,2-8,5] 24 [1,2-4,6] - - - -
Relacao estavel 0,9 [0,4-21] -- -- 0,7 [0,2-2,0] -- -- -- --
Menarca -- --
0,5 [0,2-1,1] - - - - - -
(< 15 anos)
Vida Sexual (Ativa) - - - - - - 2,0 [0,6-6,9] 1,8 [0,5-5,9]
Parceiros Vida
- - 3,8 [1,1-13,2] - - - - - -
(2 5)
Parceiros ultimos
3,8 [1,6-9,4] - - 5,3 [0,6-44,1] 1,9 [0,7-5,0] 2,6 [0,9-6,8]
3 meses (= 1)
Sintomas - - - - - - 1,1 [0,5-2,1] 0,9 [0,5-1,9]
Dor Pélvica - - - - - - 1,3  [0,7-2,1]
Prurido - - - - - - 1,5 [0,8-2,6] 1,5 [0,8-2,6]
Corrimento -- -- -- -- -- -- 1,1 [0,7-1,9] 1,3 [0,7-2,3]

Nota: OR: Odda Ratio; IC: Intervalo de Confianca.

v6



Tabela 17 — Analise multivariada dos fatores de risco para detecgéo vaginal dos sorotipos U. parvum, G. vaginalis, N.

gonorrhoeae e sinais e sintomas em mulheres atendidas em Unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA.

U. parvum U. parvum PCR PCR Casos
Modelo de Regressao Sorotipo 1 Sorotipo 3/14 G. vaginalis N. gonorrhoeae  Sinais e Sintomas
Logistica Multivariada
OR 95%IC OR 95% IC OR 95% IC OR 95% IC OR 95% IC
Regigo (Rural) 34 [1,673] - - 06  [0,3-1,1] 01 [002-03] 25 [1,0-62]
Motivo consulta - - - -- 1,6 [0,8-2,8] -- -- -- --
Idade (< 25 anos) -- -- - - 2,3 [1,1-4,4] - - 1,2 [1,2-9,7]
Escolaridade
. . 1,6 [0,6-4,2] - - 0,7 [0,4-1,2] - - - -
(< Ensino Médio)
Menarca (< 15 anos) 0,6 [0,2-1,5] -- -- -- -- -- -- -- --
Vida Sexual (Ativa) -- -- - - 1,9 [0,6-6,3] - - 1,2 [0,3-5,0]
Primeira relagcéo (< 15 anos)  -- - - -- 1,6 [0,8-2,9] -- -- 1,6 [0,7-3,6]
Parceiros ultimos 3 meses
- - 46 [1,1-19,8] - - - - 1,8 [0,5-5,9]
1)
Sintomas - - 0,9 [0,4-2,2] - - 0,4 [0,2-0,8] - -
Dispaurenia -- -- -- -- 1,5 [0,8-2,7] -- -- -- --
Sinusiorragia - -- -- - - - 3,6 [1,4-9,2] - -
Disuria 1,9 [0,8-4,4] - - - - - - - -
Dor Pélvica 1,3 [0,6-2,8] - - - - - - 41 [2,0-8,3]
Corrimento -- -- 1,8 [0,9-3,4] -- -- -- -- -- --

Nota: OR: Odda Ratio; IC: Intervalo de Confianca.

S6
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5.6 Analise dos polimorfismos genémico das citocinas

5.6.1 Deteccdo de polimorfismo genético da Interleucina-6 (IL-6) por meio da MS-
PCR

Para o polimorfismo genético da IL-6, foi realizada a MS-PCR. A Figura 7
apresenta os perfis das bandas obtidos na reagao correspondente a cada um dos
gendtipos (homozigoto CC com banda unica de 136 pb, heterozigoto GC com duas
bandas sendo uma de 121 pb e outra de 136 pb e o gendtipo homozigoto GG com
uma banda de 121 pb). A eletroforese ocorreu em gel de agarose a 4% para permitir
melhor separacdo das bandas. O gendtipo GG foi o mais frequente na populagao
estudada (61,9%), seguido pelo gendtipo GC (32,8%) e o gendtipo CC (5,3%)
(Tabela 13).

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos da MS-PCR evidenciando
trés perfis de polimorfismos genéticos da regidao génica onde ocorre a
mutacao pontual na citocina IL-6.

PM 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255256 257 C C C C PM

-~

" T

121pb - - W - - - - . -

+  100pb

Legenda: Colunas 239 a 244; 246, 247, 249 a 251, 253, 256 e 257: gendtipo GG (121pb);
Coluna: 238, 245, 248, 252 e 255: gendtipo GC (136pb e 121pb); Coluna 254: gendtipo CC
(136pb). C-: Controle Negativo. PM: Peso Molecular (100 pb).
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5.6.2 Detecgdo de polimorfismo Genético da Interleucina-18 (IL-1B8) por meio da
PCR RFLP

A detecgao do polimorfismo genético da IL-1pB inicia-se pela amplificagao por
PCR da regido génica onde ocorre a mutagdo, gerando um produto de 182 pb
(Figura 8).

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados na PCR, da
regidao génica onde ocorre a mutagcao pontual, utilizando “primers” P1 e
P2 com DNA das amostras de sangue coletadas das mulheres.

01 02 03 04 05 06 O07 08 09 10 11 12

Legenda: Colunas 01 a 15: amostras amplificadas; PM: Peso Molecular (100 pb).

O material amplificado foi digerido pela enzima de restricdo Taql, e assim se
obteve a distribuicao dos alelos. Trés perfis de fragmentos eram esperados apés a
digestdo: homozigoto TT com fragmento de 182 pb, homozigoto CC com dois
fragmentos: um de 97 pb e um de 85 pb, e heterozigoto CT com trés fragmentos:
uma de 182 pb, uma de 97 pb e uma de 85 pb. Na Figura 9, os trés perfis genéticos

estao apresentados.
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Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR-RFLP
evidenciando trés perfis de polimorfismos genéticos da regido génica
onde ocorre a mutacao pontual na citocina IL-18.

03 04 05 06 07 08 09 10. 11 12 13 14 15

Legenda: Colunas 01, 02, 04, 05, 07 a 09 e 11: gendtipo CC (85pb e 97 pb); Coluna: 03, 06,
12 a 15: gendtipo CT (182 pb, 97 pb e 85 pb); Coluna 10: gendtipo TT (182 pb). PM: Peso
Molecular (100pb).

A Tabela 18 apresenta a frequéncia de cada gendtipo encontrado nas
amostras. O genodtipo CC foi encontrado com maior frequéncia na populagéo
estudada (63,6%), seguido pelo gendtipo CT (34,4%) e por fim, o gendtipo TT
(2,0%). Os polimorfismos foram confirmados pelo sequenciamento dos fragmentos

dos genes IL-6 e IL-13 como evidenciado na Figura 10.

Tabela 18 — Frequéncia dos gendtipos das interleucinas IL-6 e IL-13 para seus
respectivos polimorfismos encontrados em amostras de sangue de
mulheres atendidas em unidades de saude de Vitdria da Conquista —

BA, 2011.
IL-6 IL-1B8
Genoétipo Genétipo
n (%) n (%)
Homozigoto CC 16 (5,3) Homozigoto CC 192 (63,6)
Homozigoto GG 187 (61,9) Homozigoto TT 06 (2,0)
Heterozigoto GC 99 (32,8) Heterozigoto CT 104 (34,4)

Nota: n = 302 amostras
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Figura 10 - Eletroesferograma parcial da reagdo de sequenciamento dos
fragmentos dos genes IL-6 e IL-1B evidenciando as regibes dos
polimorfismos ¢ — 174 C>G e c- + 3954 C>T.

afF R R TR b b b E 4 € T L, Y

110 B 120 | erere e TS G TG CJU GCCATGEC 1;0
o * {‘.I‘
|
J{\ it
Y
J e AV L
d --i--0--%--0--k--0--% -4 i f | | . N
T TCTTCGACACA - - - A
70 80 n ¢ ¢ o

Legenda: a. Individuo homozigoto GG para o gene IL-6 (+ 3954 C>T). b. Individuo
homozigoto CC para o gene IL-6 + 3954 C>T. c. Individuo heterozigoto GC + 3954 C>T. d.

Individuo homozigoto CC para o gene IL-1B — 174 C>G. e. Individuo homozigoto TT para o
gene IL-1B — 174 C>G. f. Individuo heterozigoto CT para o gene IL-1B — 174 C>G.
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5.6.3 Perfil do polimorfismo genético das interleucinas (IL-18 e IL-6) na populagcé&o

estudada e sua relagcdo com a detecgao dos diversos microrganismos

Os dados nas tabelas 19, 20, 21 e 22 permitem analisar a relagao de risco
entre a presenga dos microrganismos envolvidos em infecgdes do trato genital,
detectados nas amostras clinicas pelas duas técnicas de PCR, e os polimorfismos
das citocinas. Sdo comparados os diferentes gendtipos encontrados, atribuindo
como desfecho de risco os individuos que apresentaram o gendtipo mutante,
diferente dos alelos dominantes no gendtipo selvagem (G para IL-6 e C para IL-1pB).
Em seguida, foi observado que n&o houve associagdo significante entre os
genotipos e quase todos os microrganismos, exceto para Chlamydia trachomatis em
que teve relagao significante com o gendtipo TT (OR 19,00, 95% IC 1,47; 245,64, p
=0,002).

5.6.4 Perfil genotipico das interleucinas (IL-18 e IL-6) na populacdo estudada e sua

relagdo com a presenca ou auséncia de sinais e sintomas relatados

Os dados na Tabela 23 apresentam a analise de risco entre a presenca de
sinais e/ou sintomas na populacido estudada, e os polimorfismos das citocinas. Sao
comparados os diferentes gendtipos encontrados, atribuindo como desfecho de risco
os individuos que apresentaram o gendtipo diferente dos alelos dominantes (G para
IL-6 e C para IL-1B). Como evidenciado, os resultados ndo foram estatisticamente

significantes para associagéo positiva entre os fatores.



Tabela 19 — Perfil genotipico das interleucinas (IL-6 e IL-13) e sua relagdo com a deteccdo de U.urealyticum por meio da PCR
convencional e PCR em tempo real, em amostras de DNA de mulheres atendidas em unidades de saude de
Vitéria da Conquista — BA, 2011.

U. urealyticum U. urealyticum U. urealyticum U. urealyticum
Interleucina PCR-Positivo PCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p* qPCR-Positivo gPCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p*
(bruta) (bruta)
n (%) n (%) n (%) n (%)
IL-6
CcC 2(12,5) 14 (87,5) 1,76 [0,36; 8,56] 0,475 3(18,8) 13 (81,2) 1,16 [0,31; 4,32] 0,823
GG 14 (7,5) 173 (92,5) 1 31 (16,6) 156 (83,4) 1
IL-6
GC 5(5,1) 94 (94,9) 0,66 [0,23; 1,88] 0,431 16 (16,2) 83 (83,8) 0,97 [0,50; 1,88] 0,928
GG 14 (7,5) 173 (92,5) 1 31 (16,6) 156 (83,4) 1
IL-18
TT 0 6 (100) - - - 1(16,7) 5(83,3) 1,00 [0,11; 8,85] 1,000
cc 14 (7,3) 178 (92,7) 32 (16,7) 160 (83,3) 1
IL-18
CT 7(6,7) 97 (93,3) 0,92 [0,36; 2,35] 0,858 17 (16,3) 87 (83,7) 0,98 [0,51; 1,86] 0,944
cc 14 (7,3) 178 (92,7) 1 32 (16,7) 160 (83,3) 1

Nota: IL-6: CC (n=16), GG (n=187), GC (n=99). IL-1B: CC (n=192), CT (104), TT (n=6)
* p valor: significante < 0,05

10T



Tabela 20 - Perfil genotipico das interleucinas (IL-6 e IL-1B3) e sua relagdo com a detecgdo de U. parvum por meio da PCR

convencional e PCR em tempo real, em amostras de DNA de mulheres atendidas em unidades de saude de Vitoria
da Conquista — BA, 2011.

U. parvum U. parvum U. parvum U. parvum
Interleucina PCR-Positivo PCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p* gPCR-Positivo gPCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p*
(bruta) (bruta)
N (%) N (%) n (%) N (%)
IL-6
cc 10 (62,5) 6 (37,5) 1,36 [0,47; 3,89] 0,566 10 (62,5) 6 (37,5) 1,02 [0,35; 2,93] 0,970
GG 103 (55,1) 84 (44,9) 1 116 (62,0) 71 (38,0)
IL-6
GC 44 (44,4) 55 (55,6) 0,65 [0,40; 1,06] 0,087 57 (57,6) 42 (42,4) 0,83 [0,51; 1,36] 0,463
GG 103 (55,1) 84 (44,9 1 116 (62,0) 71 (38,0)
IL-1B
TT 5(83,3) 1(16,7) 4,41 [0,51; 38,47] 0,144 5(83,3) 1(16,7) 2,93 [0,34; 25,62] 0,308
cc 102 (53,1) 90 (46,9) 1 121 (63,0) 71 (37,0)
IL-1B
CT 50 (48,1) 54 (51,9) 0,82 [0,51; 1,32] 0,407 57 (54,8) 47 (45,2) 0,71 [0,44; 1,16] 0,168
cCc 102 (53,1) 90 (46,9) 1 121 (63,0) 71 (37,0)

Nota: IL-6: CC (n=16), GG (n=187), GC (n=99). IL-1B: CC (n=192), CT (104), TT (n=6)

* p valor: significante < 0,05

[40)"



Tabela 21 — Perfil genotipico das interleucinas (IL-6 e IL-13) e sua relagdo com a detecgédo de T. vaginalis e N. gonorrhoeae
por meio da PCR convencional em amostras de DNA de mulheres atendidas em unidades de saude de Vitéria da
Conquista — BA, 2011.

T. vaginalis T. vaginalis N. gonorrhoea N. gonorrhoea
Interleucina PCR-positivo PCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p* PCR-positivo PCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p*
(bruta) (bruta)
n (%) N (%) n (%) N (%)
IL-6
cc 1(6,2) 15 (93,8) 2,42 [0,26; 22,13] 0,418 2 (12,5) 14 (87,5) 0,54 [0,11; 2,48] 0,424
GG 5(2,7) 182 (97,3) 1 39 (20,9) 148 (79,1) 1
IL-6
GC 3(3,0) 96 (97,0) 1,13 [0,26; 4,86] 0,862 24 (24,2) 75 (75,8) 1,21 [0,68; 2,16] 0,511
GG 5(2,7) 182 (97,3) 1 39 (20,9) 148 (79,1) 1
IL-1B
TT 0(0,0) 6 (100,0) - - - 1(16,7) 5(83,3) 0,67 [0,07; 5,91] 0,719
cCc 4(2,1) 188 (97,9) 44 (22,9) 148 (77,1) 1
IL-1B
CT 5(4,8) 99 (95,2) 2,37 [0,62; 9,03] 0,193 20 (19,2) 84 (80,8) 0,80 [0,44; 1,44] 0,462
cCc 4(2,1) 188 (97,9) 1 44 (22,9) 148 (77,1) 1

Nota: IL-6: CC (n=16), GG (n=187), GC (n=99). IL-1B: CC (n=192), CT (104), TT (n=6)
* p valor: significante < 0,05

(0]



Tabela 22 - Perfil genotipico das interleucinas (IL-6 e IL-1B) e sua relagdo com a detecgédo de G. vaginalis e C. trachomatis por
meio da PCR convencional em amostras de DNA de mulheres atendidas em unidades de saude de Vitoria da
Conquista — BA, 2011.

G. vaginalis G. vaginalis C.trachomatis  C.trachomatis
Interleucina PCR-positivo PCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p* PCR-positivo = PCR-Negativo Odds Ratio IC 95% p*
(bruta) (bruta)
n (%) n (%) n (%) N (%)
IL-6
cc 7 (43,8) 9 (56,2) 1,21 [0,43;3,40] 0,711 0(0,0) 16 (100,0)
GG 73 (39,0) 114 (61,0) 1 2(1,1) 185 (98,9)
IL-6
GC 48 (48,5) 51 (51,5) 1,47 [0,89;2,40] 0,124 3(3,0) 96 (97,0) 2,89 [0,47; 17,59] 0,229
GG 73 (39,0) 114 (61,0) 1 2(1,1) 185 (98,9) 1
IL-1B
TT 4 (66,7) 2(33,3) 2,62 [0,47; 14,68] 0,255 1(16,7) 5(83,3) 19,00 [1,47; 245,64] 0,002
CcC 83 (43,2) 109 (56,8) 1 2 (1,0) 190 (99,0) 1
IL-1B
cT 41 (39,4) 63 (60,6) 0,85 [0,52;1,38] 0,526 2(1,9) 102 (98,1) 1,86 [0,25; 13,42] 0,531
CcC 83 (43,2) 109 (56,8) 1 2 (1,0) 190 (99,0) 1

Nota: IL-6: CC (n=16), GG (n=187), GC (n=99); IL-1B: CC (n=192), CT (104), TT (n=6)
* p valor: significante < 0,05

0T
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Tabela 23 - Perfil genotipico das interleucinas (IL-6 e IL-1B) e sua relacdo com a

presenca de sinais e/ou sintomas clinicos reportados ou evidenciados em

mulheres atendidas em unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA,
2011.

Sinais e sintomas Sinais e sintomas

. . Odds Ratio
Interleucina Positivo Negativo IC 95% p¥
(bruta)
n (%) n (%)
IL-6(1)
CC 10 (62,5) 6 (37,5) 0,35 [0,12; 1,05] 0,053
GG 154 (82,4) 33 (17,6) 1
IL-6(2)
GC 72 (74,2) 25 (25,8) 0,61 [0,34; 1,11] 0,107
GG 154 (82,4) 33 (17,6) 1
IL-1B(1)
T 6(100,0) 0(0,0) -
cc 150 (78,5) 41(21,5)
IL-1B(2)
CT 80 (77,7) 23(22,3) 0,95 [0,53; 1,69] 0,864
cc 150 (78,5) 41(21,5) 1

Nota: IL-6: CC (n=16), GG (n=187), GC (n=99); IL-13: CC (n=192), CT (104), TT (n=6).
* p valor: significante < 0,05

5.7 Dosagem das citocinas no soro das mulheres analisadas

5.7.1 Analise das citocinas em relagdo aos dados clinicos e deteccdo de
ureaplasmas

Ao serem quantificadas as citocinas IL-1B e IL-6, no plasma sanguineo das
mulheres, nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre os grupos

caso e controle tanto para IL-1B (p= 0,735) quanto para IL-6 (p=0,735) (Figura 11).
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Figura 11 — Quantificacdo de IL-1B8 e IL-6 (pg/mL) no plasma sanguineo, por meio
do ELISA, nos grupos caso e controle de mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitéria da Conquista — BA, 2011.

(a) 3004 (b) 250
. 2004
£ ¥ £ 150 ' :
g & - g
= :é . w © 100 —=—=—
4y 1004 . —_— _ F
i e 50 &
= £
0 . 0 :

Casos Controles Controle Caso

Legenda: (a) Concentragéo de IL-1B (pg/mL) no plasma sanguineo das mulheres casos e
controles (b) Concentragéo de IL-6 (pg/mL) no plasma sanguineo das mulheres
casos e controles. Desvio padrao e média indicados por linhas sdlidas no grafico.
Andlise estatistica por Mann Whitney; p < 0,05.

As Figuras 12 e 13 mostram os resultados da quantificacdo das citocinas
entre os grupos de mulheres com ou sem infecgao por ureaplasmas no trato genital.
A relacdo entre a colonizagdo vaginal de U. urealyticum e U. parvum e
concentragdes sanguineas de IL-13 e IL-6 foram analisadas.

Ndo houve associacdo entre a presenca de U. urealyticum e as
concentragdes de IL-1B e IL-6 entre as mulheres (Figuras 12a e 12b). Em contraste,
a colonizagao por U. urealyticum, detectada na reacdo de qPCR, foi associada (p=
0,0299) com maiores concentracbes de IL-18 nas mulheres sem sinais e/ou
sintomas (grupo controle), quando comparados aquelas que apresentaram sinais
e/ou sintomas (grupo caso) (Figura 12c). A diferenga de concentragao de IL-6 entre
0s grupos caso e controle positivos na qPCR para U. urealyticum n&ao apresentou

associagao significante (p=0,5614) (Figura 12d).
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Figura 12 — Relagéo entre a infecgédo vaginal por U. urealyticum, e as concentragbes
das citocinas IL-1B e IL-6 no plasma sanguineo, por meio do ELISA,
entre mulheres atendidas em unidades de saude de Vitéria da
Conquista — BA, 2011.
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Legenda: (a) Concentragdo de IL-18 (pg/mL) no plasma sanguineo das mulheres qPCR
positivo e negativo para U. urealyticum. (b) Concentragédo de IL-6 (pg/mL) no plasma
sanguineo das mulheres qPCR positivo e negativo para U. urealyticum. (¢) Concentracao de
IL-1B8 (pg/mL) no plasma sanguineo das mulheres casos e controles positivos para U.
urealyticum na qPCR. (d) Concentragéo de IL-6 (pg/mL) no plasma sanguineo das mulheres
casos e controles positivos para U. urealyticum na qPCR. Desvio padrdo e média indicados
por linhas solidas no grafico. Analise estatistica realizada por Mann Whitney. p < 0,05.

Nao houve diferencga significativa entre a concentracdo de IL-1p no plasma
sanguineo e a colonizagao vaginal por U. parvum (Figura 13a). Por outro lado,
encontrou-se diferenga significativa entre a concentragdo plasmatica de IL-6, onde
as mulheres sem infecgdo por U. parvum apresentaram maiores niveis da citocina
do que as mulheres com infeccao (p= 0,0312) (Figura 13b). As diferengas de
concentracdes de IL-1B e IL-6 entre os grupos caso e controle positivos na gPCR
para U. parvum nao apresentaram associagao estatisticamente significante (Figuras
13c e 13d).
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Figura 13 — Relagao entre a infecgao vaginal por U. parvum, e as concentragdes
das citocinas IL-1$ e IL-6 no plasma sanguineo, por meio do ELISA,
entre mulheres atendidas em unidades de saude de Vitéria da
Conquista — BA, 2011.
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Legenda: (a) Concentracdo de IL-1B (pg/mL) no plasma sanguineo das mulheres qPCR
positivo e negativo para U. parvum. (b) Concentragédo de IL-6 (pg/mL) no plasma sanguineo
das mulheres qPCR positivo e negativo para U. parvum. (¢) Concentracao de IL-183 (pg/mL)
no plasma sanguineo das mulheres casos e controles positivos para U. parvum na qPCR.
(d) Concentragéo de IL-6 (pg/mL) no plasma sanguineo das mulheres casos e controles
positivos para U. parvum na qPCR. Desvio padrdo e média indicados por linhas soélidas no
grafico. Analise estatistica realizada por Mann Whitney. p < 0,05.

5.7.2 Relagdo entre a quantificagdo das citocinas IL-18 e IL-6 e a distribuicdo

genotipica dos polimorfismos associados

A dosagem das citocinas foi comparada a distribuicdo dos diferentes
gendtipos das citocinas, e ndo houve diferenga estatisticamente significante entre as
dosagens das citocinas IL-18 e IL-6 e os perfis genotipicos dos grupos de mulheres
caso e controle (Figura 14). A distribuicao dos gendétipos para IL-18 ndo encontrou o

perfil genotipico homozigoto TT entre as mulheres do grupo controle.
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Figura 14 — Quantificacdo de IL-1 e IL-6 no plasma sanguineo nos grupos caso e
controle e sua relagdo com o perfil genotipico dos polimorfismos
associados as citocinas encontrados em mulheres atendidas em
unidades de saude de Vitdria da Conquista — BA, 2011.
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Legenda: (a) Concentragao de IL-1B (pg/pL) no plasma sanguineo das mulheres casos e
controles de acordo com o gendtipo. (b) Concentracao de IL-6 (pg/uL) no plasma sanguineo
das mulheres casos e controles de acordo com o genétipo. Desvio padrdo e meédia
indicados por linhas sdlidas no grafico. Analise estatistica realizada por Mann Whitney. p <
0,05.
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6 DISCUSSAO

Algumas espécies de bactérias da Classe Mollicutes sdo comensais do trato
urogenital humano, e podem ser transmitidas por meio do contato sexual. Individuos
colonizados podem permanecer assintomaticos, porém muitos estudos associam
esses microrganismos como fatores causais de vaginose bacteriana (ROSENSTEIN
et al., 1996), doenca inflamatéria pélvica, infertilidade, aborto, parto prematuro,
dificuldade respiratéria em recém-nascidos e meningite neonatal (PATEL;
NYIRJESY, 2010; SCHLICHT et al., 2004; WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005a).

No presente estudo, Mollicutes foram encontrados em 230 (76,2%) das 302
amostras de swab genital das mulheres participantes do estudo. Da mesma
maneira, Mclver et al. (2009) relataram uma prevaléncia de 68,2% desses
microrganismos em amostras de swab genital de mulheres australianas atendidas
em clinicas de saude sexual. A presenca dos Mollicutes apresentou associagao
positiva com mulheres que residiam na zona rural, tinham vida sexual ativa e
apresentaram mais de um parceiro sexual nos ultimos trés meses anteriores ao
estudo. Mollicutes foram comumente detectados em adultos jovens com disturbios
cervicais ou uretrais, e foram significantemente associados com mulheres
sintomaticas (com queixas de disuria e corrimento vaginal) e sem evidéncias da
presenca de outros patdgenos envolvidos nas IST (SCHLICHT et al., 2004). Outros
estudos mostram que a prevaléncia nao foi significantemente associada a idade,
sexo, regido geografica ou sintomas especificos (MANHART et al., 2003, 2007).

Dentre os microrganismos da Classe Mollicutes, destacam-se os patdogenos
humanos do género Ureaplasma, que estado envolvidos na patogénese de diversas
doencgas, como uretrite n&o-gonocdcica e nédo-clamidial em homens, vaginose
bacteriana, corioamnionite e parto prematuro em mulheres e displasia
broncopulmonar em recém-nascidos (PATEL; NYIRJESY, 2010; WAITES; KATZ,
SCHELONKA, 2005a).

No presente estudo, U. urealyticum foi identificado em 7,0% (21/302) das
amostras clinicas submetidas a PCR convencional. Este resultado esta de acordo
com o estudo de Kataoka et al. (2006), onde 8,7% das 877 amostras de swab
vaginal de mulheres gravidas, foram positivas para U. urealyticum. Mclver et al.
(2009), encontraram U. urealyticum em 6,1% das amostras cervicais de mulheres

australianas sexualmente ativas. Outros estudos descreveram prevaléncias maiores
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para infec¢des por U. urealyticum. Kim et al. (2011) em estudo realizado na Coréia,
observaram que entre individuos assintomaticos com uretrite e/ou cervicite, a
prevaléncia de infec¢do por U. urealyticum foi de 22,1%. Da mesma maneira, outro
estudo realizado na cidade de Turim na Itdlia, utiizando PCR em amostras
endocervicais de mulheres ndo gravidas, U. urealyticum foi detectado em 16,9% dos
casos (TIBALDI et al., 2009). Na india, amostras de pacientes com infeccdes no
trato genital foram submetidas ao PCR para deteccao do gene da urease, e 39% dos
sintomaticos apresentaram o microrganismo (GUPTA et al., 2008).

Em relagcdo a técnica de gPCR, observou-se uma maior detecgdo de U.
urealyticum, e um total de 16,6% (50/302) das mulheres foram positivas. Dados
similares, foram apresentados por Cunningham et al. (2013) que analisaram
amostras do trato geniturinario, descrevendo uma prevaléncia de 12% para U.
urealyticum. Berle et al. (2012) em estudo realizado na Russia analisaram por gPCR
amostras de urina de 1729 individuos, encontrando prevaléncia de 12,8% de U.
urealyticum.

No presente estudo, a detecgdo de U. urealyticum por PCR convencional
mostrou associagao positiva com mulheres que residem na regi&do rural do municipio
de Vitdria da Conquista. No entanto, em relacao as analises pela qPCR, as amostras
positivas foram associadas ao fato de residirem na regido rural e também relatarem
mais de um parceiro sexual nos trés meses anteriores a coleta do estudo. Além
disso, 82% das amostras positivas para U. urealyticum eram de sintomaticos. Altas
taxas de deteccdo de ureaplasmas genitais foram encontradas em individuos
assintomaticos e isto implica que, U. urealyticum é susceptivel de ser encontrado no
trato genital e podendo, por vezes, tornar-se patogénico (TAKAHASHI et al., 2006).

No estudo de Tibaldi et al. (2009), U. urealyticum foi significativamente
associado as mulheres entre 14 e 25 anos, auséncia de parceiro constante, historico
de aborto, uso de DIU, mais de um parceiro sexual nos ultimos seis meses e mais do
que dois parceiros sexuais na vida. Outro estudo recente realizado no México
associou a frequéncia de U. urealyticum em amostras cervico-vaginais com quadros
de vaginite (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2013). A infecgéo por U. urealyticum
também foi associada aos sintomas clinicos de corrimento vaginal e irritagdo vulvar
entre pacientes atendidas em clinicas de DST na Polénia, e em 8,1% das mulheres,
o curso da infecgao era assintomatico (ZDRODWSKA-STEFANOW, 2006).
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A espécie U. parvum & mais comum que U. urealyticum como colonizadora do
trato urogenital de homens e mulheres e do trato respiratorio de neonatos
(PARALANOQV et al., 2012). No presente estudo, U. parvum foi detectado em 52,3%
(158/302) das amostras vaginais. Este dado € consistente com dados da literatura,
que monstraram maior prevaléncia de U. parvum em amostras do trato urogenital em
relacdo a U. urealyticum (BAO et al., 2010; DE FRANCESCO et al., 2009; GUPTA et
al., 2008; HUMBURG et al., 2012). Yamazaki et al. (2012), em estudo realizado no
Japao com mulheres na primeira consulta pré-natal, observaram por PCR a
prevaléncia de 41,7% para U. parvum e 8,9% para U. urealyticum. Em concordancia,
Mclver et al. (2009) também verificaram que o U. parvum foi o microrganismo mais
comum isolado de amostras de swab cervical de mulheres sexualmente ativas.

Neste estudo, as analises realizadas pela gPCR demonstraram que
prevaléncia de infecgado por U. parvum foi maior, atingindo 83,4% (252/302) das
mulheres. Cunningham et al. (2013) encontraram a prevaléncia de 41% para U.
parvum em amostras de urina, utilizando a mesma técnica. Estudos anteriores
utilizando o ensaio de qPCR também encontraram U. parvum com maior frequéncia
de deteccédo que U. urealyticum (MCKECHNIE et al., 2011; TANG et al., 2011;
VANCUTSEM et al., 2011).

Os resultados da PCR convencional e gPCR demonstraram a associagao de
U. parvum com mulheres de vida sexual ativa e que apresentaram mais de um
parceiro sexual nos trés meses anteriores ao estudo. Outros estudos mencionam
associagdo com DIP (TAYLOR-ROBINSON et al.,, 2012), trabalho de parto
prematuro (SUNG et al., 2010) e displasia broncopulmonar em neonatos (ROSE;
VISCARDI, 2010). Reyes et al. (2009), com modelo animal de infecgao do trato
urinario, mostraram que as complicagdes associadas com a infec¢ao por U. parvum
sdo primariamente dependentes de fatores especificos do hospedeiro. Segundo
Jones, Chaban e May (2013) os estudos de associagao da infecgéo por U. parvum e
sinais clinicos foram inconsistentes.

Entre as amostras vaginais com U. parvum detectadas por PCR convencional,
o sorotipos 6 e 3/14 foram os mais frequentes, com 40,8% e 39,5%,
respectivamente, sendo o sorotipo 1 0 menos frequente (23,6%). Por outro lado,
Kong et al. (2000), descreveram uma maior frequencia dos sorotipos 3/14 e 1 do que
do sorotipo 6, em amostras de swab vaginal de mulheres gravidas e mulheres

atendidas em clinicas de doencgas sexualmente transmissiveis. De Francesco et al.
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(2009), em estudo realizado na Itélia a partir de amostras de swab vaginal, uretral e
endocervical de mulheres, mostraram que os sorotipos 1 e 3/14 foram os mais
frequentes, enquanto o sorotipo 6 apresentou-se menos prevalente. Segundo
Robinson et al. (2013) o sorotipo 3 foi 0 mais comum isolado de amostras de
homens e mulheres. Estas variacbes de deteccdo, observadas nos diferentes
estudo, podem ter sido devido as diferengas de localizagdo geografica, tipo de
amostras coletadas e sintomatologia observadas.

As caracteristicas clinicas associadas com os diferentes sorotipos de U.
parvum diferiram no presente estudo. O sorotipo 1 foi estatisticamente associado as
mulheres que residiam na regido rural e ao sintoma disuria, enquanto, o sorotipo
3/14 mostrou associagao com mais de um parceiro sexual nos ultimos trés meses e
corrimento vaginal. Além disso, ndo foram encontradas associagdes entre as
variaveis sociodemografica com o sorotipo 6. Outro estudo encontrou associagdes
entre o U. parvum sorotipo 3/14 e mulheres sintomaticas, sendo o sorotipo 6
associado com mulheres assintomaticas (DE FRANCESCO et al., 2009). Knox et al.
(2003) demonstraram que o U. parvum sorotipo 6 foi significantemente associado
com o parto prematuro.

Uma amostra de swab genital positiva para U. parvum nao foi atribuida a
quaisquer dos sorotipos conhecidos, por meio de PCR. Para determinar o possivel
motivo da amostra ser negativa em todos os testes especificos para sorotipos, Xidao
et al. (2011) propdem realizar o sequenciamento do isolado, o que permitiria
relaciona-lo mais estreitamente com algum sorotipo especifico. Embora ureaplasmas
sejam caracterizados por apresentarem genoma minimo, e evolugdo degenerativa, o
que normalmente nao é favoravel para a aquisicdo de DNA ativo, evidéncias
mostram que transferéncia horizontal de genes podem ocorrer tanto entre espécies
distintas de micoplasmas como também, entre mesma espécie. Diante disso, a
amostra nao-tipavel pode representar novos sorotipos ainda nao caracterizados. O
sistema de classificagcdo em 14 sorotipos foi previsto para ser expandido desde o
momento em que foi estabelecido, tendo, outros estudos assim como este, relatado
certo numero de isolados n&o-tipaveis (XIAO et al., 2010; ZIMMERMAN et al., 2011).
Foram propostos possiveis mecanismos de recombinagdo responsaveis pela
variagao antigénica e consequente surgimento de sorotipos hibridos (CZURDA et al.,
2010; ZIMMERMAN; ROSENGARTEN; SPERGSER, 2013).
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No presente estudo, um total de 3,0% (9/302) das mulheres foram positivas
para T. vaginalis, ndo sendo encontrada associagao entre este microrganismo e
sintomas especificos. Van Der Pol et al. (2005), em estudo realizado com mulheres
adolescentes, encontraram maior prevaléncia de T. vaginalis (23,2%) na cidade de
Indiana. Segundo Mitchell e Hussey (2010), metade das mulheres infectadas por T.
vaginalis sao assintomaticas e alguns sintomas comuns da infeccdo incluem
corrimento vaginal, prurido, odor, disuria e vulvovaginites. Outro estudo realizado no
Quénia descreveu associagao entre a infecgdo por T. vaginalis e aumento do risco
de infeccdo pelo HIV (QUINN, 1996; MCCLELLAND et al., 2007). Entre as mulheres
africanas, a tricomoniase foi associada a primeira relacao sexual com menos de 20
anos, histérico de IST prévia e presencga de corrimento vaginal (SWYGARD et al.,
2003). Entretanto, nos Estados Unidos, um estudo revelou a prevaléncia de 3,1%
nas mulheres entre 14 e 49 anos, com taxas mais elevadas em mulheres negras
com idade entre 40 e 49 anos (SUTTON et al.,, 2007). Gaydos et al. (2011)
encontraram associagdes significativas entre mulheres negras, que tiveram de dois a
15 ou mais de 16 parceiros no ano anterior ao estudo, apresentavam relagdes
bissexuais, e nem sempre usavam preservativo.

N. gonorrhoeae foi identificada, no presente estudo, em 21,5% (65/302) das
mulheres e foi estatisticamente associado com o sintoma sinusiorragia. Estudo
realizado na China apresentou prevaléncia inferior de infecgdo por N. gonorrhoeae,
de 5,91% entre mulheres profissionais do sexo, tendo, ainda associado a presenca
de N. gonorrhoeae com infecgbes por C. trachomatis (CHEN et al., 2013).
Frequéncias menores também foram encontradas em amostras endocervicais por
Crotchfelt et al. (1997) em 7,8% das mulheres analisadas e por Livengood e Wrenn
(2001) em 4,4%. Da mesma maneira, Usanga et al. (2010) relataram a prevaléncia
de N. gonorrhoeae de 5,2% entre as mulheres gravidas, em Calabar, Nigéria.

Outro microrganismo de importancia ginecoldgica, também investigado no
presente estudo foi G. vaginalis, relacionada com a etiologia da VB (KLEBANOFF et
al., 2004). Este microrganismo foi detectado em 42,4% (128/302) das amostras e
associadas estatisticamente com mulheres em faixa etaria menor de 25 anos e com
primeira relagdo sexual com até 15 anos de idade. No estudo de Alli et al. (2011), a
prevaléncia para G. vaginalis foi de 25% entre mulheres que apresentaram
disturbios vaginais, e para Fethers et al. (2012) a presenga de G. vaginalis foi

comum em mulheres virgens, no entanto, houve um aumento da prevaléncia de
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acordo com o numero de parceiros sexuais. Murta et al. (2000) reportaram a
prevaléncia de 23,6% para G. vaginalis entre mulheres com Papiloma Virus Humano
(HPV) no Brasil. Por outro lado, em outro estudo realizado na Nigéria, encontrou
prevaléncia maior (67,6%) de G. vaginalis entre mulheres infectadas pelo HIV
(OYEWOLE et al., 2010).

C. trachomatis foi encontrada em 1,5% (5/302) das mulheres participantes do
estudo e nao foi encontrada associagao com as variaveis clinicas e epidemioldgicas.
Alguns estudos estimam que a prevaléncia pode ser de 3% a 5% entre mulheres
jovens australianas em amostras comunitarias (HOCKING et al., 2006; KONG et al.,
2009). Walker et al. (2011) encontraram associagdo entre clamidia e mulheres
jovens e o aumento do numero de parceiros sexuais. No Brasil, estudos tem
demonstrado a prevaléncia de infecgdes por C. trachomatis varia de 5 a 19,6% entre
jovens sexualmente ativas que frequentam clinica ginecologicas (MIRANDA et al.,
2004; GUIMARAES et al., 2009). A frequéncia de C. trachomatis em mulheres
saudaveis foi de 22,9% na Inglaterra (SCOTT et al., 2007), 3,9% em Baltimore nos
Estados Unidos (EGGLESTON et al., 2011) e 14,3% na cidade Sapporo no Japao
(YAMAZAKI et al., 2012).

Entre as 50 mulheres com positividade para U. urealyticum, quatro (8,0%)
apresentaram co-infecgdo com T. vaginalis, nove (18,0%) com N. gonorrhoeae, 25
(50,0%) com G. vaginalis e uma (2,0%) com C. trachomatis. Outros estudos também
apontaram para a existéncia de co-infecgdes entre estes microrganismos e
ureaplasmas genitais. Njunda et al. (2011) encontraram em amostras de mulheres
sexualmente ativas positivas para U. urealyticum, co-infecgdo com T. vaginalis em
3,1% dos casos, e com G. vaginalis em 33,8%. No entanto, Diaz et al. (2010) néo
encontraram associagéo entre T. vaginalis e U. urealytcum em amostras de
mulheres com sintomas de vaginite. Os estudos de Berle et al. (2012) na Russia,
Kim et al. (2011) na Koréia e Denks et al. (2007) na Esténia, mostraram associagéo
significante entre individuos infectados por C. trachomatis e a prevaléncia de U.
urealyticum.

Entre as 183 mulheres positivas para U. parvum, no presente estudo, em
nove (4,9%) encontrou-se co-infecgdo com T. vaginalis, 40 (21,9%) com N.
gonorrhoeae, 82 (44,8%) com G. vaginalis e 4 (2,2%) com C. trachomatis. O estudo
de Bradshaw et al. (2006) mostrou associagao positiva entre infecgdes por G.

vaginalis e U. parvum. Da mesma maneira, Haggerty et al. (2009) observaram que
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G. vaginalis foi isolada mais frequentemente do endométrio de mulheres positivas
para U. parvum. Yamazaki et al. (2012) também relataram co-infecgéo entre U.
parvum e C. trachomatis entre mulheres saudaveis atendidas em consulta pré-natal,
no Japao. Também existem relatos da associagao entre U. parvum e C. trachomatis
em amostras de homens com uretrite ndo-gonocdcica (MAEDA et al., 2004), mas
essa associacdo nao foi encontrada no estudo de Takahashi et al. (2006) com
amostras de urina de homens assintomaticos.

Embora muito tenha sido descrito sobre as caracteristicas microbianas que
facilitam a colonizagdo de um hospedeiro, ha na atualidade o questionamento sobre
como a colonizacdo microbiana € afetada pela variabilidade da resposta do
hospedeiro aos microrganismos (LAINE; LOOS; CRIELAARD, 2010). Os fatores
genéticos podem ser responsaveis pelas variagdes individuais na resposta imune do
hospedeiro a infeccbes. Este conceito constitui a base para compreensdo da
infectogendmica, que estuda as relagdes entre fatores genéticos do hospedeiro e a
colonizagao microbiana (KELLAM; WEISS, 2006; NIBALI et al., 2010).

A partir dessa premissa, estudos que avaliam polimorfismos de genes
associados com respostas imunes e a relacdo entre alelos especificos e
susceptibilidade a doenga tem sido realizados (JEREMIAS et al.,1999). Sendo
assim, o presente estudo avaliou o polimorfismo ¢c-174G>C no gene IL-6 e c- + 3954
C>T n gene IL-1B com a deteccao vaginal de espécies de ureaplasma em mulheres
sexualmente ativas.

A citocina pro-inflamatdria IL-6 esta envolvida na regulagdo da imunidade
inata e varios estudos tém apontado que o trabalho de parto prematuro esta
associado ao aumento da concentragao de IL-6 no soro, secregdes ceérvico-vaginais
maternas e no liquido amniético (ROMERO et al., 1990; RIZZO et al., 1998). O
polimorfismo -174 no gene IL-6 € associado com a susceptibilidade a doengas
inflamatdrias agudas e crénicas, como diabetes mellitus (VOZAROVA et al., 2003),
aterosclerose (BURZOTTA et al., 2001), doenca de Alzheimer (FALTRACO et al.,
2003) e doenca periodontal (SHAO et al., 2009). A distribuicdo dos gendtipos para
IL-6, neste estudo, revelou que 61,9% das mulheres foram homozigotas para o alelo
G, 32,8% heterozigotas e 5,3% homozigotas para o alelo C. Nao houve diferencga
estatisticamente significante na distribuicdo genotipica e quantificagdo de IL-6 entre
mulheres com U. urealyticum ou U. parvum. O mesmo ocorreu nos grupos caso e

controle. Esses resultados, estdo de acordo com Weissenbacher et al. (2010) que
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também ndo encontraram diferenga nas concentragbes de IL-6 entre os grupos de
mulheres com e sem VB.

Por outro lado, o estudo de Goepfert et al. (2005) encontraram associagao do
polimorfismo no gene IL-6 com o diagndstico de VB, onde as mulheres gravidas que
apresentaram VB eram, com mais frequéncia, portadoras do gendétipo heterozigoto
GC. Outro estudo mostrou que o alelo C esta associado a niveis significantemente
inferiores de expressao de IL-6, e adultos com o gendtipo CC tém menores
concentragbes plasmaticas de IL-6, comparando com adultos com gendétipos GC ou
GG (FISHMAN et al., 1998).

Em relagdo ao gendtipo de IL-1B foi observada predominéncia de homozigoto
para o alelo C (63,6%), seguido do heterozigoto (34,4%) e homozigoto para alelo T
(2,0%). Esses dados estdo de acordo com o estudo de Cauci et al. (2007), no qual o
genotipo CC foi o mais frequente (62,9%), seguido do CT (31,6%) e TT (5,4%) em
amostras vaginais de mulheres italianas, e ainda encontraram associagcdo com o
aumento do risco para VB e mulheres portadoras do gendtipo homozigotos TT. Além
disso, o gendtipo TT tem sido associado com diversas doengas, como periodontite,
artrite reumatdide e doencga de Alzheimer (LICASTRO et al., 2004; LOPEZ; JARA,
VALENZUELA, 2005; PAWLIK et al., 2005). Oittinen et al. (2005) demonstraram
associacao entre VB e doencas periodontais, que estado relacionadas com o0 mesmo
polimorfismo.

De acordo alguns autores, o polimorfismo c- + 3954 C>T n gene IL-18,
contribui para o aumento a producéo da citocina IL-1 (HERNANDEZ-GUERRERO
et al, 2003; HOLLEGAARD; BIDWELL, 2006; KAARTHIKEYAN et al, 2009). No
entanto, os resultados deste estudo nao confirmam o aumento “in vivo” da producéao
de IL-1PB relacionada com o alelo T. Isso pode ser decorrente do pequeno numero
amostral de mulheres com o gendtipo TT, o que n&o permitiu a significancia
estatistica. Cauci et al. 2003 descreveram que o polimorfismo + 3954 no gene IL-113
limitaria a amplificagdo dos sinais pro-inflamatérios de IL-1B. Isso porque os autores
nao encontraram aumento do numero de neutrdéfilos vaginais em mulheres positivas
para VB, em comparagcao com mulheres saudaveis, o que explicaria o fato da VB
nao ser considerada normalmente uma condi¢ao inflamatéria.

A microbiota normal com predominio de espécies de lactobacilos na mucosa
vaginal € considerada um conjunto sadio na mulher adulta. Este equilibrio da

microbiota vaginal € mantido por interagbes com os produtos do metabolismo
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microbiano, o estado hormonal e a resposta imune da mulher. No entanto, pouco se
sabe sobre a dindmica da comunidade microbiana vaginal e como este equilibrio
pode ser alterado diante dos habitos da mulher, nivel socioeconémico, ciclo
mestrual, praticas de higiene, comportamento sexual, uso de lubrificantes e de
medicamentos. Por isso, um maior conhecimento da relacdo entre hospedeiro e a
comunidade bacteriana indigena, e do desequilibrio da microbiota que pode
desencadear sintomas associados com infecgdo genital com agentes patogénicos,
pode levar ao desenvolvimento de estratégias de promogao da saude.

Persistem ainda muitas duvidas sobre a patogenicidade do Ureaplasma no
trato urogenital feminino. Observou-se no presente estudo alta prevaléncia de
infeccdo entre as mulheres da populacdo em geral, além de associagdo com as
mulheres residentes na regiao rural, e sinais e/ou sintomas de infeccdo genital. Os
resultados apresentados permitem, dentro de suas limitacbes, fornecer dados
importantes. A compreensao da realidade dos diversos aspectos clinico-
demograficos que envolvem as IST na regido de estudo, permitem orientar a
prevencao e tratamento destas doencas pela Secretaria de Saude do Municipio.
Além disso, os dados obtidos no presente estudo, servem como base para outros
pesquisadores realizarem novos estudos que poderdo ajudar na redugédo de

despesas com cuidados com a saude reprodutiva pelo Sistema Unico de Saude.
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7 CONCLUSOES

A infecgéo por U. urealyticum, foi associada significativamente com a regiao rural

de residéncia e com o numero de parceiros sexuais nos ultimos trés meses.

A infeccao por U. parvum foi associada a mulheres com vida sexual ativa, ao

numero de parceiros sexuais nos ultimos trés meses.

U. parvum sorotipo 1 apresentou associagdo com regido rural de residéncia e ao
sintoma disuria, o sorotipo 3/14 com o numero de parceiros nos ultimos trés
meses e com a presencga de corrimento vaginal. O sorotipo 6 ndo apresentou

associagao com as variaveis de saude sexual das mulheres.

A média da dosagem de U. urealyticum por gPCR nas amostras de swab vaginal

foi maior entre as mulheres do grupo controle.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a média da quantificagao

de U. parvum nos grupos caso e controle.

O polimorfismo -174G>C da IL-6 foi detectado na frequéncia de 61,9% para GG,
32,8% para GC e 5,3% para CC.

O polimorfismo +3954C>T da IL-1B foi detectado na frequéncia de 63,6% para
CC, 34,4% para CT e 2,0% para TT.

Nao foi observada associagao significante entre os genaétipos dos polimorfismos

de IL-6 e IL-1B e os niveis das citocinas no plasma sanguineo.

Nao houve diferengca entre a média da dosagem de IL-6 e IL-1B no plasma

sanguineo das mulheres do grupo caso e controle.

A concentragdo média de IL-6 foi maior entre as mulheres que nao

apresentaram infec¢ao por U. parvum.
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e O gendtipo TT de IL-1p foi apresentou associagao significante com infecgéo por

Chlamydia trachomatis.
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UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
MESTRADO EM MICROBIOLOGIA

FICHA DE ATENDIMENTO GINECOLOGICO

NUMERO: ‘ DATA:
UNIDADE DE SAUDE:
NOME (Apenas Iniciais): IDADE (Anos):

REGIAO: 1. R[__]2. URBANA []

ANO DO ULTIMO EXAME

RACA/COR: 1.[__JCA 2. PRETA___NRELA4.PAL__J}.INDIGENA [ ] —
MOTIVO DA CONSULTA:
HISTORIA MENSTRUAL
MENARCA ‘ DATA DA ULTIMA MENSTRUGAO
HISTORIA SEXUAL
IDADE DO 1° INTERCURSO SEXUAL VIDA SEXUAL ATUAL RELAGCAO ESTAVEL
1.ha.inaTiva [ 1.1.NAO —1
LIBIDO ORGASMO
1.[_TDA 2. PRESEN___|DIMINUIDA 4. __INTADA —1 1.[__PENTE2.RARO3. N} —1
NUMERO DE PARCEIROS NA VIDA NUMERO DE PARCEIROS (ULT. 3 MESES)
1.[J2A53.6[_J100umAis ] 1 1.[Jpois3.T_]quAatrRoou ] —
DISPAREUNIA SINUSIORRAGIA PRESERVATIVO
1.1 NAO 1 1.1 NAO —1 1._JEMPRE 2. AS VEZ___JRARAMENTE[__]O NUNCA —1
METODO ANTICONCEPCIONAL TEMPO DE USO DE ANTICONCEPCIONAL | COMO USA? (SOLICITAR DESCRIGAO DO USO)
1.[_JETAMENTE 2. INCORC_MENTE

HISTORICO OBSTETRICO

NUMERO DE GESTACOES ABORTAMENTOS
ESPONTANEOS ‘ PROVOCADOS
PARTOS
PREMATUROS ‘ A TERMO NATURAIS ‘ A TERMO ARTIFICIAIS
ANTECEDENTES PATOLOGICOS
DST HIV
1.[_JA E TRATADA 2. DESCONH___PU NEGA 1.1 NAO3.N[__BE —1
SINTOMATOLOGIA

1. CORRIMENTO 2. DISURIA 3. ODOR
1.[__1NAo [ 1. dnio [J 1.Jo 2. caARad__J1ICO
4. DOR PELVICA 5. PRURIDO 6. HIPEREMIA
1._InRo [ 1. nio [ 1.[_INRo [
7. VERRUGA 8. BOLHA/VESICULA 9. FERIDA/ULCERA
. I Yo O 1.1 NAo3.N[__IBE —1 1.1 nAo3.n[se —
10. PETEQUIAS OUTRO
1.0 dnd0 [
1. PARCEIRO/SINTOMATOLOGIA 1-1QUEIXA 1. 5IM 2. NAOL_—] —
1.2 HIPEREMIA 1.3 CORRIMENTO ANORMAL 1.4 VERRUGA
1.0 J nAo 3. ni—se — 1.C—J. nAo 3. nN[—IBE — 1. nAo3.NAd_3 —
1.5 BOLHA 1.6 DISURIA 1.7 PRURIDO
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1. . NAO 3. NI__IBE L1 1.L—J NAo3.N[__IBE L1 1. L. NAO 3. NL——-IBE L
1.8 DISPAREUNIA OUTRO
1.0 nAo 3. NI s -
TRATAMENTO

PARA MENOPAUSA ESTROGENIZADA PARA PAPANICOLAU
1.1 Nndo [ 1. _1ndo [

HISTORIA DE TRATAMENTO ANTERIOR
COMPRIMIDO CREME VAGINAL TEMPO
1.1 NAO — 1.1 NAO 1 1.[__1ANA 2. 2 SEMANA[__JAIS DE 2 SEMANAS_]
INJEGAO PARCEIRO TRATADO RELAGCAO SEXUAL NO TRATAMENTO
1.1NAO — 1.1 NAO 1 1.[_JoM CONDON 2. SIM SEM {___]ON 3. NAO —1

2. PARCEIRO/TRATAMENTO

2.1 SABE INFORMAR 1. SIM RO —1

2.2 PARCEIRO TRATADO
LCINRBo [

2.3 TIPO DO TRATAMENTO

1.[_P. 2. POMAD_NIJECAO

1 1.C_NRO [

2.4 TRATAMENTO CONCOMITANTE C/ PARCERIA

EXAME GINECOLOGICO

ACHADOS EM GENITALIA EXTERNA
. A

2.0 _lea

3. A

a[h

5. buias

6.1

7. OUTRO (Descrever)

ACHADOS EM GENITALIA INTERNA
1.[bPus ENDOCERVICAL

2. IMENTO VAGINAL
3._IFRIAVEL

4.[__Ja ANORMAL DE TECIDO NO COLO
5. OUTROS (Descrever):

CONDUTA

P A

DATA ASSINATURA E CARIMBO




