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Resumo

Micoplasmas sdo microrganismos desprovidos de parede celular, com reduzida
capacidade Biossintética, 0 que o0s torna extremamente fastidiosos ao crescimento. A
resisténcia destes microrganismos aos agentes antimicrobianos utilizados na sua terapia como
as tetraciclinas, macrolideos e quinolonas tem sido relatadas com frequéncia cada vez maior. A
determinacdo da susceptibilidade a antimicrobianos é particularmente dificil porque néo
mostram turbidez em caldo o que dificulta a padronizacdo do in6culo e sdo extremamente
susceptiveis as condi¢cdes de pH. A metodologia utilizada para este fim baseia-se na inibicao
metabolica utilizando substratos especificos. O presente trabalho avaliou a susceptibilidade de
isolados de Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp. arrmazenados no periodo de 2011 a 2012.
A metodologia utilizada englobou técnicas de cultura; para a estocagem e congelamento das
cepas empregou-se caldo seletivo enriquecido PPLO e BHI, O descongelamento dos isolados
foi sucedido de subcultivos em caldos enriquecidos seletivos diferenciais e Agar A7 para
caracterizacdo fenotipica. A quantificacdo, a identificacdo e o teste de susceptibilidade a
antimicrobianos foi realizada através do sistema de triagem Mycofast® Screening Evolution
(Elitech Group), cuja identificagdo se baseia na susceptibilidade bacteriana pelo sistema
Identibiotiqué. A susceptibilidade dos isolados foi determinada frente aos antimicrobianos
doxiciclina 8 pg/ml, roxitromicina 4 pg/ml e ofloxacina 4 pg/ml, amplamente utilizados no
tratamento empirico de pacientes com infeccBes do trato urogenital. Nosso estudo detectou alto
nivel de resisténcia dos isolados armazenados para doxiciclina e ofloxacina. Este € o primeiro
estudo envolvendo isolamento e o perfil de susceptibilidade destes agentes realizado na regido

norte.

Palavras-chave: Micoplasmas, Ureaplasmas, Resisténcia Antimicrobiana de Micoplasmas



Abstract

Mycoplasmas are microorganisms lacking cell walls with reduced ability Biosintética,
which makes them extremely fastidious growth. The strength of these microorganisms to
antimicrobials used in his therapy as tetracyclines, macrolides and quinolones have been
reported with increased frequency. The determination of antimicrobial susceptibility is
particularly difficult because not shown in broth turbidity which complicates the
standardization of the inoculum and are extremely susceptible pH conditions. The method most
commonly used for this purpose is based on metabolic inhibition using specific substrates. This
study evaluated the susceptibility of isolates of Mycoplasma hominis and Ureaplasma sp.
stored in the period from 2011 to 2012. The methodology used for the isolation comprised
culture techniques, for storage and freezing of the strains we used selective broth enriched
PPLO and BHI, Thawing of isolates was succeeded subculture in broth enriched selective and
differential agar A7 for phenotypic characterization. Quantification, identification and
antimicrobial susceptibility testing was performed using the the triage system Mycofast
Evolution ® Screening (Elitech Group), whose identification is based on bacterial susceptibility
by Identibiotiqué system. The susceptibility of the isolates was determined against
antimicrobial agents Doxiciclina 8 pg/ml, Roxitromicina 4 pg/ml and Ofloxacina 4 pg/ml,
widely used in the empirical treatment of patients with urogenital tract infections. Our study
showed high level of resistance of the isolates to doxicycline and ofloxacin. This is the first

study involving isolation and susceptibility profile of these agents undertaken in the Amazonia.

Keywords: Mycoplasma, Ureaplasma, Mycoplasma Antimicrobial Resistance
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1.  INTRODUCAO

“..Nenhum outro grupo de procariotas tem gerado tanta controvérsia, em relacio ao
estabelecimento de um nicho patogénico claro, como os micoplasmas...” (BASEMAN e TULLY,
1997)

Micoplasmas sao microrganismos que evoluiram, regressivamente (pela reducdo do
genoma) de ancestrais bacterianos gram-positivos com um pequeno conteudo de DNA
constituido predominantemente de guanina e citosina. Muitas de suas propriedades, como
tamanho pequeno do genoma, pequeno numero de genes operons de rRNA e tRNA, a falta de
uma parede celular, o crescimento fastidioso e limitadas atividades metabolicas, sdo vistos
como o resultado desta evolugdo e considerados fatores limitantes ao seu isolamento
laboratorial. Talvez, devido ao imenso pleomorfismo, ndo haja outro grupo de microrganismos
que tenha causado tanta controvérsia e confusdo, para sua identificacdo, taxonomia e
patogenicidade quanto os micoplasmas (BASEMAN e TULLY, 1997).

O papel dos Mollicutes nas doencas humanas tem intrigado vérios pesquisadores.
Algumas espécies sdo comprovadamente patogénicas para humanos: Mycoplasma pneumoniae,
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma parvum e Ureaplasma
urealyticum. As quatro Gltimas, consideradas patdgenos urogenitais (PATEL e NYIRJESY,
2010).

As associacdes entre infecgdes por certas espécies de Mollicutes e complicacdes da
gravidez, como febre puerperal e aborto (ODENDAAL, SCHOEMAN et al., 2002), levando a
infertilidade (ABDULRAZZAK e BAKR, 2000; BACZYNSKA, FUNCH et al., 2007), o
descobrimento de novas espécies, envolvidas inclusive com a infeccdo pelo Virus da
imunodeficiéncia Humana - HIV (BEBEAR, DE BARBEYRAC et al, 1993; MAVEDZENGE
e WEISS, 2009) e mais recentemente a sua associagdo com o cancer de prostata
(BARYKOVA, LOGUNOV, et al., 2011), somando-se a crescente resisténcia destes
microrganismos aos antibidticos (CUMMINGS e McCORMACK, 1990; BEBEAR e KEMPF,
2005; KHAN, FARZAND et al., 2010; LELI, MENCACCI et al., 2012), tém demonstrado a
caréncia de estudos a respeito de sua prevaléncia e envolvimento em doencgas em certos grupos
de pacientes, bem como sobre a eficacia das terapias antimicrobianas adotadas para a
erradicacao destes agentes.

As limitadas vias metabdlicas tornam o seu isolamento a partir de amostras clinicas
uma tarefa dificil, sendo necessaria a introducdo de meios enriquecidos contendo precursores

para a biossintese de &cidos nucléicos, proteinas e lipidios (BROWN, WHITCOMB e
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BRADBURY, 2007). O teste de susceptibilidade é particularmente dificil considerando que
condigdes de pH, a padronizagdo do indculo e problemas adicionais com a adicdo de fatores de
crescimento também sdo fatores limitantes ao desenvolvimento de metodologias para a
realizacdo do antibiograma (KENNY e CARTWRIGHT, 2001).

Este estudo tem o objetivo de avaliar a susceptibilidade de Mycoplasma hominis e
Ureaplasma sp a determinados antimicrobianos, convencionalmente utilizados para a

terapéutica das infeccbes micoplasmicas urogenitais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos histdricos e taxonomia

A primeira espécie de Micoplasma foi isolada em 1882, por Nocard, Roux e
colaboradores na Francga, durante um surto de pleuropneumonia bovina contagiosa (NOCARD
E ROUX, 1882). Por serem “filtraveis”, estas bactérias foram considerados como virus por
muito tempo. Em 1937, DIENES e EDSALL registraram o isolamento do primeiro caso de
PPLO (Pleuropneumoniae Like Organisms) em humanos a partir de amostra obtida de secre¢do
das glandulas de Bartholin. Sucederam—se varios outros isolamentos de PPLOs em humanos,
especialmente do trato genital, orofaringe e ocasionalmente de outros sitios anatdbmicos.

Em fins da década de 30 e inicio de 1940, foi detectada a existéncia de um processo
pneumdnico de etiologia ndo bacteriana, em uma sindrome denominada de pneumonia atipica
primaria (PAP). O agente foi evidenciado por EATON e MEIKLEJOHN (1944) e somente
CHANOCK (1965), conseguiu cultiva-lo em meios artificiais; estava assim caracterizada a
primeira espécie causadora de doenca em humanos. O termo Mollicutes foi proposto por
EDWARD e FREUND (1967), denominando assim a classe. Posteriormente, foram relatados,
por outros pesquisadores, microrganismos semelhantes, isolados de humanos e animais. A
partir dai muito se tem feito no campo da micoplasmologia humana, sobretudo nas uGltimas
décadas (EDWARD e FREUND, 1967).

A espécie isolada em 1937 foi posteriormente classificada como M. hominis.
Ureaplasmas foram primeiramente descritos em 1054 como forma Tiny de PPLOs isolados a
partir de culturas de exsudatos uretrais de homens com uretrite p6s gonocdccica sendo
chamados de T-Micoplasmas. Posteriormente baseando-se na capacidade Unica entre os PPLOs
de hidrolisar a uréia a partir da enzima urease, foi proposta a sua separacdo em um novo género
chamado Ureaplasma (SHEPARD e LUNCEFORD, 1965) e em 1967 Ureaplasma urealyticum
(SHEPARD, LUNCEFORD et al, 1967). A partir dai foram descritas 14 sorovariedades
(ROBERTSON e STEMKE, 1982) divididas em duas biovares (Parvo e T 960). Estudos de
hibridizacdo de DNA e padrdes de clivagem com enzimas de restricdo (RAZIN, TULLY et al,
1983), sequenciamento de segmento 16srRNA, genes urease e MBA e tamanho do genoma
possibilitaram a obtencdo de evidéncias fenotipicas e genotipicas que diferenciaram as
biovares Parvo e T 960, ocasionando uma reclassificacdo da espécie Ureaplasma urealyticum
em 02 espécies: U. parvum e U. urealyticum (KONEMAM e ALLEN, 2008), adotada

atualmente na literatura.
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Atualmente os micoplasmas s&o membros da classe Mollicutes (Mollis = mole, cutis =
pele), pertencem ao filo Firmicutes e a divisdo Tenericutes, uma das quatro divisdes do reino
Procaryotae, a ordem Mycoplasmatales (EDWARD e FREUND, 1967) e a familia
Mycoplasmataceae (BROWN,WHITCOMB e BRADBURY, 2007). Ureaplasma sp. pertence
ao grupo M. pneumoniae e Mycoplasma hominis pertence ao grupo M. hominis (Figura 01).

ito [~ Mycoplasma agalactiae
)0 Mycoplasma bovis
— Mycoplasma fermantans

Mycoplasma synoviae
Al :Mwoplasm pulmonis
o b Mycoplasma hyopneumoniae
Mycoplasma orale
[ { F— Mycophasma arthritidis
# b Mycoplasma hominis
Mycopiasma mobile
w — Mycoplasma pneumaniae
—_ Mycoplasma genitalfum
:-L Mycoplasma gallisepticum Pneumoniae
[ - Mycoplasma penstrans
— Ureaplasma urealyticum
# Mycoplasma haemofels
o Mycoplasma myeoides subsp, mycoides SC
| Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC
“ 1| Mycoplasma mycoides subsp, capn

[ Mycoplasma capricolum subsp, capripneumoniae M .
—= o Mycoplasma capricolum subsp, caprcolum Spiroplasma
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_—Aster Yellows phytoplasma
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Figura 01. Arvore filogenética de alguns membros dos Mollicutes baseada no seqiienciamento
do segmento 16SrRNA (Adaptado de SIRAND-PUGNET, LARTIGUE et al, 2007) mostrando
0S grupos H= grupo Hominis, P= grupo pneumoniae e S= Spiroplasma. Ureaplasma

urealyticum na figura engloba as 14 sorovariedades e os géneros U. parvum e U. urealyticum.

O género Mycoplasma apresenta aproximadamente 190 espécies, sendo 18 isoladas
em humanos e o0 género Ureaplasma possui 07 espécies, sendo 02 isoladas em humanos. Estes
dois géneros sdo 0s que apresentam maior interesse em patologia humana (DANDO, NITSOS
et al, 2012). Atualmente pelas caracteristicas do gene 16S rRNA, novas classifica¢cdes séo
frequentemente propostas, baseadas em marcadores genéticos alternativos, como 0 espacgo
intergénico 16S rRNA — 23S rRNA, gene rpoB, gene gyrB e gene arcA. Essas analises tém
permitido corrigir classificacdes e distinguir melhor as espécies e subespécies. E possivel até
mesmo analisar a origem filogenética dos Mollicutes e averiguar possiveis explicacfes para o
seu genoma reduzido (RAZIN e HAYFLICK, 2010).
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2.2. Caracterizacao dos géneros Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp.

Com dimensdes semelhantes aos maiores virus, medindo de 0,1 a 0,5 um e total
auséncia de parede celular o que lhes confere uma morfologia tipica e plasticidade, os
Mollicutes dependendo do estagio fisioldgico e de crescimento, pode apresentar forma circular,
ovoide, cocobacilar ou filamentosa e algumas espécies possuem forma tipicamente helicoidal
(Spiroplasmas) (RAZIN, 2006).

Os micoplasmas sdo 0s Unicos procariotos a possuirem colesterol na constituicdo de
sua membrana celular. Seu citoplasma esta envolvido somente por uma membrana trilaminar
de natureza lipoprotéica constituida de lipoproteinas e esterdis (ausentes nas bactérias com
parede celular) e com aproximadamente 10 nm de expessura, sendo recoberta por uma camada
extramembranosa polionica de cerca de 15 a 30 nm de expessura (RAZIN, 1992). Além da
membrana celular apresentam em seu interior DNA, RNA e ribossomos. N&do possuem
endosporos, fimbrias, flagelos ou granulos. Capsula polissacaridica foi detectada em algumas
espécies, [ex. M. mycoides, subs. Mycoides (caprinos)]. Alguns possuem estruturas ou
projecdes polares (M. pneumoniae) e fibrilas responsaveis pela aderéncia, invasdo e/ou
motilidade por deslizamento em superficies inertes. As espécies helicoidais apresentam fibrilas
intracelulares que se contraem conferindo também motilidade. O tropismo por nutrientes foi
demonstrado em algumas espécies helicoidais ou ndo (GIRON, LANGE e BASEMAN, 1996).
O processo de replicacdo pode ocorrer simultaneamente por divisdo binaria e fragmentacéo
filamentosa, dando origem a corpusculos cocoides ou a formas filamentosas, respectivamente
(ROTTEN, 2003; RAZIN e HAYFLICK, 2010).

Estes microrganismos séo classificados como filogeneticamente relacionados as
bactérias gram positivas, embora ndo seja possivel uma classificagdo morfotintorial por ndo se
corarem pelo gram; Sua morfologia pode ser analisada por microscopia eletronica apos fixagdo
com metanol e coloracdo pelo Giemsa. Seu genoma circular de fita dupla é caracterizado pelo
seu pequeno tamanho, variando de 580 a 2220 kpb e baixo conteddo de guanina e citosina (23-
40%). Possuem até dois operons para RNA ribossomico, poucos genes de reparo de DNA e
varias sequencias repetitivas. Algumas espécies patogénicas reorganizam seu DNA, por meio
da replicacdo de seqliencias génicas através de “transposon”, promovendo uma diversidade
genetica e maximizando o potencial de codificacdo de proteinas. Plasmideos e bacteridéfagos

foram descritos em algumas espécies. A maioria usa UGA como codon para triptofano, ao
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invés de ser um codon de término da sintese protéica, o que dificulta a clonagem de proteinas
(WOESE, MANILOFF e ZABLEN, 1980; BLANCHARD e BROWING, 2005).

O genoma especifico pode ser até 1/6 menor que o da Escherichia coli, o que
determina uma modificacdo ou reducdo do numero de vias metabolicas, embora algumas
espécies apresentem alta capacidade adaptativa (RAZIN, 2006). Em contraste com as variantes
fase L de bactérias, os micoplasmas sdo incapazes de sintetizar precursores de parede celular,
em qualquer condicdo. Com o reduzido genoma, faltam em geral, vias enzimaticas envolvidas
na sintese de parede celular, de purinas e de acido félico, auséncia da via Etner-Doudoroff e do
acido tricarboxilico, esta pela auséncia do transporte de elétrons por citocromos. No mecanismo
de replicacdo do DNA, existe uma Unica DNA polimerase; algumas etapas da transcricdo e a
sintese protéica possuem outras enzimas (BLANCHARD e BROWING, 2005; RAZIN, 2006).

A falta de citocromos, faz com que os microrganismos descritos sejam dependentes
quase que totalmente de substratos da fosforilagdo como fonte de energia. A membrana celular
dos micoplasmas possui fosfolipidios, glicolipidios, colesterol e vérias proteinas. A falta de
uma estrutura rigida, como a camada de peptidioglicana, propicia alta elasticidade e morfologia
irregular, sendo estas caracteristicas responsaveis pelas dificuldades nas pesquisas sobre seu
ciclo celular e sua caracterizacdo morfoldgica (RAZIN, 2006).

Todas as especies de micoplasmas produzem adenosina trifosfato (ATP) por
fosforilagdo no nivel do substrato efetuada pela acido fosglicérico quinase e piruvato quinase,
duas enzimas da via glicolitica, que se estende da glicose até o piruvato. Essas duas enzimas
parecem constituir a principal fonte da maior parte do ATP sintetizado pelos Mollicutes
(BLANCHARD e BROWING, 2005). As vias metabolicas envolvidas na geracdo de energia de
Ureaplasma sp. séo diferentes de Mycoplasma hominis.

2.2.1. Mycoplasma hominis

O Sequenciamento do genoma deste molicute revelou que o seu tamanho é de 665,445
pb e 537 sequéncias codificadoras. O seu contetido de guanina/citosina é de 27,1%. E uma
espécie nado glicolitica. A via de Embden-Meyerhoff-Parnas esta incompleta nessas bactérias, a
geracdo de energia ocorre através da via dihidrolase arginina identificada por trés proteinas
sendo essencial para promover o crescimento in vivo. A presenca prevista de dimetilarginina
dimetilaminohidrolase sugere que o catabolismo da arginina ¢ mais complexo do que o

inicialmente descrito. Esta enzima pode ter sido adquirida por transferéncia horizontal de genes



20

de bactérias ndo pertencentes aos Mollicutes. Seu genoma contém duas cépias de rRNA.
Nenhuma sequéncia de inserc¢do, transposon, ou plasmideo enddgeno foi encontrado no seu
genoma. Um conjunto de 43 lipoproteinas foram identificadas, incluindo trés transportadores
de substrato de ligacdo de proteinas ABC, duas nucleases e uma peptidase (PEREYRE,
SIRAND-PUGNET et al., 2009).

2.2.2.Ureaplasma sp.

O género Ureaplasma sp. apresenta duas espécies associadas a doengas em humanos:
Ureaplasma urealyticum com um genoma de 840 a 950 pb e Ureaplasma parvum com 750 a
780 pb (PARALANQV, LU et al., 2012). As espécies que compdem este género possuem a
enzima urease 0 que as torna capazes de hidrolisar a uréia para produzir 95% da ATP
necessaria as suas reagdes metabdlicas. A hidrdlise da uréia leva a producdo de aménia que
resulta no aumento do potencial eletroquimico e nova sintese de ATP; a producdo de ATP esta
associada a trés componentes enzimaticos: urease, sistemas transportadores de aménia e FOF1-
ATPase. Apresentam uma limitada capacidade de metabolizar carbohidratos e ndo possuem
genes para biossintese de purinas e pirimidinas (GLASS, LEFKOWITZ et al, 2000).

As colbnias em agar sdo bem menores que as de Mycoplasma sp. variando de tamanho
entre 5 e 20 um de didmetro. Séo células extremamente pleomdrficas com dimensdes de 100
nm a 1,0 um. Reproduzem-se por fissdo binaria com auséncia da proteina FtsZ no processo de
divisdo celular. Apresentam um conteido de G+C de 25.5% e sdo 0s procariotos com genoma
sequenciado que apresentam maior conteddo de A+T. A caracterizacdo molecular dividiu a
espécie Ureaplasma urealyticum anteriormente com 14 sorovariedades em duas espécies:
Ureaplasma urealyticum (10 sorovariedades) e U. parvum (sorovariedades 1,3,6 e 14). Seu
genoma € constituido de um cromossomo circular com aproximadamente 613 genes
codificadores de proteinas e 39 genes que codificam RNA (GLASS, LEFKOWITZ et al, 2000;
PARALANOV, LU et al., 2012).
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Figura 02. Vias metabdlicas de producdo de energia de M. hominis e Ureaplasma sp.

2.3. Patogénese e fatores de viruléncia

As especies Ureaplasma sp. e M. hominis séo extracelulares e residem normalmente
na superficie epitelial das mucosas do aparelho urogenital, restringindo-se a superficie e
raramente penetrando na submucosa. O fato destes microrganismos invadirem as células
eucarioticas tem sido sugerido como um fator preponderante na cronicidade das infec¢des por
conferir protegdo a microrganismos contra anticorpos e antibidticos (ROTTEN, 2003). Esta
persisténcia micoplasmica pode ser favorecida pela variacdo antigénica nas suas proteinas de
superficie e também pela capacidade de provocar alteragdes do sistema imune (DANDO,
NITSOS et al, 2012). Assim, varios mecanismos, grande parte desconhecidos, somados as
condi¢cdes ambientais, predisposicdo genética do hospedeiro e natureza da espécie envolvida,
influenciam na patogenicidade dos micoplasmas. A auséncia de parede celular permite um
intercambio entre 0 agente e a célula hospedeira, com possibilidade de desencadear efeitos
diversos nas celulas do hospedeiro como aberragBes cromossdmicas, inibigdo e estimulacdo
mitotica e varios outros efeitos citopaticos, bem como, respostas imunoldgicas (DANDO,
NITSOS, et al, 2012; RAZIN, 2006; BLANCHARD e BROWING, 2005).

Embora os potenciais fatores de viruléncia dos micoplasmas patogénicos para os seres

humanos ainda ndo tenham sido estudados extensamente, foram descritos alguns possiveis
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fatores, como adesinas, receptores celulares e liberacdo de substancias especificas. A adesdo
micoplasmica a célula hospedeira € um pré-requisito para que ocorra a colonizacdo e a
infeccdo. Um grande numero de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas utilizam as
fimbrias para a fixacdo bacteriana (KONEMAN et al, 2008). Os micoplasmas ndo possuem
estas estruturas.

Com o objetivo de melhor compreender os mecanismos de patogenicidade associados
a capacidade de aderéncia dos micoplasmas as células do hospedeiro, podemos considerar trés
aspectos essenciais representados pela afinidade do microrganismo a célula alvo (aderéncia); a
natureza dos componentes da membrana responsavel pela aderéncia e a sua capacidade de
produzir e induzir a liberacdo de substancias especificas, tais como enzimas, toxinas ou
inibidores metabolitos exercendo assim, seu efeito patogénico (LO, HAYES et al., 1991;
STYLER e SHAPIRO,1997; CUNHA, 2001; HOPFE, DAHLMANNS e HENRICH, 2011).

As espécies de micoplasmas podem ser classificadas em dois grupos de acordo com a
morfologia celular: o primeiro, constituido de espécies que possuem uma estrutura polar,
caracterizada por uma organela cuja funcdo principal é a adesdo a célula hospedeira, sendo
muitas vezes, responsavel por uma motilidade deslizante, e o segundo, constituido de espécies
desprovidas de tal estrutura. Aderem e colonizam as células epiteliais dos tratos respiratério e
geniturinario. A aderéncia dos micoplasmas é firme o bastante para evitar a sua eliminacao pelo
epitelio ciliado ou pela urina. Além disso, a intima associacdo dos micoplasmas com a
superficie da célula hospedeira é extremamente vantajosa a medida que permite que o
microrganismo desfrute de altas concentracfes de nutrientes absorvidos pela membrana da
célula hospedeira como aminoacidos, &cidos graxos e colesterol. Micoplasmas podem aderir a
eritrocitos e células Hela, espermatozoides, macrofagos, fibroblastos, células do epitélio
traqueal e superficies inertes como o vidro e o plastico. Os receptores envolvidos nas ligagdes
com superficies inertes seriam possivelmente diferentes daqueles envolvidos com a aderéncia
celular (POLLOCK, WILLIAMS e McCELHANEY, 1997; RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998).

As adesinas tém sido muito bem caracterizadas em algumas espécies de
micoplasmas. Foram demonstradas diversas proteinas de citoaderéncia em M. hominis,
responsaveis pelo inicio da colonizacdo e infeccdo. As lipoproteinas localizadas em sua
superficie atuariam na aderéncia a células eucarioticas (HOPFE, DAHLMANNS e HENRICH,
2011). Até o momento foi identificada a proteina de citoaderéncia P50 que liga-se a sulfatidios
na membrana da célula hospedeira. Como no trato urogenital humano de ambos 0s sexos, sao
encontrados altas concentracbes de glicolipidios sulfatados e outros glicoconjugados, a

interacdo especifica de M. hominis com essas moléculas pode ajudar a explicar o seu tropismo
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pelo tecido urogenital. A lipoproteina de aderéncia P100 de M. hominis também possui um
dominio de ligacdo ao substrato para o transporte do peptidio através da membrana celular
(HENRICH, HOPFE et al, 1999).

As cepas de M. hominis também possuem uma outra proteina associada a aderéncia e
exposta abundantemente na superficie de M hominis denominada antigeno Vaa (variavel
associada a aderéncia), que é codificado por seis tipos de genes Vaa distintos. A expressdo
desses genes pode ser ativada ou reprimida e, foi postulado que essa capacidade de ativacdo e
supressdo promove a disseminacao dos microrganismos de uma célula para outra.

A lipoproteina P120, a proteina P120', que sdo especificas de M. hominis
(MARDASSI, AYARI et al, 2007) e as proteinas P60 e P80 que formam um complexo de
membrana na superficie (HOPFE e HENRICH, 2008) e P75, que esta presente na a superficie
de M. hominis também exercem papel na aderéncia (MYGIND, BIRKELUND e
CHRISTIANSEN, 2000; PEREYRE, SIRAND-PUGNET et al., 2009), além de OppA que é
uma proteina multifuncional envolvida na citoaderéncia e absor¢do de nutrientes e a principal
ecto-ATPase na superficie de M. hominis e que induz a liberacdo de ATP a partir das células,
resultando em apoptose, sugerindo assim uma funcdo também na viruléncia de M. hominis
(HOPFE e HENRICH, 2008). Alguns trabalhos evidenciam que residuos sialicos e/ ou
compostos sulfatados possam estar envolvidos nesse processo (SMITH, RUSSEL et al, 1994).

Ureaplasmas tém a capacidade de aderir a diferentes células eucaridticas mas as
adesinas envolvidas neste processo ainda ndo foram identificadas. A participacdo de acido N-
acetilneuraminico (NANA) como um ligante molecular exercendo importante papel na
citoaderéncia foi testada em experimento utilizando a enzima neuraminidade e os resultados
deste estudo mostram que embora tenha diminuido, a citoaderéncia nédo foi totalmente inibida,
0 que aponta portanto que devem existir outros receptores moleculares envolvidos (SMITH,
RSSEL et al., 1994; PARALANOV, LU et al, 2012).

A producéo e liberacdo de substincias especificas: Enzimas, citocinas, e outros
produtos finais do metabolismo das células micoplasmicas representam importantes
mecanismos de patogenicidade. A intima associacdo com as células hospedeiras tem como
consequéncia o surgimento de um microambiente que possibilita um acimulo de produtos
toxicos excretados pelo microrganismo, tais como perdxido de hidrogénio (H.0-), &nions
superdxidos e amonia. A liberacdo de radicais superoxido (O,) inibiria a catalase endogena,
provocando a diminuigdo da superdxido dismutase e levando ao dano tecidual. Este processo,
tornando-se continuo, produziria danos oxidativos aos compartimentos vitais da célula

hospedeira, em decorréncia do consequente acumulo de peréxido de hidrogénio (RAZIN,
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2006). A patogenicidade dos micoplasmas também estd relacionada a enzimas por eles
sintetizadas. Aminopeptidases tém sido evidenciadas em Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Mycoplasma pneumoniae e Mycoplasma fermentans. (CUNHA, 2001;
BLANCHARD e BROWING, 2005).

Todos os micoplasmas associados & AIDS utilizam a glicose e hidrolizam a arginina.
Diversos estudos mostram que a Arginina dihidrolase de M. hominis pode causar deple¢édo do
aminoacido L-arginina nos macrofagos e tecidos infectados. A arginina é um precursor de uma
molécula diretamente envolvida na citotoxicidade mediada pelos macrofagos. Por conseguinte,
a deplecdo de arginina em consequéncia da infeccdo por micoplasmas pode resultar em
diminuicdo da citotoxicidade dos macréfagos. Este possivelmente seria um dos fatores a
influenciar a progressao da infeccdo pelo HIV (LO, HAYES et al, 1991; RAZIN, 2006).

WATSON, BLALOCK et al, 1990 reportaram o encontro de um antigeno reconhecido
por anticorpos séricos de humanos infectados, tal antigeno conteria epitopos que apresentavam
reacOes cruzadas para sorovares especificas. A classificacdo original de isolados de ureaplasma
em sorovares distintos foi em grande parte baseada em diferencas neste que se constitui o
principal antigeno de superficie dos ureaplasmas. Este antigeno representa uma multipla banda
antigénica (MBA) constituida de um dominio terminal N conservado e um dominio terminal C
varidvel. O dominio conservado contém um peptideo de sinalizacdo, local de ligacdo da
lipoproteina e um dominio transmembranar. O MBA é reconhecido pelos receptores Toll-like
1, 2 e 6, e € capaz de induzir a producdo de citocinas pela ativacdo do fator de transcricédo
génica NF-kB e de anticorpos (SHIMIZU, KIDA et al., 2008).

E concebivel que a variagdo de MBA seja uma estratégia dos ureaplasmas a fim de
evitar a resposta imune. A variabilidade antigéncia impossibilita distinguir os antigenos
especificos usados na sorotipagem das 14 sorovares e a MBA de cada sorovar parece ndo ter
um numero limitado de dominios variaveis podendo a sorovar adquirir ou perder genes que
compdem o locus do MBA por transferéncia horizontal, havendo assim na verdade ndo uma
Unica sorovar colonizando o hospedeiro mas sim uma populacdo dindmica que pode carregar
genes com distintas fungdes relacionadas a patogenicidade. Os estudos do genoma de
diferentes sorotipos ilustram que o potencial de patogenicidade podera variar de acordo com o
conjunto de genes que codificam as proteinas de superficie (PARALANOV, LU et al, 2012).

A presenca de regides hipervariaveis em seu DNA tem dificultado a identificacdo dos
genes envolvidos na patogenicidade dos ureaplasmas, bem como na resisténcia a H,O,, um

conhecido fator de patogenicidade destas espécies. A variagdo antigénica de MBA determinaria
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0 seu potencial em ativar o sistema imune, causar infec¢fes cronicas no trato urinario alto e
complicagdes na gravidez (DANDO, NITSOS et al., 2012; PARALANOQOV, LU et al., 2012).

O processo de producao de energia, utilizado pelos ureaplasmas atraves da hidrolise da
uréia, € talvez o seu principal mecanismo de patogenicidade. Esta hidrélise gera um gradiente
eletroquimico, o qual promove um potencial quimico osmético que gera ATP, com acumulo
intracelular de amonia. A aménia é outro produto final do metabolismo de algumas espécies de
micoplasmas que pode representar um importante fator de patogenicidade quando produzida
em grandes quantidades (SMITH, RUSSEL et al., 1994).

N&o ha evidéncias que ureaplasmas produzam toxinas, eles possuem diversos fatores
de viruléncia associados a proteases especificas para IgA. Assim a acdo de IgA secretora a
nivel de mucosa poderia ser blogueada por proteases produzidas por U. urealyticum e U.
parvum, o que se constitui em um importante fator de viruléncia que favoreceria sua evasao ao
sistema imune (KILIAN e FREUNDT, 1984; PARALANOV, LU et al., 2012).

Estudos experimentais mostram que Mollicutes, como as espécies do género
Ureaplasma sp. possuem fosfolipases na membrana, cuja acdo direta nos fosfolipidios do
hospedeiro pode acarretar a producdo de acido araquidénico, diacilglicerol e lisofosfolipidio,
que sdo substancias capazes de promover a liberacdo de citocinas a partir de macréfagos,
aumentando também a atividade de prostaglandinas. Os isolados de U. urealyticum produzem
trés fosfolipases (PLA;, PLA; e PLC) que se localizam na membrana plasmatica. Essas
enzimas hidrolizam fosfolipidios, liberando acido araquidénico. Foi postulado que a infeccdo
do trato urogenital pode desencadear uma sequéncia de eventos patoldgicos relacionados com a
producdo de fosfolipases. A liberacdo de &cido araquid6nico das membranas amnioticas pode
levar a producdo de prostaglandinas. Considerando-se que um dos efeitos do aumento de
prostaglandinas € a estimulacdo uterina, a participa¢do destes microrganismos em insucessos da
gestagédo, bem como, no desencadeamento de trabalho de parto prematuro tem sido considerada
(DE SILVA e QUINN, 1999). Estudo realizado por PARALANOV, LU et al (2012) nédo
detectou genes para fosfolipases em nenhum dos isolados de M. urealyticum e Ureaplasma
parvum gue tiveram seus genomas sequenciados.

O Ureaplasma urealyticum induz a producdo de citocinas inflamatorias como TNF-a e
IL-6 em linhagens celulares de macrofagos tanto de humanos quanto de ratos e estimula a
liberacdo de oxido nitrico por macrofagos alveolares cultivados. Foi também demonstrado que
U. urealyticum tem a capacidade de induzir apoptose em células epiteliais e macrofagos do
pulmdo humano (RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998). Os micoplasmas também liberam

nucleases no meio de crescimento que degradam os acidos nucléicos das células hospedeiras,
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gerando precursores para a sintese de seus proprios acidos nucléicos. PARALANOV, LU et al.,
2012, identificaram 15 potenciais nucleases cujo envolvimento na patogenicidade dos
micoplasmas precisa ser melhor estudada.

A presenca de genes semelhantes aos que codificam as enzimas glutationa peroxidase
e peroxiredoxima no genoma de ureaplasmas poderiam exercer um papel noe stresse oxidativo
e na producdo de bacteriocinas nas células da superficie mucosa por eles colonizadas, assim
como a descricdo de um sistema tioredoxina redutase sugerindo-se que 0 mesmo atue na
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio no interior dos micoplasmas (MENACHEM,
HIMMELREICH et al., 1997). Diversos outros fatores podem estar envolvidos nos processos
de patogénese dos micoplasmas, embora ndo tenham seus modos de acédo elucidados.

2.4. Aspectos clinicos-epidemioldgicos

Apenas 07 espécies de micoplasmas tém sido isoladas em tecidos urogenitais e apenas
05 espécies: Mycoplasma penetrans, M. genitalium, M. hominis, Ureaplasma parvum
(anteriormente chamado de Ureaplasma urealyticum sorovar 3) e Ureaplasma urealyticum tem
sido associados a processos patogénicos (TAYLOR-ROBINSON E JENSEN, 2011). Algumas
espécies como M. penetrans, M. fermentans, M. pirum e M. genitalium ocorrem
intracelularmente, o que os protege da acdo do sistema imune e do efeito dos antibidticos
(RAZIN, YOGEV E NAOT, 1998).

O estudo da epidemiologia da aquisicdo do microrganismo sugere ainda que as taxas
de colonizagdo do trato genital de homens e mulheres estdo relacionadas com a atividade sexual
e individuos com maior nimero de parceiros sexuais ttm mais tendéncia a serem colonizados.
Assim, uma importante via de transmissao de Ureaplasma urelyticum e M. hominis € através de
contato sexual e, portanto, o comportamento sexual ativo em populagdes pode contribuir para
0s riscos crescentes de infeccdo. Diversos estudos tem mostrado que as infeccbes sdo mais
freqiientes no grupo de pacientes que freqlientaram clinica de DST’s, e correlacionadas com a
idade e atividade sexual (EMBREE, 1988; JALIL, DOBLE et al., 1988; CUNHA, 2001,
ZDRODOWSKA-STEFANOW, KOSOWSKA et al., 2006; SHORT, TOTTEN et al., 2009,
SHORT, TOTTEN et al., 2010; TAYLOR-ROBINSON E JENSEN, 2011).

Mycoplasma hominis faz parte da microbiota comensal da vagina de 20 a 50% de
mulheres assintomaticas, podendo atingir 90% das mulheres que frequentam as clinicas
genitourinarias (TAYLOR, 1998; WAITES, K., C. BEBEAR, et al., 2011). Nos homens, a

colonizacdo varia entre 0s 5% (saudaveis) e os 40%. A colonizagdo por este agente, tal como
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por Ureaplasma sp, esta relacionada além de idade jovem e atividade sexual com mdaltiplos
parceiros, a baixo nivel sdcio-econdmico, e uso de anticoncepcionais orais, sendo mais
frequente em pessoas da raca negra. Ureaplasma sp. pode ser encontrado na vagina de 40 a
80% das mulheres sexualmente ativas assintomaticas, sendo esta percentagem mais baixa nos
homens (WAITES, K., C. BEBEAR, et al., 2011).

Estudo realizado na India englobando o periodo de 2005 a 2009 mostram taxas
variando entre 42,03% e 45,23% para Ureaplasma urealyticum em mulheres e 2,06% para M.
hominis. As taxas de coinfeccdo variaram entre 4,78% e 16,15% . Neste estudo a taxa de
infeccdo significativamente maior foi encontrada nas mulheres jovens (faixa etaria: 16-35 anos)
69, 61% seguida de 60,23% de prevaléncia nas mulheres na faixa etaria de 36 a 50 anos,
evidenciando ainda a alta frequéncia em individuos com vida sexual ativa. O padrdo de
infeccdo mais comum, assim como em outros paises foi de mono-infeccdo por Ureaplasma
urealyticum (46,52%). Seguido de co-infeccdo (13,91%) e a mono-infeccdo por M. hominis foi
menor (1,71%) (ZHU, LIU et al., 2012).

O isolamento de micoplasmas tem sido registrado em amostras clinicas oriundas de
ambos 0s sexos envolvidos numa variedade de condi¢es clinicas primariamente relacionadas a
colonizacdo e infecgédo do trato genital inferior, infec¢des do trato genital superior em mulheres
e ainda infecgbes do trato genital inferior e prostatite em homens. E evidente que tais
microrganismos sao excessivamente prevalentes, sobretudo no trato genital inferior de
mulheres sexualmente ativas e portanto, associados a DST’s (Doengas Sexualmente
Transmissiveis) podendo desencadear diversos quadros patogénicos. As desordens urogenitais
associadas as espécies Mycoplasma hominis, U. urealyticum e U. parvum séo apresentados no
quadro 01. No Brasil, dados sobre prevaléncia e susceptibilidade sdo praticamente

desconhecidos para a grande maioria dos clinicos.



Quadro 01: InfeccBes urogenitais associadas as espécies M. hominis e Ureaplasma sp.
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Patologias Ureaplasma sp. M.hominis Referéncias
Associadas
COULDWELL, et al, 2010.
SHORT, TOTTEN, et al, 2009
Uretrite nao ++ + DEGUCHI, YOSHIDA, et al, 2004
gonocacicas HORNER, THOMAS et al, 2002
KILIC, BASAR et al, 2004
Uretrites pos ++ ++ SHORT, TOTTEN, et al, 2009
gonocdcicas
Uretrites n&o + + COULDWELL, et al, 2010
gonocdcicas e nao PATEL e NYIRJESY, 2010
clamidiais SCHLICHT, LOVRICH, et al, 2004
Vaginose bacteriana ++ + PATEL e NYIRJESY, 2010
KEANE, THOMAS, et al, 2000
POLVSEN, THORSEN, et al, 2001
Vaginite + PATEL e NYIRJESY, 2010
NEKTARIA, BERSIMIS, et al, 2008
BALAZS, ESZTER, et al, 2011
DANDO, NITSOS, etal, 2012
Cervicite ++ + DANDO, NITSOS, etal, 2012
PATEL e NYIRJESY, 2010
BALAZS, ESZTER, et al, 2011
SCHLICHT, LOVRICH, et al, 2004.
Endometrite + DANDO, NITSOS, etal, 2012
+ +4++ BJARTLING, OSSER et al, 2010

Febre po6s-parto

DANDO, NITSOS, etal, 2012
EMBREE, 1998.

Baixo peso ao

nascimento

DANDO, NITSOS, etal., 2012
EMBREE, 1998

CASSEL, WAITES, et al., 1993.
FONSECA, 2011
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Patologias associadas Ureaplasma sp. M. hominis Referéncias
Febre puerperal ++ DANDO, NITSOS, etal., 2012
EMBREE, 1998
Carcinoma de prostata + BARYKOVA, LOGUNOV, et al., 2011.
Cistite + ++ HEDELIN, MARDH et al., 1983.
DIP ++ DANDO, NITSOS, etal., 2012
Epididimite + ITO, TSUCHIYA, et al., 2012.
JALIL, DOBLE, et al., 1988.
Prostatite + MANDAR, RAUKAS, et al., 2005
Infertilidade + + ABDULRAZZAK e BAKR, 2000
STILER e SHAPIRO, 1997.
MIHAI, BOGDAN, et al., 2011.
Abortos e prematuridade + + DE SILVA e QUINN, 1999.
ODENDAAL, SCHOEMAN, et al., 2002.
CASSEL, WAITES et al., 1993.
Salpingite aguda ++ DANDO, NITSOS, etal., 2012

Morte perinatal

DANDO, NITSOS, etal. 2012
EMBREE, 1998

CASSEL, WAITES et al., 1993
WAITES, KATZ et al., 2005.

+ possivelmente associado, ++ fortemente associado

2.5. Aspectos imunoldgicos

A complexa interagdo entre micoplasma e o sistema imune do hospedeiro envolve a
inducdo de reacGes imunes especificas e inespecificas. Mecanismos de defesa especificos
incluem a producdo de anticorpos via sistémica e local, de diferentes classes e subclasses;
estimulo da imunidade mediada por células, opsonizacéo e fagocitose dos microrganismos. As

reacOes imunologicas especificas suscitadas pela invasdo dos micoplasmas, essencial para
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resisténcia e protecdo frente a infeccdo por esses patdgenos, tem também mostrado exercer um
papel no desenvolvimento de lesGes e exacerbacdo de doengas causadas por micoplasmas
(BLANCHARD e BROWING, 2005).

Adicionalmente as respostas imunes antimicoplasmicas, esses microrganismos
exercem efeitos imunomoduladores inespecificos sobre as células do sistema imune induzindo
uma supressao ou estimulacéo policlonal de linfocitos B e T, inducéo de citocinas, aumento da
citotoxicidade de macrofagos, células natural Killer e células T, promovendo a expressdo de
receptores celulares e a ativacdo da cascata do complemento. Essa habilidade de exercer efeitos
imunomoduladores no hospedeiro contribui para suas propriedades de patogenicidade, uma vez
que pode evadir-se ou suprimir mecanismos de defesa e estabelecer uma infeccéo cronica e
persistente, conforme ja relatado anteriormente (RAZIN e HAYFLICK, 2010; DANDO,
NITSOS et al., 2012).

Dentre os efeitos imunomoduladores atribuidos aos micoplasmas, estudos in vitro,
demonstraram que alguns dos micoplasmas sdo capazes de:

a) Aumentar o efeito citopatico do HIV (LO, HAYES et al., 1991; MACKENZIE,
NISCHIK et al., 2010);

b)Funcionar como imunomoduladores, induzindo a ativacdo policlonal dos linfdcitos
T e B (MUHLRADT, 1996; BLANCHARD e BROWING, 2005; RAZIN e HAYFLICK,
2010);

c) As lipoproteinas de membrana (LAMPS) seriam ligantes para os receptores da
imunidade inata TLR 2, 4 e 6, com a co-participacdo de CD 14, levando a ativacdo da via de
sinalizacdo myd 88 e ativacdo de NF-KB resultando na secrecdo de citocinas pro-inflamatérias
por varios tipos de células (MCGOWIN, MA et al., 2009);

d) Producéo de superantigenos que atuariam como potentes mitdgenos, estimulando a
liberacdo de varias linfocinas e citocinas imunomoduladoras (MUHRADT, 1996; RAZIN,
YOGEV e NAOT, 1998);

e) Geracdo de radicais livres que contribuiram para o estresse oxidativo observado na
infecgéo pelo HIV (BLANCHARD e BROWING, 2005);

f) Apoptose (RAZIN, 2006);

g) Produzir exotoxinas, fosfolipases, proteases e hemolisinas membranares
(PARALANOQV, LU etal, 2012, DANDO, NITSOS et al., 2012);

h) Ureaplasmas produziriam proteases para imunoglobulina A que podem facilitar a
invasdo da mucosa através da hidrélise de IgA (KILIAN, FREUNDT et al, 1984;
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BLANCHARD e BROWING, 2005; PARALANOQV, LU et al, 2012; DANDO, NITSOS et al.,
2012);

i) deplecdo de L-arginina e consequentemente diminuicdo da citotoxicidade de
macrofagos (RAZIN, 2006).

J)Inducdo de MHC 1 e I, CD 40, CD 80 e CD 86; Indugéo da secrecdo de IL 23 por
células dendriticas (Truchetet et al, 2011).

2.6. Diagnoéstico laboratorial

A infeccdo micoplasmica deve ser sempre considerada quando ha sintomas que podem
desempenhar algum papel na doenca e onde o isolamento e a identificacdo de outros
microrganismos resultarem negativos. Estes microrganismos tdo diminutos sdo exigentes
quanto ao seu cultivo. Espécies como Mycoplasma penetrans, Mycoplasma fermentans e
Mycoplasma genitalium possuem um crescimento fastidioso com uso de apenas algumas vias
bioquimicas, tornando o seu isolamento a partir de amostras clinicas uma tarefa dificil, sendo
necessaria a introducao de técnicas moleculares para a sua detec¢do. As técnicas disponiveis
para a deteccdo e identificacdo dos micoplasmas, como o uso de sondas ou amplificacdo do
DNA, assim como alguns métodos imunoldgicos e de cultivo com meios enriquecidos tem
possibilitado minimizar este problema. Por outro lado, as espécies do género Ureaplasma sp. e
a espécie Mycoplasma hominis sdo facilmente identificadas nos meios de cultura (RAZIN,
2006).

Em virtude de seu pequeno conteldo genético, o cultivo de Mollicutes € dificil,
exigindo meios enriquecidos. Os precursores de acidos nucléicos e proteinas sdo
proporcionados principalmente pelo meio de peptona basal enriquecido e extrato de levedura,
enquanto os lipidios sdo fornecidos pela inclusdo de soro (BROWN, WHITCOMBB e
BRADBURY, 2007).

Os micoplasmas de origem humana sdo divididos em trés grupos, com base na
utilizacdo de trés substratos: glicose, arginina e uréia. Dependendo da espécie investigada, o
meio basal é enriquecido com peptona contendo extrato de leveduras e soro e um dos substratos
acima citados e a adicdo de um indicador de pH (habitualmente vermelho de fenol). M. hominis
metaboliza a arginina com a producdo de amonia e mudanca do pH do neutro para o alcalino.
Ureaplasmas possuem a enzima urease que hidrolisa a uréia em amonia, resultando também em
pH alcalino (BLANCHARD e BROWING, 2005).
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As amostras para pesquisa de micoplasmas urogenitais sdo rotineiramente semeadas
em meio sélido e em caldo enriquecido seletivo e diferencial. Os antibidticos comumente
adicionados sdo ampicilina, penicilina, polimixina B e anfotericina B para inibir bactérias e
fungos contaminantes e sem espectro de acdo em micoplasmas (BROWN, WHITCOMB e
BRADBURY, 2007).

Os micoplasmas de origem humana diferem quanto ao pH 6timo para crescimento e
quanto as condicBGes atmosféericas necessarias para o isolamento bem sucedido de amostras
clinicas. Os meios de isolamento para M. hominis sdo tamponados num pH inicial de cerca de
7,0 e 0 meio para Ureaplasma sp. num pH inicial levemente &cido em torno de 6,0. A
temperatura de crescimento considerada 6tima varia de 35 a 37° Celsius e uma atmosferade 5 a
10% de CO, (BLANCHARD e BROWING, 2005; BROWN, WHITCOMB e BRADBURY/I,
2007).

2.7. Susceptibilidade de Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp. a antimicrobianos

A falta de uma metodologia padronizada, dificulta a comparacao de resultados entre os
diversos estudos encontrados na literatura sobre o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos.
Fatores como tamanho do inéculo, pH dos meios e tempo de incubacdo sdo conhecidos por
alterar drasticamente a concentracgdo inibitéria minima (MIC) e tem dificultado a padronizacéao
de metodologias de deteccao de resisténcia. Além disso a determinacdo da susceptibilidade a
antibioticos de micoplasmas normalmente requer a predeterminacdo do titulo bacteriano, ou
seja, um método que permita a quantificacdo simultanea de bactérias e a determinacdo da
sensibilidade a antibidticos, e 0 método mais utilizado é o de inibigdo metabdlica (HANNAN,
2000; BROWN, WHITCOMB e BRADBURY, 2007). Com o objetivo de padronizar os
procedimentos aplicados ao estudo da susceptibilidade de micoplasmas humanos aos
antimicrobianos o CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) publicou o guia M43A,
documento que representa um avango ao estudo da susceptibilidade destes organismos (CLSI
M43A 2011).

Ao considerar o tratamento, a infeccdo micoplasmica é geralmente dentre as etiologias
provaveis, a Ultima hipotese diagnéstica. Devido as caracteristicas morfoldgicas dos
micoplasmas, estes ndo sdo susceptiveis a penicilina e outros antibi6ticos que agem nas
estruturas da parede celular das bactérias em geral, como as cefalosporinas e carbapenémicos;
também ndo sdo susceptiveis a agentes que interferem com a sintese de acido folico como
sulfas e trimetroprim (CUMMINGS e MCCORMACK, 1990).
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Embora sejam susceptiveis a alguns agentes que afetam DNA, RNA, sintese protéica e
a integridade da membrana, como em seu mecanismo de replicagdo do DNA existe uma Unica
DNA polimerase, algumas etapas da transcri¢do e da sintese protéica envolvem outras enzimas.
Como parte das consequéncias destas diferencas, existe a resisténcia intrinseca a polimixinas,
fosfomicina, sulfonamidas, trimetroprim, nitrofurantoina, vancomicina e rifampicina. S&o
sensiveis a uma variedade de antibidticos de largo espectro como as tetraciclinas (doxiciclina) e
as quinolonas, utilizadas na maior parte das infecgdes micoplasmicas humanas engquanto que a
resisténcia a macrolideos e lincosaminas € variavel, de acordo com a espécie (KENNY e
CARTWRIGHT, 2001).

Dentre os grupos de antimicrobianos Macrolideos, Lincosaminas e Estreptograminas,
M. hominis é naturalmente resistente a eritromicina, apresenta resisténcia varidvel a
azitromicina, claritromicina, roxitromicina e outros representantes do grupo dos macrolideos,
por vezes apresentando alguma sensibilidade in vitro mas ineficazes in vivo (BALAZS,
ESZTER et al. 2011). Dentre as lincomicinas, a josamicina apresenta excelente sensiblidade in
vitro e in vivo (KRAUSSE e SCHUBERT, 2010). Em um estudo realizado na Turquia, foi
encontrado 100% de resisténcia em todos os isolados de M. hominis obtidos de amostras
urogenitais a eritromicina, confirmando que essa espécie é intrinsecamente resistente a este
antimicrobiano do grupo dos macrolideos, mas niveis de sensibilidade diferentes destes foram
registrados para outros membros do grupo: 40% e 0 % para azitromicina e josamicina
respectivamente. No mesmo estudo foi detectado 22,2%, 22,2% e 0% de resisténcia de
Ureaplasma sp. para eritromicina, azitromicina e pristinamicina respectivamente, o que
demonstra a efetividade dos macrolideos para isolados de Ureaplasmas (BAYRAKTAR,
OZEROL et al., 2010) e corrobora a informagdo de que os macrolideos mostram uma maior
atividade sobre Ureaplasma sp. e sdo totalmente ineficazes contra Mycoplasma hominis (
HUANG, LIU etal., 2003; NEKTARIA, BERSIMIS et al., 2008).

Em estudo realizado na China no periodo de 1999 a 2004, sdo relatados dados
semelhantes para isolados urogenitais de Ureaplasma urealyticum em relagdo a josamicina e
pristinamicina. Azitromicina, claritromicina e eritromicina apresentaram 17,1%, 17,1% e
19,5% de resisténcia respectivamente (XIE e ZHANG, 2006). Dados semelhantes tém sido
encontrados em outras regides do mundo (KHAN, FARZAND et al., 2010; HUANG, LIU et
al.,2003; MARTINEZ, CASTILLO et al., 2006; NEKTARIA, BERSIMIS et al., 2008).

Dados obtidos em estudo realizado na India no periodo de 2005 a 2009 demonstram

um percentual de resisténcia a Josamicina, Claritromicina, Roxitromicina e Azitromicina para
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Ureaplasma urealyticum de 11,96%, 6,05%, 33,03% e 15,21% respectivamente e para M.
hominis de 5,26%, 85,96%, 89,46% e 85,96% respectivamente, confirmando a boa efetividade
da Josamicina para ambas as espécies e a resisténcia intrinseca aos outros macrolideos
apresentada por M. hominis.

Lincomicina, clindamicina e a rifampicina também podem ser usados como uma
alternativa terapéutica caso dados de susceptibilidade regionais, considerando a espécie isolada
estejam disponiveis, pois existem diferentes niveis de sensibilidade para estas drogas nas
diversas regides do mundo (HUANG, LIU et al., 2003; GHALEH, BEHBAHAN et al,2008).
Os Aminoglicosideos podem apresentar atividade in vitro, mas ndo sdo eficazes in vivo
(OPLUSTIL, ZOCCOLI et al., 2004).

As tetraciclinas tém apresentado boa efetividade tanto para M. hominis quanto para
Ureaplasma sp, a doxiciclina mostra-se mais ativa em algumas regides do mundo. Na China foi
encontrado 4,4% de resisténcia a doxiciclina comparado a 9,8% a tetraciclina em isolados de
Ureaplasma urealyticum (XIE e ZHANG, 2006), enquanto que estudo realizado na Turguia
apontou que as duas drogas sé@o altamente efetivas (BAYRAKTAR, OZEROL et al., 2010).
Na India ZHU, LIU e colaboradores encontraram 1,56% de resisténcia de Ureaplasma
urealyticum para Doxiciclina enquanto que para M. hominis esta droga se mostrou 100%
efetiva in vitro. Esses dados contrastam com dados encontrados por KHAN, FARZAND et al.,
(2010) no Paquistdo que evidenciam uma elevada resisténcia de isolados de M. hominis e
Ureaplasma sp. as tetraciclinas e demonstram a variagdo nos perfis de sensibilidade ao redor do
mundo.

As fluoroquinolonas sdo 0s Unicos antimicrobianos com efeito bactericida para os
micoplasmas, outros agentes antimicrobianos agem primariamente como bacteriostaticos.
Estudos tém descrito que certos pacientes com infeccdes micoplasmicas do trato urogenital
causadas por Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis, quando em tratamento por 5a 7
dias, algumas vezes apresentam recorréncia. Devido a persisténcia destes microrganismos
frente ao protocolo acima, tem sido mais indicada a terapia por 14 a 21 dias com a combinacgéo
de eritromicina e cloranfenicol (DUFFY, GLASS, et al.,2006). Estudos epidemioldgicos
mostram que a resisténcia de M. hominis e Ureaplasma sp. as fluorquinolonas tem se elevado
no mundo inteiro. Na india encontrou-se 32,96%, 20,09% e 27,37% de resisténcia a ofloxacin,
levofloxacin e sparfloxacin para Ureaplasma urealyticum e 47,37%, 35,09% e 42,11% para

M.hominis respectivamente.
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A terapia antimicrobiana empirica preconizada para infec¢des por micoplasmas nos
Estados unidos da América (EUA) inclui apenas a espécie M. genitalium inserida entre os
microrganismos associados a processos patogénicos genitais, de acordo com o guia de doencas
sexualmente transmissiveis publicado pelo CDC em 2010 (Sexually Transmitted Diseases
Treatment Guidelines, 2010). Este esquema terapéutico € demonstrado no quadro 02. No
Brasil o guia de tratamento de DST’s editado pelo Ministério da Sadde (Manual de Controle de
Doencas Sexualmente Transmissiveis DST, 2006) menciona de forma muito superficial a
abordagem terapéutica a estes agentes, referindo-se a falhas de tratamento e ou recidiva de
corrimento ap6s tratamento adequado do paciente e seus parceiros nas infeccdes por gonorréia
e/ ou clamidia. Conforme este manual devera ser oferecido tratamento para agentes menos
frequentes (micoplasma, ureaplasma, T. vaginalis), apresentado no quadro 03. Na mesma
citacdo o guia atenta para possibilidade de resisténcia medicamentosa ou diminuicdo da

sensibilidade no Brasil e em outros paises.

Quadro 02: Tratamento das Infec¢fes urogenitais associadas a Micoplasmas - Estados Unidos
(EUA) 2010.

REGIME RECOMENDADO

ANTIMICROBIANO CONCENTRA(;AO POSOLOGIA/VIA DE
ADMINISTRACAO

azitromicina 0lg dose Unica oral

doxiciclina 100 mg 02 vezes ao dia por 07 dias via oral

REGIME ALTERNATIVO

ANTIMICROBIANO CONCENTRACAO | POSOLOGIA/VIA DE
ADMINISTRACAO

eritromicina 500mg 04 vezes ao dia por 07 dias via oral

eritromicina 800 mg 04 vezes ao dia por 07 dias via oral

etilsuccinato

levofloxacina 500 mg via oral 07 dias

ofloxacina 300 mg 02 vezes ao dia por 07 dias via oral
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Quadro 03. Terapéutica das sindromes uretrais por agentes menos frequentes

(micoplasmas, ureplasmas, T. vaginalis), Brasil, 2006.

REGIME RECOMENDADO

ANTIMICROBIANO CONCENTRACAO | POSOLOGIA/VIA DE
ADMINISTRACAO

estearato de eritromicina | 500 mg via oral 6/6h por 07 dias

metronidazol 02 g via oral dose Unica

2.8. Caracteristicas gerais dos antimicrobianos testados

2.8.1. Roxitromicina

A roxitromicina é um macrolideo, cuja estrutura pode ser observada na figura 03. E
um derivado da eritromicina, onde o anel semi-sintético da lactona foi modificado evitando a
sua inativacdo pelo suco gastrico. A atividade in vitro da roxitromicina é semelhante a de
outros macrolideos. Roxitromicina € ativa contra cocos Gram-positivos e Gram-negativos,
bacilos Gram positivos e alguns bacilos Gram-negativos. Também exibe boa atividade contra
patogenos atipicos, como Mycobacterium avium, Helicobacter pylori e Borrelia sp. Penetra e
se acumula no interior das células, tais como macréfagos e neutréfilos polimorfonucleares
(PMNs), onde se distribui entre os granulos e o citosol celular, mostrando-se ativa contra
patdgenos intracelulares, tais como a Legionella sp., Chlamydia sp., Mycobacterium sp.,
Rickettsia sp. e Borrelia sp. (BRYSKIER, 1998).

Tal como outros macrolideos, roxitromicina exibe um significativo efeito pds-
antibidtico que é dependente do patdégeno em estudo, da concentracdo de roxitromicina e da
duracdo da exposicdo. In vivo, a roxitromicina € tdo eficaz ou mais eficaz do que outros
macrolideos em uma grande variedade de infeccBGes. No trato genital tem uma boa efetividade
contra Gardnerella vaginalis e C. trachomatis mas ndo é ativa contra M. hominis e é
extremamente ativa contra Ureaplasma sp. e sua atividade contra Neisseria gonorrhoeae tem
sido investigada (BRYSKIER, 1998).
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Figura 03. Estrutura quimica da roxitromicina.

2.8.2. Doxiciclina

A Doxiciclina ou 6-deoxi-5-hidroxitetraciclina (figura 04), € um antimicrobiano
que foi descoberto em 1967 e compde a segunda geracdo de tetraciclinas, cujo mecanismo de
acdo ocorre através da inibicdo da sintese proteica por prevenir a fixacdo de aminoacil-tRNA ao
sitio receptor ribossomal. As tetraciclinas sdo agentes de largo espectro exibindo atividade
contra uma ampla gama de bactéria Gram negativas e Gram positivas, organismos atipicos

como clamidias, micoplasmas e ricketsias (CHOPRA, 2001).

OH
OH 0 OH O O

Figura 04. Estrutura quimica da doxiciclina
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2.8.3. Ofloxacina

Este antimicrobiano pertence a geracdo de quinolonas fluoradas estruturalmente
relacionadas com o acido nalidixico. Sua atividade antimicrobiana se relaciona com a inibicao
das topoisomerases bacterianas do tipo Il, também conhecida como DNA girases. As
topoisomerases sdo enzimas que catalisam a direcdo e a extensédo do espiralamento das cadeias
de DNA. Atuam também na enzima topoisomerase IV. Estas enzimas introduzem no DNA
dobras super helicoidais de dupla corrente. A DNA girase tem duas subunidades codificadas
pelo gene gyrA, e por sua agéo, libertam-se as algas do DNA bacteriano para a replicacdo do
material genético. As quinolonas inibem estas subunidades impedindo a replicacdo e a
transcricio do DNA. E um farmaco administrado por via oral de espectro antibacteriano amplo
e provou ser eficaz contra uma percentagem elevada de infec¢cbes causadas por organismos
Gram-negativos, ligeiramente menos eficaz contra infeccGes por bactérias Gram-positivas, e
eficaz contra algumas infecgdes anaerdbias (OLIPHANT e GREEN , 2002).

Como a ciprofloxacina, outra fluorquinolona amplamente prescrita, apresenta boa
atividade antibacteriana in vitro. No entanto, o perfil farmacocinético de ofloxacina € superior
ao da ciprofloxacina, com uma absorcdo mais rapida e uma concentracao sérica maxima varias
vezes superior. Além disso, a ofloxacina atinge concentracfes elevadas na maior parte dos
tecidos e fluidos corporais. Até 10 anos atras apresentava boa eficacia clinica em uma
variedade de infec¢des sistémicas, bem como em infec¢des agudas e cronicas do trato urinario,
e em geral parece ser eficaz como alternativa oral. Ofloxacina € bem tolerada e, porém seu uso
irrestrito junto com outras fluorquinolonas levou ao aparecimento de resisténcia, embora a
resisténcia bacteriana para ofloxacina parece ndo se desenvolver tdo rapidamente quanto para
ciprofloxacina (OLIPHANT e GREEN , 2002).

Figura 05. Estrutura quimica de ofloxacina.
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2.9. Determinantes genéticos de resisténcia

ApOls insucessos na terapia antimicrobiana, estudos sobre mecanismo de acao,
regulacdo de expressdo, mobilidade genética e distribuicdo de determinantes de resisténcia,
mostram que a aquisicdo de novos genes por varios microrganismos estdo frequentemente
associados a mobilidade plasmidial ou transposons (BEBEAR e KEMPF, 2005; BEETON,
CHALKER et al., 2009; BOUTHEINA, AISSANI et al., 2012).

2.9.1 Caracterizacao molecular de isolados resistentes as tetraciclinas

A resisténcia a tetraciclina pode ser primariamente devido ao efluxo de energia e
alteracfes de ribossomos dependentes da tetraciclina ligada a proteinas ou a protecdo dos
ribossomos a acdo deste antibiotico. As proteinas de efluxo da tetraciclina tem aminoéacidos e
proteinas estruturais similares a outras proteinas de efluxo envolvidas na resisténcia multidroga.
A resisténcia a esta droga em bactérias é codificada por diferentes determinantes genéticos e
nos micoplasmas somente t€ém sido descrito o plasmideo “tetM”. A deteccdo especifica deste
plasmideo pode ser observado por PCR, apresentando uma correlagdo com as técnicas de
diluicBes em agar e meios de cultura ja utilizadas. Assim, sua identificacdo em cepas isoladas
de amostras clinicas pode ser necessaria para a definicdo do tratamento a ser empregado nos
pacientes, favorecendo um melhor resultado contra as infecgdes causadas por estes
microrganismos (BEBEAR e KEMPF, 2005; BEETON, CHALKER et al., 2009).

Isolados de Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum tetraciclina resistentes
contém sequéncias homdlogas de determinante tetM. A resisténcia a tetraciclina in vitro esta
associada com falha na terapia em erradicar M. hominis e U. urealyticum do trato genital
humano (BOUTHEINA, AISSANI et al., 2012).

O elemento genético tetM codificado no seu genoma tem sido isolado em todas as
estirpes resistentes as tetraciclinas, poréem em um estudo onde foram identificados 61 isolados
tetM positivos, foi encontrado um isolado clinico de Ureaplasma urealyticum susceptivel a
tetraciclina e doxiciclina. O sequenciamento do gene tetM ndo revelou mutacbes em sua
sequéncia que poderiam contribuir para a incapacidade protéica de mediar resisténcia a

tetraciclina e ndo houve qualquer alteracdo no promotor enddgeno do gene tetM que pudesse
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ter cessado a expressdo da proteina, portanto ndo se explica a susceptibilidade deste isolado
tetM positivo (BEETON, CHALKER et al., 2009).

O relato de isolados susceptiveis as tetraciclinas contendo determinante tetM ja fora
registrado anteriormente. DEGRANGE e colaboradores identificaram dois isolados de
Mycoplasma hominis tetM positivos susceptiveis a tetraciclina (DEGRANGE, RENAUDIN et
al., 2007). Um destes isolados tinha uma insercdo de 1.260 pb na sequéncia do peptideo lider
(provavelmente impedindo o0 sucesso da transcricdo), enquanto nenhuma mutacdo foi
encontrada dentro do gene tetM ou regido promotora deste. (BEETON, CHALKER et al., 2009
encontrou resisténcia concomitante tanto a tetraciclina quanto a doxiciclina em isolados tetM
positivos, 0 que contrasta com os resultados encontrados por BLANCHARD e colaboradores
que identificaram 21 isolados clinicos de Ureaplasma sp. Resistentes a tetraciclina e apenas 8
eram resistentes a doxiciclina, 2 apresentavam sensibilidade intermediaria e 11 foram
susceptiveis. Foi proposto que a doxiciclina € menos indutora de tetM do que a tetraciclina
(BLANCHARD, CRABB et al., 1992).

2.9.2 Caracterizacao molecular de isolados resistentes as quinolonas

Mutac¢6es nas subunidades das enzimas DNA girase bacteriana (genes gyrA e gyrB) e
topoisomerase 1V (genes parC e parE) conhecidos como regides determinantes de resisténcia
as quinolonas caracterizam a resisténcia a estas. Estudo realizado por Beeton et al, 2009
encontrou uma mutagdo em um Unico par de base na posicdo 244 do gene parC resultando na
alteracdo de codons e substituicdo de &cido aspartico por asparagina. Outros mecanismos de
resisténcia que podem mediar resisténcia as quinolonas tem sido descritos e incluem além da
mutacao dos genes da topoisomerase, diminuicdo da permeabilidade da membrana, efluxo ativo
das drogas, a modificagdo por uma enzima inativadora de fluoroquinolonas ou ainda a presenca
de uma proteina QNR (ROBIESEK, STRAHILEVITZ et al., 2006). Em um estudo onde seis
grupos diferentes investigaram um total de 32 isolados resistentes e mutacdes nos genes de
Ureaplasma sp.associados com resisténcia a fluorogquinolona (BEBEAR, RENAUDIN et al.,
2003; DUFFY, GLASS et al., 2006; GEIBDORFER, SANDNER et al., 2008). Dezenove dos
32 isolados fluorquinolona resistentes investigados por estes grupos tinham a mesma mutacéo
no gene ParC, S83L (ou S80L, se usar uma homologia para esta mesma posicdo em
Escherichia Coli) (BEETON, CHALKER et al., 2009).
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2.9.3. Caracterizacdo molecular de isolados resistentes aos macrolideos

Existem poucas informagdes disponiveis sobre os mecanismos de resisténcia a
eritromicina em micoplasmas. A primeira caracterizacdo molecular de um isolado clinico de
Ureaplasma sp. resistente a eritromicina ocorreu em 2009 (BEETON, CHALKER et al., 2009).
O mecanismo fisiolégico da resisténcia a eritromicina foi demonstrado ha 23 anos onde
relatou-se a reducdo da ligagéo da eritromicina a ribossomos radiomarcados e comparou-se
com uma estirpe susceptivel (PALU, VALISENA et al., 1989). No entanto avancos
tecnoldgicos tem permitido incrementar a investigacdo dos mecanismos moleculares. Um outro
estudo identificou mutacdes que impedem a eritromicina de se ligar a porcao 50 S ribossomal
onde esta exerceria atividade bacteriostatica através da inibi¢do da sintese proteica (PEREYRE,
SIRAND-PUGNET et al., 2009).

PEREYRE e colaboradores submeteram repetidamente (45-50x) uma cepa de
referéncia de U. parvum a quantidade gradativamente crescentes de eritromicina e
sequenciaram posteriormente genes associados a dois operons de 23S rRNA e a proteinas
ribossomais L4 e L22. Também encontraram uma mutacdo no sitio alvo da eritromicina em
torno da posicdo do nucleotideo 2067 (2058 para Escherichia coli) e préximo do circuito de
transpeptidacdo da peptidiltransferase no dominio V de um dos operons 23S rRNA e mutagdo
adicional associada a proteina L4 e L22. Também foram identificadas uma série de mutagdes
pontuais inseridas no segmento 23S rRNA de 18 isolados clinicos com diferentes graus de
resisténcia para os macrolideos josamicina, claritromicina, roxitromicina e azitromicina
(PEREYRE, SIRAND-PUGNET et al., 2009).

BEETON, CHALKER et al., (2009) ndo encontraram nenhuma das mutacdes
descritas nos isolados resistentes a eritromicina, mas encontrou uma delecdo de dois
aminoacidos na proteina L4 para um isolado altamente resistente a eritromicina (MIC > 64
mg/l). Ha de se considerar ainda outros mecanismos como a metilagdo do DNA, a expressdo de
proteinas bacterianas que modifiquem os macrolideos ou efluxo aumentado de farmacos
através de canais ibnicos podem ser responsaveis pelo aumento relativo da toleréncia a
eritromicina para estes isolados. KENNY e CARTWRIGHT (1993), anteriormente mostraram
que a susceptibilidade a eritromicina foi reduzida em meio de crescimento acido no entanto o
pH do meio tinha que cair abaixo de 6,5 antes de esse efeito ser observado.

BEETON, CHALKER et al., 2009 realizaram seu estudo mantendo um pH em torno

de 6,65; as MICs foram determinadas paralelamente a um lote de caldo U10 com PH 6,5 e 0s
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resultados foram consistentes em testes repetidos. A sensibilidade reduzida portanto néo
poderia ser atribuida a um artefato de pH do caldo usado. As mutagdes na regido altamente
conservada L4 ja foram registradas para isolados de Escherichia coli e pneumococcos em
outros estudos (CHITTUM e CHAMPNEY, 1994). Tanto uma mutacdo de substituicdo (G69C)
e uma mutacdo de insercdo (insercdo de 6 pb entre os codons codificando Q67 e K68) foram
encontrados em duas cepas de pneumococos resistentes (TAIT-KAMRADT, DAVIES et al.,
2000). Os isolados clinicos foram encontrados pelo mesmo grupo constituido por um clone
distinto, que continha uma substituicdo de 69GTG71 para 69TPS71 bem como um isolado, que
continha uma insercdo de 6-amino-acido dentro da mesma regido. Uma mutacdo semelhante
(K63E) dentro de L4 de E. coli também foi encontrada associada com a resisténcia a
eritromicina (CHITTUM e CHAMPNEY, 1994) e foi localizada adjacente a delecao dos locais
descritos por BEETON, CHALKER et al., (2009).
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3.  OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a susceptibilidade de espécies de Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp. aos

antimicrobianos doxiciclina, roxitromicina e ofloxacina .

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar fenotipicamente cepas de micoplasmas conservadas por refrigeracao,
isoladas no periodo de marco de 2011 a julho de 2012 nos laboratérios IPHM
(Instituto de Patologia e Hematologia de Manaus), CDL (Centro de Diagnostico
Laboratorial- Manaus) e FMT-HVD (Fundacdo de Medicina Tropical - Heitor
Vieira Dourado- Manaus).

e Avaliar a susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos doxiciclina 8 pg/ml,

roxitromicina 4 pg/ml e ofloxacina 4 pg/ml.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencéo e armazenamento dos isolados

Foram utilizados 26 isolados de Mycoplasma hominis e 71 isolados de Ureaplasma sp.
resultantes de cultivos positivos de amostras urogenitais, oriundos dos laboratérios IPHM, CDL
e FMT-HVD no periodo de marco de 2011 a julho de 2012. Estes isolados foram cultivados em
caldo PPLO (BBL Difco®) e caldo BHI (BBL Difco®) com o pH do meio ajustado a 7,5 e
enriquecidos com 20% (v/v) de soro de cavalo inativado e 10% (v/v) de extrato de levedura
fresco e suplemento Mycoplasma enrichment com penicilina (BBL Difco®), fracionados 0,2
ml por tubo eppendorf em duplicata e estocadas em freezer a -70° C. O procedimento de

preparo dos meios utilizados e sua formulacao € apresentada no Anexo A.

Local de estudo

. : LABORATORIO
| N A, IPHM
A ~NS g "“f-——\-\
MANAUS )
\\ \/ "’
I \ ,
fkﬁy/f LABORATORIO
(" s g
)
\>& ™

FMT -HVD

Figura 06. Locais de realizacdo do estudo
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4.2. Caracterizagdo fenotipica dos isolados e teste de susceptibilidade a

antimicrobianos.

Para a caracterizacdo fenotipica dos isolados e realizacdo dos testes de
susceptibilidade procedeu-se o descongelamento mantendo as cepas em banho maria a
temperatura de 37°C e diluindo-as em 05 ml de caldo PPLO e 05 ml de caldo BHI
suplementado em duplicata. Em seguida os isolados foram processados de acordo com o fluxo

abaixo descrito, que é também ilustrado na figura 05:

e M. hominis — subcultivo em meio liquido — caldo PPLO suplementado com
arginina— MLA

¢ Ureaplasma sp. — subcultivo em meio liquido — caldo PPLO suplementado com
uréia— U10

e Semeadura em meio solido agar A7 e observacdo da morfologia colonial
microscopicamente com aumentos de 100 x (Figura 06).

e Semeadura em Mycofast evolution tray para quantificacdo, identificagéo e teste
de susceptibilidade a antimicrobianos (Figura 07), cuja metodologia €
apresentada no Anexo B.

e Semeadura em meios de cultivo liquidos com substratos especificos para
caracterizacdo fenotipica visando complementar a identificacdo conforme a
tabela 04.



PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

ISOLADOS

CONGELADOS EM AGAR A7
CALDO PPLO
SUPLEMENTADO CARACTERIZACAO
é FENOTIPICA
descongelamento
L. >
-
¥ ALIQUOTA 1
¢ QUANTIFICAGAO E
ALIQUOTA 2 TESTE DE
SUSCEPTIBILIDADE
—_—
MYCOFAST
EVOLUTION
TRAY
REPIQUE PARA
CALDO PPLO
SUPLEMENTADO

31

Figura 07. Fluxo de processamento dos isolados de Mycoplasma hominis e

Ureaplasma sp. ap6s descongelamento.

Ocular de 10x

Objetiva de 10x —

Placa de AT —

Figura 08. Avaliacdo microscopica da morfologia colonial
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M. hominis Ureaplasma sp.

Hidrdlise da uréia

Purificacédo dos >
isolados e
fenotipagem

Hidrélise da arginina

l —> | Hidrdlise da gelatina

L | Glicose

Necessidade de
esterol para

crescimento > | Sensibilidade a optoquina

Figura 09. Caracterizacdo fenotipica dos isolados.

O Mycofast® Evolution (Figura 10) é realizado em fileiras separadas de po¢os

indicados para analisar 2 amostras em paralelo. Os pocos estdo em bandeja de 2 por 10,

separados em 4 secdes como demonstrado no quadro 04. A enumeracao especifica de isolados

de Ureaplasma sp. é feita pela inclusdo de lincomicina, nos 3 primeiros pocos, que inibe o

crescimento de M. hominis que pode estar presente. Para a contagem de M. hominis no poco 10,

a eritromicina ¢ incluida para inibir o crescimento de Ureaplasma sp.

Quadro 4. Fluxo do Mycofast® evolution 2 galeria Mycofast evolution tray

POCOS ENUMERACAO

1-3 Enumeracéo de Ureaplasma sp. entre 10° e 10° UTC/ml

4-6 Teste de resisténcia a antibiotico para Ureaplasma sp. e M. hominis contra
doxiciclina 8 pug/ml (D), roxitromicina 4 pg/ml (ROX) e ofloxacina 4
pg/ml (OFX)

7-9 Identibiotique®: Identificacdo de Ureaplasma sp. e M. hominis através do
perfil de resisténcia a: lincomicina (L), trimetoprim-sulfametoxazol
(SXT) e eritromicina (E)

10 Enumeracéo de M. hominis = 10* UTC/ml
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Antimicrobiano IDENTIBIOTIQUE Lincomicina (L)
Doxiciclina 8 pgiml (D)
Roxitromicina4 ug/ml (ROX) Sulfametoxazol-trimetroprim (SXT)
Ofloxacina4 pg/ml (OFX).

Eritromicina (E).

ﬂhl

B s S e A [ S——

oy P s a R .,..’\". M \.
'\s" \..‘ x» °——,

-m<

Inéculo bacteriano
em dlferentes e re—— e — —

concercie (R
s M Al A - e

Figura 10. Sistema Mycofast® Evolution Tray para quantificacdo dos isolados de

Ureaplasma sp. e M. hominis
O controle de qualidade dos meios de cultivos e a reprodutibilidade dos procedimentos
adotados foi avaliada utilizando cepas obtidas da American Type Collection Culture (ATCC) de

acordo com o quadro 05.

Quadro 05. Cepas ATCC utilizadas para o controle de qualidade dos procedimentos

analiticos.

Organismos ATCC Depositor GenBank
Ureaplasma urealyticum 27817 Shepard et al. AF270760
Mycoplasma hominis PG 21 R.G. Wilttler M24473

A caracterizacdo fenotipica complementar foi realizada utilizando o protocolo de
ALUOTTO, WITTLER et al., 1970; a padronizagdo descrita pelo Comité Internacional de
Sistematica em Bacteriologia / Subcomité de Taxonomia de Mollicutes (1995) e o protocolo
estabelecido por BROWN, WHITCOMB e BRADBURY, 2007. As provas bioguimicas
utilizadas sdo apresentadas no quadro 04. Os isolados apds semeadura em caldo suplementados
com os substratos especificos foram incubados a 37°C em atmosfera de CO2 e observados por
3,4 e7dias.
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Quadro 04. Testes complementares para caracterizacéo fenotipica dos isolados.

TESTE M. hominis Ureaplasma sp.
GLICOSE - _
OF-TESTE GLICOSE - -
HIDROLISE DA ARGININA + -
HIDROLISE DA GELATINA -

SUSCPETIBILIDADE A OPTOQUINA S R
UREIA -

ATMOSFERA DE CRESCIMENTO Microaerofilia Microaerofilia

S=Sensivel, R= Resistente, ( - ) = negativo, (+) = positivo
4.3.  Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R Development Core
Team (2012), Versdo 2.14.2. As variaveis categdricas foram analisadas pelo teste Z unilateral e
X? para diferenca de proporges. O nivel de significancia adotado foi de p inferior a 0,05. O p
valor para os percentuais de resisténcia das estirpes avaliadas foi obtido considerando o
percentual de isolados susceptiveis x isolados resistentes para cada uma das drogas testadas. A
resisténcia cruzada entre as drogas foi avaliada por analise de variancia - ANOVA. Os gréficos
foram elaborados utilizando o software Graphprisma.



5. RESULTADOS

A caracterizacdo fenotipica dos

como Ureaplasma sp. (78) e

50

isolados armazenados identificados previamente

Mycoplasma hominis. (29), evidenciou 71 isolados de

Ureaplasma sp. e 26 isolados de Mycoplasma hominis, de acordo com os dados apresentados

nas Tabela 01 e 02.

Tabela 1. Caracterizacdo fernotipica dos isolados armazenados de Mycoplasma

hominis.

TESTE

26 ISOLADOS

02 ISOLADOS

01 ISOLADO

GLICOSE

OF-TESTE GLICOSE
HIDROLISE DA ARGININA
HIDROLISE DA GELATINA
SUSCPETIBILIDADE A
OPTOQUINA

UREIA

M. hominis

Mycoplasma sp.

Mycoplasma sp.

Tabela 2. Caracterizacdo fernotipica dos isolados armazenados de Ureaplasma sp.

TESTE 71 ISOLADOS 06 ISOLADOS 01 ISOLADO
GLICOSE - -/+ -
OF-TESTE GLICOSE - -/+ +
HIDROLISE DA ARGININA - -/+ -
HIDROLISE DA GELATINA -
SUSCPETIBILIDADE A R R R

OPTOQUINA
UREIA

+

Ureaplasma sp.

+

Isolados mistos

+

Forma L de Proteus sp.

Os isolados ndo identificados como Mycoplasma hominis foram caracterizados como

Mycoplasma sp. e excluidos do teste de susceptibilidade.
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Os 97 isolados bacterianos armazenados durante o periodo de mar¢o de 2011 a julho

de 2012, identificados atraves de caracterizacdo fenotipica, como Mycoplasma hominis (26) e

Ureaplasma sp. (71) foram submetidos a testes de susceptibilidade através do sistema

Mycofast evolution tray. A figura 11 ilustra algumas galerias e os respectivos resultados do

teste de susceptibilidade. Os resultados da avaliacdo da susceptibilidade dos isolados séo

apresentados nas tabela 03 e 04 e no gréafico 01.

Ureaplasma sp.
S- ROXITROMICINA
R — DOXICICLINA
R - OFLOXACINA

M. hominis
RESISTENTE A
ROXITROMICINA
E DOXICICLINA

Figura 11: Galerias de Mycofast evolution tray apds 48 h de inoclagdo com isolados

de Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp.

Tabela 3. Resisténcia de diferentes isolados de Mycoplasma hominis a doxiciclina

(Tetraciclinas), roxitromicina (Macrolideo) e ofloxacina (Fluorquinolona), Manaus, Amazonas,

Brasil (n=26).

Antimicrobiano n (%) Pvalor*  1C 95% X?
doxiciclina (08 pg/ml) 08/26 (30,8) 0,005 0,13-0,64 7,7
roxitromicina (04 pg/ml) 15/26 (57,7) 0,009 0,37 -0,76 6,8
ofloxacina (04 pg/ml) 12/26 (46,1) 0,551 0,26 — 0,66 0,35

*Diferenca significativa com p<0.05
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Tabela 4. Resisténcia de diferentes isolados de Ureaplasma sp. a doxiciclina
(Tetraciclinas), roxitromicina (Macrolideo) e ofloxacin (Fluorquinolona), Manaus, Amazonas,

Brasil( n=71).

Antimicrobiano n (%) P valor * IC 95% X?
doxiciclina (08 pg/ml) 20/71 (28,2) 9,017 0,18 — 0,40 65
roxitromicina (04 ug/ml) 02/71 (2,8) <2,2% 0,0049-0,1072 2289
ofloxacina (04 pg/ml) 32/71 (45,0) 0.1182 0,33-0,57 2,4

*Diferenca significativa com p<0.05

A resisténcia de isolados de M. hominis e Ureaplasma sp. foi comparada com o
objetivo de avaliar a magnitude da resisténcia frente as trés drogas testadas, para cada uma das

espécies, 0s resultados sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Magnitude de resisténcia dos isolados de Mycoplasma hominis e Ureaplasma

sp a. doxiciclina, roxitromicina e ofloxacin, Manaus, Amazonas, Brasil.

Antimicrobiano M. hominis Ureaplasma sp.
p valor p valor
roxiciclina x roxitromicina 0.05064 2.985%
doxiciclina x ofloxacina 0,2542 0,03659
roxitromicina x ofloxacina 0,405 3,646

ANOVA one-way, diferenca significativa com p<0.05

A resisténcia cruzada entre as drogas foi avaliada, comparando a resisténcia entre
doxiciclina + roxitromicina, doxiciclina + ofloxacina, roxitromicina + ofloxacina, doxiciclina +
roxitromicina + ofloxacina para as duas espécies estudadas. Os resultados sdo apresentados na

tabela 06 e podem ser observados no Grafico 02.
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Tabela 6. Resisténcia cruzada dos isolados de Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp

a. doxiciclina, roxitromicina e ofloxacina, Manaus, Amazonas, Brasil.

Antimicrobiano M. hominis x Ureaplasma sp. IC 95%
p valor
doxiciclina + roxitromicina 0,5986 -0,062 - 0,139
doxiciclina + ofloxacina 0,1818 -0,270 - 0,010
roxitromicina + ofloxacina 0,0251 -0,028 — 0,407
doxiciclina + roxitromicina + 0,0251 -0,028 - 0,307
ofloxacina

Susceptibilidade as trés drogas 0,05 -0,461 - -0,028
doxiciclina 1,0 -0,170 - 0,120
roxitromicina 0,0002 0,043 - 0,419
ofloxacina 0,2361 -0,324 - 0,047

ANOVA one-way, diferenca significativa com p<0.05; IC = intervalo de confianga.
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Gréafico 1. Resisténcia isolada de Ureaplasma sp. e Mycoplasma hominis a
antimicrobianos.
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Grafico 03. Resisténcia cruzada de isolados de Mycoplasma hominis e

Ureaplasma sp. a doxicilina (dox), roxitromicina (rox) e ofloxacina (ofx).
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6. DISCUSSAO

Ao comparar a resisténcia de Mycoplasma homins frente a doxiciclina e roxitromicina
verificamos que a primeira ndo € significativamente mais ativa que a roxitromicina, também
ndo ha significancia estatistica entre a resisténcia a doxiciclina e ofloxacina para M. hominis e
nem para roxitromicina e ofloxacina.

Analisando a resisténcia dos isolados de Ureaplasma sp. frente a doxiciclina e
roxitromicina, verificamos que a roxitromicina € expressivamente mais efetiva que a
doxiciclina (p=2,985) e ofloxacin (p=3,646 ).

A resisténcia cruzada entre doxiciclina + roxitromicina e doxiciclina + ofloxacina néo
é estatisticamente significante para ambas as espécies (p> 0,05). A resisténcia cruzada entre
roxitromicina + ofloxacina é estatisticamente significante para M. hominis quando comparamos
com Ureaplasma sp. (p= 0,02515). Ao avaliar a resisténcia cruzada a trés drogas
(doxiciclinatroxitromicina+ofloxacina) concluimos que M. hominis apresenta maior resisténcia
cruzada quando comparado com Ureaplasma sp. (p=0,02515). O percentual de isolados
sensiveis a todos os antimicrobianos foi igual para ambas as espécies (p=0,05).

KRAUSEE e SCHUBERT (2010), observaram que significativamente mais isolados
de M. hominis (aproximadamente 10-13%) do que de Ureaplasma sp. (aproximadamente 1-
3%) mostravam-se resistentes a tetraciclinas. Embora neste estudo a resisténcia a doxiciclina
apresente-se mais elevada, 30,8% para M. hominis e 28,2% para Ureaplasma sp., ndo ha
diferenca significativa para ambas as espécies. Resultados anteriores em diferentes paises tem
mostrado dados similares aos obtidos neste estudo,apontando crescente aumento de resisténcia
as tetraciclinas (JAGIELSKI, 1979; KOUTSKY, STAMM et al, 1983; CUMMINS e
McCORMACK, 1990; BLANCHARD, CRABB et al, 1992; KENNY e CARTWRIGHT,
1994; KILIC, KAYGUSUZ et al, 2004).

Segundo TARASKINA, SAVICHEVA et al, (2002) a alta percentagem de
microrganismos contendo gene tetM na vagina poderia favorecer a transferéncia deste
determinante de resisténcia. A resisténcia de cepas de M. hominis a doxiciclina encontrada deve
ser alvo de estudos mais aprofundados visando verificar a presenca de plasmidio tetM e outros
determinantes genéticos de resisténcia considerando que ja foram detectados isolados tetM
positivos susceptiveis a tetraciclinas (DEGRANGE, RENAUDIN et al, 2007, BEETON,
CHALKER et al, 2009), o que demonstra a relevancia do teste de susceptibilidade e a
importancia de sua associagdo as técnicas moleculares como a PCR na avaliacao da resisténcia

a antibioticos.
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Embora as quinolonas representem um grupo de farmacos antimicrobianos com boa
efetividade contra M. hominis, nossos dados apontam consideraveis chances de falha
terapéutica com a prescricdo destes agentes. Resultados semelhantes tem sido encontrados em
estudos anteriores: Na China (1999-2004), a taxa de resisténcia as fluoroquinolonas
(ofloxacina, ciprofloxacina) foi muito elevada ( > 50%) aumentando ao longo do periodo do
estudo (XIE e ZHANG, 2006. Na italia foi detectado 27,7% de resisténcia para M. hominis e
27,3% para Ureaplasma sp. (LELI, MENCACCI et al, 2012). Enquanto que na Roménia
encontrou-se 16,0% de resisténcia de ofloxacin para Ureaplasma sp. (MIHAI, BOGDAN et al,
2011).

Na Alemanha foi encontrado 30% e 65% de resisténcia a ciprofloxacina em cepas de
Mycoplasma hominis e Ureaplasma sp. respectivamente, cujo estudo abrangeu um periodo de
20 anos (KRAUSEE e SCHUBERT, 2010), mas ofloxacina foi eficaz contra ambas as espécies
(> 95% de sensibilidade). Esses Ultimos dados contrastam com os resultados encontrados neste
estudo e expressam a variacdo global da resisténcia e a necessidade de se avaliar o perfil de
susceptibilidade para a selecdo de terapia apropriada.

O uso irrestrito e inapropriado de fluoroquinolonas na terapia das infec¢des do trato
urinario poderia ser um fator determinante para as altas taxas de resisténcia a ofloxacina
encontradas. Os resultados obtidos evidenciam a necessidade de avaliagdo da susceptibilidade a
outros representantes do grupo das fluorquinolonas, como Moxifloxacina ja que diversos
estudos tem demonstrado a alta atividade de Moxifloxacina, principlamente nas falhas de
tratamento usando doxiciclina ou azitromicina (TWIN, JENSEN et al, 2012), o que a torna
uma droga em potencial para a terapia de infec¢bes urogenitais ocasionadas por Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma genitalium e Mycoplasma hominis.

Diversos estudos tem apontado niveis varidveis de resisténcia em M. hominis a
diferentes representantes da classe dos macrolideos. MARTINEZ, CASTILHO et al, (2006)
encontraram 28,57% de resisténcia a roxitromicina para M. hominis. Neste estudo observamos
um percentual bem mais elevado (57,5%), embora a roxitromicina ndo seja uma droga
usualmente prescrita na regido norte do pais. Tal achado evidencia que a inatividade pode se
estender a outros representantes deste grupo de antibacterianos, tais como a claritromicina e a
azitromicina, esta Ultima amplamente prescrita.

Embora roxitromicina tenha se mostrado altamente efetiva para os isolados de
Ureaplasma sp. ndo se pode afirmar se € conveniente predizer esta susceptibilidade a analogos

dos macrolideos (azitromicina, claritromicina e eritromicina) que aparentemente seriam uma
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excelente alternativa para a terapéutica das infec¢Oes ocasionadas por este agente. Em todo
caso, estudo desenvolvido por MARTINEZ, CASTILHO et al, (2006) evidenciaram a baixa
resisténcia a macrolideos (5,8% para azitromicina; 2,9% para claritromicina e 5,8% para a
eritromicina). Esses dados assimilam-se aos encontrados em outras regides do mundo.
BEETON, CHALKER et al, (2009) encontraram a partir de isolados de Ureaplasma sp. obtidos
de lavado bronquico alveolar de neonatos em um hospital universitario no Reino Unido, 1,6%
de resisténcia a eritromicina, valores proximos dos encontrados em nosso estudo (2,8%).

Os isolados roxitromicina resistentes identificados neste estudo precisam ser melhor
avaliados através de estudos moleculares a fim de determinar a prevaléncia de mutacdes nos
genes relevantes associadas com a resisténcia.

A avaliacdo da susceptibilidade dos isolados a azitromicina seria necessaria também
para verificar sua eficacia em relacdo a doxiciclina, considerando que € uma alternativa de

primeira escolha na terapia das uretrites ndo gonocadcicas e ndo clamidiais na regido norte.
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7. CONCLUSAO

o O presente trabalho é pioneiro no estudo da susceptibilidade antimicrobiana de
isolados de M. hominis e Ureaplasma sp. na regido norte do Brasil.

o Os resultados obtidos evidenciam que os niveis de resisténcia detectados séo
elevados e apontam a necessidade de considerar sempre a possibilidade de deteccdo de
micoplasmas com titulos superiores a 10* UTC (Unidades Trocadoras de Cor) associados a
qualquer infeccdo do trato urogenital sob pena de falha no tratamento e recidiva dos sintomas.

o Considerando os menores niveis de resisténcia detectados para doxiciclina em
relacdo a ofloxacin, a prescricdo da primeira é mais indicada para infec¢fes por M. hominis e a
roxitromicina e seus analogos para Ureaplasma sp.

o Nossos resultados mostram que o regime empirico adotado para o tratamento de
transtornos urogenitais, sobretudo uretrites ndo gonocdcicas, p6s gonococicas e ndo gondcicas
e ndo clamidiais é ineficaz considerandoa etiologia micoplasmica e os niveis elevados de
resisténcia encontrados para doxiciclina e ofloxacina.

o Apesar das dificuldades no cultivo, quantificacdo e caracterizacdo das espécies,
bem como na padronizacdo de testes de susceptibilidade é imprescindivel o diagndstico
laboratorial das infecgdes por micoplasmas para que a clinica tenha embasamento para a

terapéutica das mesmas.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A estocagem dos isolados bacterianos possibilitou a avaliacdo da susceptibilidade a
drogas, nosso objetivo futuro é implantar um teste de susceptibilidade antimicrobiana in house
com metodologia baseada na inibicdo metabdlica que propicie a redugdo dos custos da
avaliacdo do perfil de susceptibilidade e possa ampliar o arsenal de drogas a serem testadas.

O material genético obtido a partir da extracdo de DNA bacteriano dos isolados podera

servir para estudos futuros que englobem determinantes genéticos de resisténcia.
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9. LIMITACOES DO ESTUDO

A manutencéo dos isolados bacterianos viaveis foi um dos fatores limitantes, uma vez que

a interferéncia de inibidores de crescimento, como antibioticos ou anticorpos eventualmente
presentes no soro no caldo utilizado como suplemento para o crescimento. A dilui¢do foi umas
estratéegias encontradas para superar este impedimento, uma vez que a omissdo desta diluicdo
é¢ uma das razdes pelas quais alguns laboratorios tém dificuldade no isolamento dos
micoplasmas, pois freqlientemente a amostra nao-diluida é negativa, enquanto as diluigdes
seguintes apresentam crescimento (47).

Outro fator limitante ao cultivo é o tempo pois as culturas sdo incubadas até duas semanas.

A impossibilidade de observar a correlacdo entre a prevaléncia de resisténcia entre os diferentes

sorotipos de Ureaplasma sp. e as duas espécies conhecidas.
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