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RESUMO

Introducdo: Ha tempos Micoplasmas Genitais como o Ureaplasma vém sendo
implicados na patogénese de trabalho de parto prematuro e morbidade neonatal, mas seu
real papel permanece obscuro e¢ sua prevaléncia no sangue de recém-nascidos de muito
baixo peso ainda ndo foi estudada em nosso meio.

Objetivo: Determinar a prevaléncia da infecgdo por Ureaplasma urealyticum (Uu) e
Ureaplasma parvum (Up) em uma amostra de recém-nascidos de muito baixo peso
(RNMBP) e avaliar os fatores associados.

Pacientes e métodos: Foi realizada extra¢do de DNA de amostras de sangue de
RNMBP coletadas nas primeiras 72 horas de vida e a presenca de Uu e/ou Up foi
identificada por técnica de Rea¢do em Cadeia de Polimerase (PCR). Os recém-nascidos
foram acompanhados até a alta hospitalar.

Resultados: Noventa e cinco recém-nascidos de muito baixo peso foram incluidos
no estudo. A deteccdo de Uu e/ou Up ocorreu em 12 recém-nascidos (12,63%). Em 5,26%
foi detectado somente Uu, em 5,26% somente Up e em 2,11% ambos. Na analise univariada
a presenga de Ureaplasma foi associada a infecg¢do ovular e a trabalho de parto prematuro.
Pré-eclampsia e ser PIG foram associados a menor ocorréncia de Ureaplasma. Quando
analisados apenas os nascimentos decorrentes de trabalho de parto prematuro, a prevaléncia
da infecg¢@o por Ureaplasma foi de 25%. Pela regressdo logistica passo a passo, somente
trabalho de parto prematuro manteve-se estatisticamente significante aumentando em 9
vezes a chance de positividade para Ureaplasma.

Concluséo: A infecgdo por Ureaplasma é comum em recém-nascidos de muito
baixo peso, principalmente entre os nascidos de trabalho de parto prematuro, refor¢ando a
hipdtese de associagdo entre prematuridade e infecgdo por Ureaplasma.

Palavras-chave: Ureaplasma, prematuridade, sepse neonatal, parto prematuro,

displasia broncopulmonar.



ABSTRACT

Introduction: Ureaplasma has long been implicated in the pathogenesis of both
preterm labor and neonatal morbidity, but its actual role remains unclear, and it’s
prevalence in the blood of very low birth weight (VLBW) infants has not been studied
in our country.

Objective: To determine the prevalence of Ureaplasma urealyticum (Uu) and
Ureaplasma parvum (Up) bacteremia in a sample of very low birth weight infants and
evaluate the associated factors.

Patients and methods: DNA was extracted from blood samples collected
during the first 72 hours of life of VLBW infants and the presence of Uu and/or Up was
identified by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). The newborns were
followed up until hospital discharge.

Results: Ninety-five very low birth weight newborns were included in the study.
Detection of Uu and / or Up occurred in 12 infants (12.6%). We detected Uu in 5.2%,
Up in 5.2% and both in 2.1%. In univariate analysis the presence of Ureaplasma was
associated with clinical chorioamnionitis and preterm labor. Pre-eclampsia and SGA
were associated with lower incidence of Ureaplasma. When analyzing only the births
due to preterm labor, the prevalence of Ureaplasma bacteremia was 25%. Only preterm
labor remained statistically significant after step by step logistic regression analysis
increasing by 9 times the chance of Ureaplasma occurrence.

Conclusion: Ureaplasma bacteremia is common in very low birth weight
infants, especially among those born of premature labor, reinforcing the hypothesis of
an association between prematurity and Ureaplasma infection.

Key words: Ureaplasma; prematurity; neonatal sepsis; brochopulmonary

dysplasia; preterm labor



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BPD Bronchopulmonary Dysplasia
CPAP Pressdo Positiva Continua nas Vias Aéreas
CSF Cerebrospinal Fluid

DBP Displasia Broncopulmonar

DMH Doenca da Membrana Hialina

ECN Enterocolite necrosante

FiO, Fragdo inspirada de Oxigénio
HCPA Hospital de Clinicas de Porto Alegre
HIS Hibridizagao in situ

HPIV Hemorragia Peri-intraventricular

IC Intervalo de Confianca

IL Interleucina

LCR Liquido cefalorraquidiano

NEC Necrotizing Enterocolitis

0O, Oxigénio

OR Odds Ratio

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase
PDI fndice de Desenvolvimento Psicomotor
PE Pré-eclampsia

PIG Pequeno para Idade Gestacional
PIVH Peri-intraventricular Hemorrhage
RDS Respiratory Distress Syndrome

RNMBP Recém-nascido de Muito Baixo Peso



SGA Small for Gestational Age

STORCH Sifilis, Toxoplasmose, Rubéola, Citomegalovirus ¢ Herpes

TNF Tumor Necrosis Factor

TPP Trabalho de Parto Prematuro
Up Ureaplasma parvum

UTI Unidade de Terapia Intensiva
Uu Ureaplasma urealyticum
VLBW Very Low Birth Weight

VM Ventilagdo Mecanica

Nota: Algumas siglas foram mantidas na sua versdo original, em ingl€s, por serem

assim mundialmente reconhecidas.
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1-INTRODUCAO

Ainda nos dias atuais, a sepse neonatal continua sendo a maior causa de
morbidade e mortalidade em neonatos, principalmente em recém-nascidos de muito
baixo peso de nascimento (RNMBP). A mortalidade por sepse neonatal precoce
diminuiu na década de 90 em recém-nascidos a termo, mas os prematuros continuam
sob alto risco para esta patologia e suas sequelas (CLOHERTY ET AL., 2008).

As duas fontes principais de infec¢do no recém-nascido sdo a mie ¢ o ambiente
do bergario. As infec¢des que se manifestam nas primeiras 72 horas de vida resultam
habitualmente da exposi¢do a microorganismos de origem materna. A infec¢do pode
ser adquirida da mae por via transplacentaria ou no momento do parto. A infec¢do
intrauterina pode ser o resultado da disseminagdo ascendente de bactérias a partir do
trato genital colonizado. O liquido amniotico infectado pode desencadear parto
prematuro e pode ser aspirado pelo feto, causando pneumonia congénita e sepse
neonatal precoce (MAC DONALD, MULLETT E SESHIA, 2005).

O Ureaplasma urealyticum, recentemente dividido em Ureaplasma urealyticum
e Ureaplasma parvum, ¢ um microorganismo classificado como Micoplasma que
pode colonizar o trato genital feminino. A colonizagdo por Ureaplasma em gestantes
estd associada a ruptura prematura de membranas, corioamnionite e parto prematuro
(WAITES ET AL., 2009; VISCARDI, 2010).

O foco principal do Ureaplasma no neonato ¢ pulmonar. Ele pode causar
pneumonia congénita, ¢ a bacteremia por Ureaplasma pode ser acompanhada de

pneumonia grave (WAITES ET AL., 1989). Ele pode também ser encontrado como
colonizador do trato respiratorio em recém-nascidos, o que parece estar associado a

displasia broncopulmonar (DBP) e doenca pulmonar crénica (WANG ET AL., 1995;
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SCHELONKA ET AL., 2005, HONMA ET AL., 2007), embora existam
controvérsias sobre a real contribui¢do deste microorganismo no desenvolvimento da
DBP (OLLIKAINEN ET AL., 2001).

Micoplasmas genitais como Ureaplasma eventualmente sdo isolados do sangue
de recém-nascidos sépticos. Cassell e colaboradores observaram bacteremia
concomitante em 26% dos neonatos prematuros com culturas endotraqueais positivas
para Ureaplasma urealyticum (CASSEL ET AL., 1991). Outros pesquisadores ndo
isolaram Micoplasmas genitais do sangue ou do liquor (LCR) de recém-nascidos com
suspeita de sepse (DYKE ET AL., 1993; IZRAELI ET AL., 1991).

A falta de conhecimento conclusivo sobre o potencial patogénico do
Ureaplasma se deve em parte a falta de familiaridade dos médicos e microbiologistas
sobre suas necessidades para crescimento em cultura, gerando dificuldades na sua
deteccdo. Esta situacdo esta mudando devido a uma maior identificacdo de
Micoplasmas genitais como patdgenos neonatais e a melhorias nas técnicas para sua
deteccdo laboratorial (WAITES ET AL., 2005).

Qualquer medida para prevencdo e controle desse microorganismo precisa ter
como ponto de partida sua prevaléncia na populagdo, e esta prevaléncia ainda nao foi
definida em RNMBP do nosso meio.

O presente estudo tem como proposta determinar a prevaléncia do Ureaplasma
urealyticum e do Ureaplasma parvum em RNMBP através da identificagdo destes

patdgenos no sangue por técnica de Reagcdo em Cadeia de Polimerase (PCR).
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- O prematuro de muito baixo peso

Recém-nascidos menores e mais imaturos sobrevivem hoje devido a avangos nos
cuidados intensivos neonatais. O aumento na sobrevida destes neonatos vulneraveis
resulta em mais criangas em risco para diversas morbidades. Os RNMBP (peso de
nascimento menor ou igual a 1500g) sdo especialmente suscetiveis a infecgoes. Eles
apresentam deficiéncias na funcdo de barreira das mucosas e na resposta imune tanto
inata quanto adaptativa. A producdo de anticorpos em resposta a patdogenos invasivos é
limitada e a quantidade de IgA secretora também pode ser mais baixa nas superficies
mucosas quando comparados a neonatos mais maduros. Deficiéncias celulares na
quimiotaxia, fagocitose e elimina¢do de microorganismos aumentam a vulnerabilidade
dos prematuros a infecgdes sistémicas (KAUFMAN E FAIRCHIL, 2004). Deficiéncias
em componentes sanguineos do complemento, defensinas, fibronectina e anormalidades
na produgdo de citocinas contribuem ainda mais para esta relativa imunodeficiéncia do
neonato pré-termo. Além disso, RNMBP recebem muito menos imunoglobulinas
maternas por transferéncia placentaria, o que costuma ocorrer em estagios mais tardios

da gestacdo (SCHELONKA ET AL., 1998).

2.2- Sepse neonatal precoce

Neonatos, particularmente os prematuros, sdo especialmente vulneraveis a
disseminagdo de organismos infecciosos para a corrente sanguinea e sistema nervoso
central. Bactérias Gram positivas e negativas convencionais sdo primariamente
consideradas na sepse neonatal; entretanto, quando microorganismos como Ureaplasma

sdo especificamente procurados, evidéncias mostram que eles podem ser significativos
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na etiologia das doengas pulmonares neonatais, bacteremia e at¢é meningite. Como a
maioria das infecgdes neonatais, a infec¢do por Ureaplasma ndo costuma causar
manifestacdes clinicas especificas, mas deve ser considerada quando sinais e sintomas
de infec¢do estdo presentes e o neonato nao responde aos antimicrobianos usualmente
prescritos e as culturas ndo revelam um agente etiologico especifico (WAITES, 2008).

Vinte por cento dos RNMBP apresentam alguma infeccao sistémica, e apesar
dos avancos no cuidado intensivo neonatal e nos antibioticos, a mortalidade é até trés
vezes maior nesses prematuros do que naqueles que ndo apresentam sepse durante sua
hospitalizacdo (KAUFMAN E FAIRCHIL, 2004).

A sepse neonatal precoce (que ocorre nas primeiras 72 horas de vida) pode ser
dividida em casos comprovados — aqueles em que ha isolamento de uma bactéria
patogénica em cultura (hemocultura ou exame bacterioldégico de ponta de cateter) — e
sepse presumivel, definida pela presenca de sinais clinicos de infec¢do na auséncia de

crescimento de germe em cultura.

2.3- Displasia broncopulmonar

A displasia broncopulmonar (DBP) ¢ uma doenca pulmonar crénica com
caracteristicas clinicas, radiologicas e histologicas proprias. Acomete, em geral, os
recém-nascidos prematuros submetidos a oxigenioterapia e a ventilagdo mecanica nos
primeiros dias de vida.

Conforme a conferéncia de consenso realizada nos EUA e organizada pelo
Instituto Nacional de Saude, a DBP deve ser considerada em qualquer neonato que
permaneca dependente de oxigénio em concentragdes acima de 21% por um periodo
maior ou igual a 28 dias. Tal paciente, de acordo com a idade gestacional de

nascimento, deve ser submetido a reavaliacdo diagnostica e a determinagdo da
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gravidade da doenca. As alteragdes radioldgicas, apesar de comumente presentes, foram
consideradas de interpretacdo inconsistente, ndo sendo utilizadas para a definigdo ou
avaliagdo da gravidade da DBP de acordo com o consenso (EHRENKRANZ ET AL.,
2005).

A DBP atualmente ¢ definida pela necessidade de oxigénio (O;) suplementar
apos os primeiros 28 dias de vida. Para criancas nascidas com menos de 32 semanas de
idade gestacional, a reavaliacdo para determinagdo da gravidade ¢ realizada com 36
semanas de idade gestacional ou na alta hospitalar. Para criangas nascidas com 32
semanas ou mais de idade gestacional, o nivel de gravidade ¢ baseado na necessidade de
O, com 56 dias de vida ou na alta hospitalar. No momento da reavaliagdo, pacientes em
ar ambiente sdo considerados portadores de DBP leve. DBP moderada ¢ definida por
necessidade de O, suplementar < 30%, e grave por necessidade de O, > 30% e/ou
necessidade de pressdo positiva continua (CPAP) nas vias aéreas ou ventilacdo
mecanica (VM) (JOBE E BANCALARI, 2001; EHRENKRANZ ET AL., 2005).

A incidéncia da DBP varia de 67% entre criangas com peso de nascimento entre
500 e 750g a menos de 1% naquelas pesando 1250 a 2500g, sendo muito incomum em
prematuros maiores de 32 semanas. O uso de corticoide pré-natal reduziu a ocorréncia
de sindrome do desconforto respiratério em criangas mais maduras, a0 mesmo tempo
em que levou a sobrevivéncia de criangas mais imaturas com maior risco de
desenvolverem DBP. A administracdo de surfactante exdgeno reduziu a mortalidade,
mas ndo afetou a incidéncia de DBP (BANCALARI ET AL., 2003).

A ctiologia da DBP ¢é multifatorial ¢ complexa. O tecido pulmonar de
prematuros sofre a falta de surfactante e uma alveolarizacdo incompleta para uma
superficie ventilatoria adequada. A imaturidade pulmonar leva a microatelectasias

difusas e reducdo da complacéncia. Esses fatores tornam os pulmdes imaturos mais
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suscetiveis a lesdes oxidativas causadas pelo uso de O, suplementar e volutrauma
durante a ventilagdo mecénica. A inflamagdo consequente a infec¢des perinatais parece
ter um papel importante na patogénese da DBP e o sistema imunolégico imaturo dos
prematuros apresenta limitada habilidade em regular a resposta inflamatéria, abrindo o
caminho para a considera¢do de patdogenos perinatais como o Ureaplasma spp. como

fator causal (LYON, 2000; MANIMTIM ET AL., 2001).

2.4- Ureaplasma urealyticum e parvum

Micoplasmas sdo os menores organismos de vida livre e sdo Unicos entre os
procariontes por ndo possuirem parede celular. Esta caracteristica ¢ responsavel por suas
propriedades bioldgicas, incluindo a falta de reacdo com coloragdo de Gram ¢ a ndo
suscetibilidade a muitos agentes antimicrobianos comumente prescritos, como os beta-
lactamicos. Sdo organismos usualmente associados a mucosas, residem
extracelularmente nos tratos respiratorio e urogenital e raramente penetram na
submucosa, exceto em casos de imunossupressdo ou instrumentagdo, quando podem
invadir a corrente sanguinea e se disseminar para multiplos 6rgdos e tecidos (WAITES,
2008).

Micoplasmas sao membros da classe Mollicutes, e a falta de uma parede celular

rigida em todos os membros dessa classe os tornam muito suscetiveis a desidratacao,
limitando sua existéncia a vida parasita em associagdo as células eucarioticas de seus
hospedeiros. Seus pequenos genomas ¢ suas habilidades biossintéticas limitadas sdo
responsaveis pela necessidade de meios de crescimento complexos para seu cultivo in
vitro (WAITES ET AL., 2005). U. parvum ¢é a espécie mais comumente isolada em

espécimes clinicos (VISCARDI ET AL., 2010).
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Mycoplasma hominis e Ureaplasma spp., conhecidos coletivamente como
Micoplasmas genitais, sdo geralmente considerados oportunistas que causam infecgoes
invasivas em populagdes suscetiveis. Eles podem ser responsaveis por infeccdes como
uretrite, pielonefrite, doenca inflamatoria pélvica, endometrite, corioamnionite, atrite
infecciosa, infeccdo em feridas operatorias, pneumonia neonatal e meningite neonatal,
embora desempenhem um pequeno papel como causadores destas infec¢des, que podem
ser causadas por diversos microorganismos. Evidéncias se acumulam implicando
Ureaplasmas também na infertilidade, endometrite pds-parto, aborto espontineo,
natimortalidade, parto prematuro e morbi-mortalidade perinatal associada a pneumonia,
bacteremia, meningite ¢ doenga pulmonar cronica da prematuridade. Muitas questdes
persistem sem resposta sobre o papel desses organismos como patdégenos humanos
devido a questdes como sua alta prevaléncia em pessoas saudaveis (WAITES ET AL.,
2005).

Os Micoplasmas sao transmitidos em humanos através de contato direto entre
hospedeiros (venereamente por contato genital-genital ou genital-oral), verticalmente da
mae para o feto ou recém-nascido ou nosocomialmente através do transplante de tecidos
(WAITES, 2008).

Ureaplasma urealyticum e Ureaplasma parvum sdo agora designados como duas
espécies distintas. Sua separacdo s6 ¢ possivel através de técnicas moleculares como
PCR, por isso sdo muitas vezes considerados juntos como Ureaplasma spp.. Para
propositos clinicos, a importancia da sua separag@o ainda ¢ incerta (SHE ET AL., 2009),
embora estudos recentes demonstrem que seu potencial patogénico possa ser diferente.

Kataoka et al. encontraram evidéncias de que a colonizacao vaginal por U. parvum, mas
ndao por U. urealyticum, estda associada a aborto tardio e nascimento prematuro

(KATAOKA ET AL., 2006). Biernat-Sudolska et al. observaram que prematuros
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infectados por U. urealyticum necessitavam mais suporte ventilatorio, surfactante e
antibioticos, além de apresentarem maior mortalidade em relagdo aos infectados por U.
parvum (BIERNAT-SUDOLSKA ET AL., 2006). Ja Katz et al. ndo encontraram
diferenga significativa quanto a prevaléncia das espécies entre recém-nascidos com ou

sem DBP (KATZ ET AL., 2005).

2.5- Colonizagao materna e suas repercussoes

Ureaplasma spp. ¢ o microorganismo mais comumente isolado do liquido
amniotico de mulheres com TPP ¢ membranas integras, de mulheres com ruptura
prematura de membranas (RUPREMA), de mulheres com colo curto associado a
invasdo microbiana da cavidade amnidtica e de placentas infectadas (VISCARDI ET
AL.,2010). A infec¢do intrauterina ¢ uma causa importante de TPP e pode ser
detectada em aproximadamente metade dos nascimentos prematuros, especialmente os
que ocorrem com menos de 30 semanas de idade gestacional. Essas infeccdes sdo
frequentemente subclinicas (KLEIN E GIBBS, 2004). Quanto menor a idade
gestacional ao nascimento, mais alta a frequéncia da infecgdo intra-amnidtica
(GONCALVES ET AL., 2002).

Os possiveis papéis dos Micoplasmas genitais em doengas do trato reprodutor
feminino tém sido debatidos desde a década de setenta. Sua presenca tem sido
consistentemente associada a multiplas complica¢des obstétricas incluindo infertilidade,
corioamnionite, aborto espontaneo, parto prematuro, morbidade neonatal e mortalidade
perinatal. Ha evidéncias de que o tempo, duragdo e intensidade da resposta inflamatoria
a infecg¢@o por Ureaplasma sdo os principais determinantes dos resultados gestacionais e
neonatais. (WAITES ET AL., 2005; VOLGMANN ET AL., 2005; KIRCHNER ET

AL., 2007).
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A associagdo inicial com infertilidade deve-se a estudos demonstrando que
Ureaplasmas sdo isolados mais comumente do trato genital inferior de casais inférteis
do que de casais férteis (GNARPE E FRIBERG, 1972), mas algumas investigagcdes
subsequentes nao obtiveram o mesmo resultado (MATTHEWS ET AL., 1975;
UPADHYAYA ET AL., 1983). Estudos adicionais com culturas endometriais
mostraram que a presenca de Ureaplasmas ¢ mais frequente em mulheres inférteis do
que em mulheres férteis, mesmo quando as taxas de colonizag@o cervicovaginais dos
dois grupos sdo similares (STRAY-PEDERSEN ET AL., 1978, STRAY-PEDERSEN
ET AL., 1982). Sabe-se também que Ureaplasmas sdo capazes de se fixar ao
espermatozoide e reduzir sua motilidade, explicando sua associacdo com a infertilidade
masculina encontrada em alguns estudos. Apesar disso, as taxas de concepcdo apods
tratamento antimicrobiano de casais inférteis sdo variaveis (TAYLOR-ROBINSON ET
AL., 1999).

Ureaplasma spp. foi isolado de amostras cervicovaginais de 40 a 80% de
mulheres assintomaticas sexualmente ativas nos Estados Unidos. A colonizacdo foi
associada a idade mais jovem, situagdo soOcio-econdmica desfavoravel, multiplos
parceiros sexuais, etnia afro-americana e uso de anticoncepcionais orais (CASSELL ET
AL., 1993).

A coloniza¢do genital com Micoplasmas genitais pode predispor ao aborto
espontaneo e baixo peso de nascimento (BAYRAKTAR ET AL., 2010). O isolamento
de Ureaplasma spp. em cultura de liquido amnidtico de mulheres com membranas
integras que subsequentemente sofreram perda fetal na presenca de corioamnionite
histolégica ja foi bem documentado, indicando que em alguns casos, este
microorganismo tem papel causal no aborto espontineo (CASSEL ET AL., 1983;

FOULON ET AL., 1986; GRAY ET AL., 1992).
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Ureaplasma spp. pode causar inflamacgdo placentaria e invadir o liquido
amnidtico precocemente na gestagdo, causando infec¢do persistente e efeitos
gestacionais adversos como parto prematuro. A colonizacdo placentaria por U.
urealyticum esta significativamente associada a corioamnionite (HONMA ET AL.,
2007), e Micoplasmas genitais ja foram isolados do sangue de aproximadamente 10%
de mulheres com febre pos-parto ou pds-aborto (CASSEL ET AL., 2001; TAYLOR-
ROBINSON ET AL., 1999). A coloniza¢do corioamniotica com Ureaplasma spp. esta
associada a triplicagdo do risco de endometrite pos-cesariana e aumento em o0ito vezes
no risco em mulheres cujo inicio do trabalho de parto foi espontineco (ANDREWS ET
AL., 1995). Andrews et al. demonstraram que a profilaxia com antibioticos com
atividade contra Ureaplasmas reduziu o tempo de hospitalizagdo, a frequéncia da
endometrite e as infecgdes de ferida operatoria (ANDREWS ET AL., 2003).

Embora existam inimeros estudos demonstrando associacdo entre colonizagdo
cervical ou vaginal por Ureaplasma e trabalho de parto prematuro (TPP)
(BREUGELMANS ET AL., 2010; HARADA ET AL., 2008, KATAOKA ET AL.,
2006; MITSUNARI ET AL., 2005; AALTONE ET AL., 2002), sua presenca na
secrecdo vaginal pode ndo ser confidvel como preditora de TPP (CAREY ET AL.,
1991), e o tratamento de gestantes com cultura de secre¢do vaginal positiva para
Ureaplasma se mostrou ineficaz na prevenc¢ao de nascimento prematuro (KLEIN ET
AL., 2004; RAYNES-GREENOW ET AL., 2004).

Relagdo mais forte com TPP ¢ vista quando o Ureaplasma esta presente no
liquido amnidtico ou placenta. A detec¢do do Ureaplasma na placenta de RNMBP varia
de 6 a 28% e ¢ inversamente relacionada a idade gestacional. As placentas com menor

taxa de recuperagdo de Ureaplasma sdo de nascimentos devido a PE ou CIUR
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(HOROWITZ ET AL., 1995; KUNDSIN ET AL., 1996; YOON ET AL., 2003,
VISCARDI 2010).

Gerber et al. obtiveram amostras de liquido amnidtico de 254 mulheres
assintomaticas entre 15 e 17 semanas de idade gestacional e testaram quanto a presenca
de U. urealyticum através de PCR. Eles encontraram que TPP ocorreu em 58,6% de
mulheres com PCR positivo comparado a 4,4% de mulheres com PCR negativo
(p<0,0001). Encontraram também que mulheres positivas para U. urealyticum
apresentavam uma prevaléncia mais alta de TPP em gestagdo prévia (20,7%) do que
mulheres negativas (2,7%, p=0,008). Com este estudo, os autores sugeriram um
potencial valor do uso do PCR no liquido amnidtico na identificacdo de mulheres em
risco para trabalho de parto e parto prematuros (GERBER ET AL., 2003).

O isolamento do Ureplasma spp. do cério-amnio foi consistentemente associado
com corioamnionite histologica e ¢ inversamente relacionado ao peso de nascimento
(CASSEL ET AL., 1993; CASSEL ET AL., 2001). A presenca de U. urealyticum no
parénquima placentario antes de 28 semanas de idade gestacional também parece
aumentar o risco de trabalho de parto e nascimento prematuros (OLOMU ET AL.,
2009).

Pacientes com ruptura prematura de membranas e invasdo da cavidade amniotica
por Ureaplasma spp. apresentam uma intensa resposta inflamatdria materna, fetal e
amnidtica (YOON ET AL., 1998). A densidade da colonizacdo por Ureaplasma
também esta relacionada a desfechos adversos na gestagdo como corioamnionite e parto
prematuro (ABEL-HORN ET AL., 1996).

A presenga de fosfolipases A e C no Ureaplasma spp. foi sugerida como o meio
pelo qual Ureaplasmas podem desencadear trabalho de parto, através da liberagdo de

acido aracdodnico e alteragdo da sintese de prostaglandinas (DE SILVA ET AL., 1991;
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DE SILVA ET AL., 1999). Estudos demonstrando elevacdo significativa do fosfolipidio
A2 em amostras de soro e de liquido amnidtico de mulheres em TPP com
corioamnionite suportam esta hipotese (KOYAMA ET AL., 2000). A capacidade do
Ureaplasma em estimular monocitos in vitro a produzir citocinas pro-inflamatérias
relevantes no nascimento prematuro também foi demonstrada (HARADA ET AL.,
2008). Citocinas elaboradas no liquido amnidtico em resposta a presenca de
microorganismos provocam a sintese de prostaglandinas no amnio, coério, decidua e
miométrio, levando a contragdes uterinas, dilatacdo cervical e exposicdo de membranas
(KLEIN E GIBBS, 2004).

Estudos experimentais também evidenciam um papel causal dos Micoplasmas
genitais na iniciacdo da resposta inflamatdria intrattero e TPP. Novy et al. realizaram
inoculagdo intra-amnidtica de U. parvum ou M. hominis em macacos rhesus, o que
resultou em ativagdo da cascata inflamatéria e contratilidade uterina progressiva,

culminando em parto prematuro (NOVY ET AL., 2009).

2.6- Colonizacao do recém-nascido

A colonizagdo de recém-nascidos por Micoplasmas genitais pode ocorrer
verticalmente de mulheres infectadas para o feto ou neonato através de pelo menos trés
diferentes rotas: Pode haver ascensdo do microorganismo do trato genital inferior
materno até o saco amnidtico, onde eles se multiplicam e atingem os pulmdes fetais (o
que pode ocorrer precocemente na gestagdo, mesmo com as membranas integras); pode
ocorrer hematogenicamente através da infec¢do placentaria com envolvimento dos
vasos umbilicais e pode ocorrer, ainda, no momento do parto pela passagem através do
canal de parto infectado com resultante colonizagdo da pele, membranas mucosas e trato

respiratorio. A transmissdo vertical varia de 18 a 88% e as taxas variam inversamente a
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idade gestacional (WAITES ET AL., 2005). Um estudo recente encontrou uma taxa de
transmissdo vertical de 60% para recém-nascidos com peso de nascimento menor ou
igual a 1000g comparado a apenas 15,3% em recém-nascidos com peso de nascimento
maior ou igual a 1500g. A taxa de colonizagdo encontrada em recém-nascidos a termo
foi de 10%, enquanto a de prematuros foi de 24% (KAFETZIS ET AL., 2004).

A taxa de colonizagdo das vias respiratorias por Ureaplasma aumenta de acordo
com o tempo de bolsa rota (KAFETZIS ET AL., 2004), indicando que, para a
maioria dos casos, o Ureaplasma ¢ provavelmente transmitido verticalmente da mae
para seus filhos pouco antes ou no momento do nascimento prematuro, como o
resultado de uma infec¢do ascendente do trato genital inferior. No entanto, em uma
coorte prospectiva acompanhada por Viscardi et al., foi observado que 23% dos
prematuros com colonizagdo respiratoria e 28% daqueles com Ureaplasma detectado no
sangue ou no LCR apresentavam tempo de bolsa rota inferior a uma hora, sugerindo que
a colonizag@o ou infec¢do nessas criancas foi o resultado da infeccdo intrauterina pré-
existente (VISCARDI ET AL., 2008; VISCARDI ET AL., 2010). Dammann et al.
encontraram que o tempo de bolsa rota era inferior a uma hora em 31% das gestacdes
com placentas positivas para Ureaplasma. Estes dados sugerem que a exposigdo fetal a
este microorganismo pode ocorrer no inicio da gravidez e pode ser sustentada durante
os periodos criticos de desenvolvimento (DAMMANN ET AL., 2003; VISCARDI ET
AL., 2010).

Infec¢des por Ureaplasma clinicamente significativas raramente ocorrem em
neonatos com mais de 34 semanas de idade gestacional, o que sugere a importancia dos
anticorpos na defesa contra esses organismos. A taxa de colonizacdo declina apds os 3
meses de idade. Menos de 5% das criancas além do periodo neonatal sdo colonizados

por Micoplasmas genitais (WAITES, 2008).
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2.7- Deteccdo do microorganismo

Meios de cultura e condicdes de crescimento especificos sdo necessarios e a
maioria dos laboratorios ndo oferece estes servicos. Culturas bacterianas de rotina nao
detectam Ureaplasma spp.. Amostras podem ser coletadas em um sistema liquido de
transporte especifico para Micoplasmas. Para que os organismos permane¢am viaveis,
prevenir a desidratacdo e proteger de temperaturas adversas ¢ essencial. Em recém-
nascidos, cultura de secre¢do nasofaringea ou endotraqueal sdo apropriadas,
especialmente se apresentam evidéncias clinicas ou radiograficas de pneumonia. O
isolamento com sucesso do Ureaplasma spp. a partir do sangue necessita inoculagdo de
mais de 10mL diretamente no meio de crescimento liquido para Micoplasma, embora
volumes menores possam ser usados para neonatos. Estudos soroldgicos ndo sdo uteis
para avaliar infecgdes por Micoplasmas genitais e técnicas moleculares estdo
disponiveis limitadamente a laboratdrios de pesquisa ou de referéncia (WAITES, 2008).

O uso do PCR na deteccdo de Ureaplasmas foi sustentado em investigagoes
recentes que mostraram que pacientes com PCR positivo para Ureaplasma spp., mas
com cultura negativa no liquido amnidtico, tiveram taxas mais altas de morbidade
neonatal significativa do que aqueles com cultura e PCR negativos. Entretanto, ndo
houve diferenca significativa nos desfechos perinatais entre pacientes com cultura
negativa e PCR positivo e aqueles com cultura positiva (YOON ET AL., 2003).

As vantagens do PCR na detecgdo de Micoplasmas genitais incluem o fato de
ndo necessitar de organismos viaveis, ter um limite de deteccdo muito melhor que a
cultura, além de resultados disponiveis em um dia (WAITES ET AL, 2005). Biernat-
Sudolska et al. encontraram que a sensibilidade e a especificidade do PCR em

comparagdo a cultura para deteccdo de Ureaplasmas do aspirado traqueal em 500
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recém-nascidos prematuros foi de 86 e 98%, respectivamente (BIERNAT-SUDOLSKA
ET AL., 2006).

Multiplos estudos mostram que a habilidade do PCR em detectar Ureaplasmas
no trato génito-urinario feminino é comparavel ou superior a da cultura (AALTONE ET
AL., 2002; ABELE-HORN ET AL., 1996; COLAIZY ET AL., 2003; LUKI ET AL.,
1998, YOON ET AL., 2000; NASUTION ET AL., 2007). A concordancia entre PCR ¢
cultura em amostras de aspirado traqueal também ¢ excelente, variando de 91 a 99%
(CUNLIFFE ET AL., 1996; NELSON ET AL., 1998; BLANCHARD ET AL., 1993).
Entretanto, amostras como o sangue, que pode conter uma concentracdo muito baixa do
microorganismo em meio a uma imensa quantidade de DNA humano, podem ndo ser
ideais para PCR (WAITES ET AL., 2005). Possivelmente este seja o motivo da
inexisténcia de estudo que compare PCR com cultura para detecgdo de Ureaplasmas no

sangue.

2.8- Relevancia clinica da colonizagdo do recém-nascido

2.8.1- Associagdo com Pneumonia congénita e neonatal

As doengas respiratorias permanecem sendo a causa mais comum de morbidade
e mortalidade perinatal, especialmente em recém-nascidos prematuros. As investigacdes
sobre um potencial papel do Ureaplasma spp. nas doengas respiratorias neonatais
iniciaram na década de 70, ¢ estudos nos anos 80 ¢ 90 mostraram conclusivamente que
Ureaplasma spp. pode causar doenga respiratoria em neonatos em algumas
circunstancias. Ureaplasmas sdo os microorganismos mais comumente isolados do
liquido amnidtico, da placenta e do trato respiratorio de prematuros, e sua habilidade em

induzir inflamacao nesses locais ¢ inegavel. A doenca pulmonar associada a esses
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microorganismos ndo se deve necessariamente a sua presenga, mas ao potente estimulo
a citocinas pro-inflamatérias e talvez ao bloqueio as citocinas contra-reguladoras.

Evidéncias de que o Ureaplasma spp. causa pneumonia congénita incluem:
presenga de pneumonia histoloégica e corioamnionite em neonatos e placentas com
culturas positivas; manifestacdes clinicas de disfuncdo respiratoria e alteragdes
radiograficas indicativas de pneumonia em recém-nascidos com cultura positiva;
demonstragdo do microorganismo em tecido pulmonar por imunofluorescéncia e
microscopia eletronica e desenvolvimento de modelos em roedores e primatas de
pneumonia que se assemelha a doenga em humanos (WAITES ET AL., 2005).

Walsh et al. demonstraram a patogenicidade dos Ureaplasmas no pulmao
neonatal através da inoculagdo intratraqueal de Ureaplasmas em babuinos prematuros.
Esses animais foram mantidos em ventilagdo mecanica com oxigénio a 100% durante 6
dias. Dois animais inoculados com Ureaplasma desenvolveram bronquiolite aguda com
ulceragdo epitelial e infiltrado neutrofilico, semelhante ao que foi descrito em
pneumonia por Ureaplasma em neonatos humanos. Essas lesdes ndo ocorreram em
quatro animais controles que ndo receberam inoculagdo do Ureaplasma, mas foram
tratados da mesma forma. Ureaplasma spp. foi recuperado em culturas de sangue,
aspirado traqueal, liquido pleural e tecido pulmonar e/ou renal desses dois animais
infectados (WALSH ET AL., 1993).

Em autdpsia de neonato falecido por pneumonia e sepse por Ureaplasma spp.
(com culturas de sangue, liquido pleural e secrecdo traqueal positivas), o tecido
pulmonar apresentava extensa e severa reagdo inflamatéria com deposi¢@o abundante de
fibrina (WAITES ET AL., 1989).

Cultrera et al. realizaram PCR para detecg¢do de U. parvum e U. urealyticum do

aspirado traqueal ou nasofaringeo de 50 neonatos prematuros. 15/24 neonatos com
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sindrome do desconforto respiratdrio e 4/26 sem esses sintomas eram positivos para U.

urealyticum ou parvum (p<0,001) (CULTRERA ET AL., 2006).

2.8.2- Associagao com Displasia Broncopulmonar

A presenga do Ureaplasma como colonizador do trato respiratorio em recém-
nascidos parece estar associada a DBP e a doenga pulmonar cronica. Essa associagdo
tem sido demonstrada em intimeros estudos, desde 1988 (CASSEL ET AL., 1988;
SANCHEZ ET AL., 1988; WANG ET AL., 1995; GALETTO ET AL., 2001;
SCHELONKA ET AL., 2005; HONMA ET AL., 2007). Colaizy et al. recentemente
estudaram 139 RNMBP intubados e encontraram uma prevaléncia de coloniza¢do de
secregdo traqueal por Ureaplasma spp. de 25%. O risco para os desfechos combinados
DBP ou morte por doenga pulmonar encontrado, apds controle para fatores de confusio,
foi 4,2 vezes maior em RNMBP colonizados por Ureaplasma do que nos ndo
colonizados (p<0,001; IC 95% 1.03-17) (COLAIZY ET AL., 2007). Kafetzis et al.
também encontraram associagdo da colonizagdo do trato respiratorio por U. urealyticum
com o desenvolvimento de doenga pulmonar crénica e com maior mortalidade
(KAFETZIS ET AL., 2004); assim como Payne et al., que encontraram um risco
relativo para DBP ou morte entre os colonizados por Ureaplasma de 4,8 (IC 95% 1,15-
20,13) (PAYNE ET AL., 2010).

Apesar disso, ainda existem controvérsias sobre a real contribuicdo deste
microorganismo no desenvolvimento da DBP, ja que alguns autores ndo encontraram tal
associacdo em seus estudos (OLLIKAINEN ET AL., 2001; HEGGIE ET AL., 2001;
PANDEY ET AL., 2007). Aaltonen et al. analisaram 49 recém-nascidos com menos de
30 semanas de idade gestacional quanto a colonizagdo do trato respiratdrio inferior por

U. urealyticum. Eles encontraram que 45% dos 33 recém-nascidos com inicio
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espontaneo do trabalho de parto eram colonizados, comparado a nenhum dos nascidos
eletivamente. O risco relativo para DBP entre os nascidos por trabalho de parto
espontaneo era significativamente maior do que entre os nascidos eletivamente. Com
isso os autores concluiram que quando se leva em consideracdo a exposicdo a
inflamagdo intra-amnidtica, o U. urealyticum parece ndo ter um papel independente na
patogénese da DBP, e que seu papel deve ter sido excessivamente enfatizado por ele ser
o causador mais comum de infecgdo intra-amnidtica (AALTONEN ET AL., 2006).

E possivel que a infecgdo por Ureaplasma contribua na patogénese da DBP em
RNMBP através de uma pneumonia que leva a uma maior necessidade de oxigénio e de
pressdoes mais elevadas na ventilagdo mecanica em neonatos infectados, criando um
ciclo vicioso de inflamacdo e lesdo (CASSEL ET AL., 2001). A hiperdxia ainda
contribui nos efeitos patoldgicos pulmonares através da producdo de radicais livres,
dano aos pneumocitos e alteracdes da permeabilidade na parede alveolar. Um estudo em
animais mostrou que a hiperoxia leva a persisténcia do U. urealyticum nos pulmoes de
ratos recém-nascidos, potencializando a resposta inflamatéria e transformando uma
pneumonia auto-limitada em uma doengca letal (CROUSE ET AL., 1990).

Castro-Alcaraz et al. estudaram 125 RNMBP durante 12 meses, coletando
amostras de secrecdo endotraqueal ¢ nasofaringea com 1, 3 e 7 dias de vida e apos
semanalmente. Quarenta criangas (32%) apresentaram uma ou mais amostras positivas
para U. urealyticum por cultura ou PCR. Foram identificados 3 padrdes de colonizagao:
persistentemente positivo (n=18), precoce transitorio (n=14) e aquisi¢do tardia (n=8).
Ao comparar as taxas de doenga pulmonar crénica nos 3 grupos com o grupo nio
colonizado, eles encontraram uma taxa significativamente mais alta de doenca pulmonar
cronica com 28 dias de vida (OR 8,7; 95% CI 3,3-23) e com 36 semanas de idade pds-

concepcional (OR 38,5, 95% CI: 4-374) apenas para aqueles com colonizagdao
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persistentemente positiva (45% dos colonizados). Eles concluiram que o risco de
desenvolver doenga pulmonar cronica varia com o padrdo de colonizagdo por U.
urealyticum (CASTRO-ALCARAZ ET AL., 2002).

Neonatos com o trato respiratorio inferior colonizado por Ureaplasma parecem
apresentar alteragdes radiologicas compativeis com DBP mais precocemente do que
aqueles ndo colonizados. Pacifico et al. encontraram que 9 de 40 (22,5%) neonatos
colonizados por Ureaplasma contra 1 de 42 (2,3%) ndo colonizados desenvolveram
alteracdes radiograficas displasicas precoces (p=0,006) (PACIFICO ET AL., 1997).

Outro estudo avaliou radiografias de torax de 44 prematuros colonizados no trato
respiratorio inferior com Ureaplasma spp. em comparagdo aos com cultura negativa e
encontrou que pneumonia era duas vezes mais comum entre os infectados. Além disso,
alteracdes displasicas pulmonares precoces (com duas semanas de vida) foram
significativamente mais comuns no grupo colonizado, independente da idade
gestacional, raga e sexo (CROUSE ET AL., 1993).

Viscardi et al. analisaram amostras de necropsias pulmonares de RNMBP.
Foram comparadas amostras de 5 controles falecidos por causas ndo pulmonares, 13
neonatos com pneumonia e sem infecgdo por U. urealyticum (com culura e/ou PCR
negativos) ¢ 5 neonatos com doenca pulmonar e cultura e/ou PCR positivo para U.
urealyticum no aspirado traqueal e/ou tecido pulmonar. Eles encontraram uma tendéncia
ao predominio de neutrdfilos nos alvéolos de neonatos com pneumonia sem infec¢ao
por Ureaplasma, mas uma tendéncia ao predominio de macrofagos alveolares naqueles
infectados por Ureaplasma. Encontraram também aumento da fibrose intersticial em
todas as amostras de neonatos infectados por Ureaplasma e concluiram que a infecgao
por U. urealyticum pode contribuir para inflamagao cronica e fibrose precoce no pulmao

prematuro (VISCARDI ET AL., 2002).
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Benstein et al. estudaram tecido pulmonar de necropsia de 7 criangas com
cultura positiva e 7 com cultura negativa para U. urealyticum. Eles pesquisaram a
identificagdo do Ureaplasma no tecido pulmonar neonatal através da hibridiza¢ao in
situ (HIS). Todos com cultura positiva também eram positivos na HIS e apresentavam
evidéncias histopatologicas de DBP. Dois dos 7 casos com cultura negativa eram
positivos para Ureaplasma na HIS e também apresentavam DBP a necropsia. Os outros
5 com cultura e HIS negativos ndo tinham evidéncia de DBP (BENSTEIN ET AL.,
2003).

Theilen et al. encontraram que prematuros em VM com Ureaplasma spp. em
secrecdo traqueal apresentavam menos sinais de desconforto respiratério inicialmente,
mas eram mais suscetiveis a deterioragdo clinica e radioldgica e frequentemente
necessitavam re-intubagdo. Neonatos com Ureaplasma apresentavam também
alteracdes enfisematosas precoces nas radiografias de torax, desde os 5 dias de vida com
diferenga pronunciada no décimo dia de vida (THEILEN ET AL., 2004).

Wang, Ohlsson e Kellner realizaram uma metanalise sobre o assunto e
encontraram um risco relativo para o desenvolvimento de doenca pulmonar cronica em
neonatos colonizados por U. urealyticum em relagdo aos ndo colonizados de 1,72 (CI
95%, 1,5 - 1,96) (WANG, OHLSSON E KELLNER, 1995).

Outra metanalise sobre o papel da colonizagdo por Ureaplasma no
desenvolvimento da DBP foi realizada por Schelonka et al. Foram avaliados 36 estudos
com coortes de recém-nascidos rastreados quanto a presenca de Ureaplasma por cultura
ou PCR e seguidos prospectivamente quanto ao desenvolvimento de DBP. Os estudos
foram agrupados pela definicdo de DBP: necessidade de oxigénio com 28 dias de vida
pos-natal ou 36 semanas de idade pos-menstrual. Um total de 2216 criancas foram

incluidas no primeiro grupo e 751 no segundo. Ambos apresentaram associa¢ao
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significativa entre colonizagdo por Ureaplasma e desenvolvimento de DBP (p<0,001 no
primeiro grupo e p< 0,009 no segundo); entretanto, foi detectada uma heterogeneidade
substancial, reduzindo a precisdo da estimativa dos riscos. Os autores salientam que
para avaliar a existéncia de uma relagao causal entre a colonizagdo por Ureaplasma e o
desenvolvimento de DBP seria necessdrio um grande ensaio clinico multicéntrico
(SCHELONKA ET AL., 2005).

A habilidade dos Ureaplasmas em desencadear uma resposta inflamatoria na
corrente sanguinea e trato respiratorio inferior de neonatos ja foi investigada, em uma
tentativa de caracterizar como esses microorganismos produzem lesdes patologicas
quando acessam os pulmdes. Viscardi et al. encontraram que a contagem de leucocitos
periféricos totais e de neutrofilos era 3 vezes mais alta em neonatos com pneumonia por
U. urealyticum do que em neonatos infectados com outros microorganismos
(VISCARDI ET AL., 2002).

Niveis mais altos de citocinas inflamatdrias no liquido amniotico podem iniciar
les@o pulmonar intratitero e foram associados a taxas mais altas de DBP em prematuros
(YOON ET AL., 1997). A concentragdo das citocinas inflamatorias no aspirado traqueal
de criangas com DBP também esta elevada em comparacdo aquelas com sindrome do
desconforto respiratdrio auto-limitada (MANIMTIM ET AL., 2001).

Kotecha et al. analisaram amostras de lavado broncoalveolar de prematuros
ventilados por sindrome do desconforto respiratorio. Seis eram positivos para U.
urealyticum ¢ 11 eram negativos. Cinco (83%) positivos e 4 (36%) negativos
desenvolveram doenca pulmonar cronica da prematuridade. Neutrofilos pulmonares,
macrofagos alveolares, IL-1 beta, IL-6 e IL-8 estavam significativamente aumentados
no grupo positivo para U. urealyticum. Os dados sugerem que a colonizagdo por U.

urealyticum esta associada com o desenvolvimento de inflamagao pulmonar em criangas
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que subsequentemente desenvolvem doenca pulmonar cronica (KOTECHA ET AL.,
2004).

A presenga do Ureaplasma spp. no aspirado gastrico de prematuros foi
associada a maior risco de DBP naqueles nascidos de cesariana, mas ndo nos nascidos
via vaginal, sugerindo a possibilidade de que uma exposi¢ao intra-uterina prolongada a
inflamacao possa ser a explicagdo (DYKE ET AL., 1993).

Normann et al. desenvolveram um modelo em camundongos combinando
infecgdo pré-natal por Ureaplasma e exposicdo pos-natal ao oxigénio. A presenga intra-
aminidtica do U. parvum aumentou as citocinas pro-inflamatorias na placenta e nos
pulmdes fetais. A inflamacdo pré-natal exacerbou os efeitos deletérios do oxigénio no
desenvolvimento pulmonar (NORMANN ET AL., 2009).

Em ratos transgénicos, a expressdo excessiva de TNF-q, IL-6 ou IL-11 inibiu a
alveolarizagdo, indicando que uma exposicdo prolongada do pulmio prematuro a um
ambiente pro-inflamatério contribui para uma septacdo alveolar anormal (JOBE E
BANCALARI, 2001).

Viscardi e Hasday realizaram uma revisdo sumarizando as evidéncias que
suportam um papel causal do Ureaplasma spp. na DBP. Eles propuseram que a infecgdo
por Ureaplasma iniciada intra-titero ¢ potencializada na vida pds-natal pela exposi¢ao a
volutrauma e oxigénio induz uma resposta inflamatéria desregulada e sustentada no
pulmdo imaturo, que prejudica a alveolarizagdo e estimula a proliferagdo de
miofibroblastos ¢ a deposicdo excessiva de colageno e elastina. A elucidacdo dos
mecanismos pelos quais o Ureaplasma pode contribuir na patogénese da DBP ndo
apenas fornece evidéncias de uma relacdo causal, mas também identifica alvos
potenciais para intervencdo na prevencdo e tratamento de criancas colonizadas.

(VISCARDI E HASDAY, 2009).
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2.8.3- Associagdo com outros desfechos neonatais

Apesar de a relagdo da colonizacdo do trato respiratorio por Ureaplasmas e DBP
ter sido extensamente estudada, muito menos se sabe sobre a doenca invasiva, definida
como detec¢do do microorganismo no sangue ou LCR, e sua relagdo com desfechos
neonatais.

Micoplasmas genitais ja foram isolados do corddo umbilical e ha alguns relatos
de seu isolamento na corrente sanguinea de neonatos, as vezes associado a pneumonia
e/ou meningite (WAITES ET AL., 2005). Cassell e colaboradores observaram que
26% dos prematuros com aspirado traqueal positivo apresentaram hemocultura positiva
para Ureaplasma (CASSEL ET AL., 1991). Waites e colaboradores realizaram
hemocultura para Micoplasmas em 43 neonatos: 2 eram positivos para M. hominis e 2
eram positivos para Ureaplasma spp. (WAITES ET AL., 1988). Outros pesquisadores
ndo isolaram Micoplasmas genitais do sangue ou do liquor de recém-nascidos com
suspeita de sepse (IZRAELI ET AL., 1991, DYKE ET AL., 1993).

Viscardi et al. conduziram um estudo para determinar a incidéncia de doenca
invasiva por U. parvum e U. urealyticum e sua relagdo com desfechos adversos em uma
coorte prospectiva de RNMBP. Eles realizaram PCR a partir do DNA extraido do
sangue de corddo umbilical ou venoso e do LCR de 313 neonatos. A colonizagdo do
trato respiratorio também foi investigada. Ureaplasma spp. foi detectado no soro e/ou
LCR de 74 (23,6%) recém-nascidos (19,1% no sangue de corddo umbilical, 18,1% no
sangue venoso ¢ 19,1% no LCR). U. parvum foi a espécie predominante (70%). A
presenga do Ureaplasma foi associada a aumento da IL-1B no sangue de corddo (p=
0,039; OR 2,6; IC 1,05-6,45) e aumento no risco de hemorragia intraventricular grau >3,

e esta diferenca permaneceu significativa apos ajuste para idade gestacional (p= 0,036;
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OR 2,5; IC 1,06-5,89). U. parvum foi a espécie detectada em todos os casos de
hemorragia intraventricular severa e PCR positivo. Apesar de a incidéncia de DBP ter
sido maior em recém-nascidos com colonizagdo do trato respiratorio (41 X 23%,
p=0,003), ndo houve diferenca na incidéncia de DBP entre neonatos com ou sem
Ureaplasma spp. detectado no sangue ou LCR. No geral, quase metade da coorte foi
positiva para Ureaplasma em um ou mais compartimentos (sangue, liquor ou trato
respiratorio), confirmando que este microorganismo ¢ o patdégeno mais comumente
encontrado nesta populacido (VISCARDI ET AL., 2008).

O Ureaplasma urealyticum também foi isolado no LCR no estudo de Heggie ¢
colaboradores, mas numa freqiiéncia muito baixa (0,2%) e aparentemente sem
associacdo a desfecho clinico significativo (HEGGIE ET AL., 1994).

Olomu et al. encontrou em seu estudo que a presenca de U. urealyticum no
parénquima placentario antes das 28 semanas de idade gestacional aumentou o risco de
hemorragia intraventricular e lesdes cerebrais em neonatos prematuros (OLOMU ET
AL., 2009).

O papel do Ureaplasma como causador de dano cerebral neonatal também
apareceu no modelo experimental em camundongos realizado por Normann et al.
Combinando infecgdo pré-natal por Ureaplasma e exposi¢do pds-natal ao oxigénio, a
inflamacdo pré-natal prejudicou o desenvolvimento cerebral, com evidéncias de
ativagdo microglial, atraso da mielinizagdo e alteracdo do desenvolvimento neuronal.
(NORMANN ET AL., 2009).

Ha estudos mostrando que o Ureaplasma spp. pode causar meningite em recém-
nascidos prematuros e a termo (SETHI ET AL., 1999, VALENCIA ET AL., 1993).
Clifford et al. revisaram as publicacdes relevantes sobre o assunto e encontraram que

apesar de alguns estudos sugerirem que a detec¢ao de Ureaplasma no LCR de neonatos
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com clinica de meningite ou sepse seja de até 9% dos casos, a propor¢do na maioria dos
estudos ¢ de menos de 1%. Ha dificuldades em se estabelecer a patogenicidade do
Ureaplasma na meningite neonatal, ja que em uma proporg¢ao significativa de pacientes
com tal infec¢@o o organismo € contido pelo sistema imune sem tratamento antibidtico
especifico. Apesar de ndo estarem necessariamente relacionadas etiologicamente,
complicagdes como hemorragia intraventricular, hidrocefalia e atraso de
desenvolvimento parecem ser comuns nesse grupo de pacientes (CLIFFORD ET AL.,
2010).

Berger et al. estudaram uma coorte de 114 prematuros nascidos entre 23 e 33
semanas de idade gestacional de maes que tiveram cultura de liquido amnidtico obtida
durante a cesariana. Essas criangas foram subsequentemente avaliadas com 24 +/- 1,1
meses de idade corrigida através da escala de desenvolvimento infantil de Bayley II e
exame neurolégico padronizado. Um grupo de 67 criangas com cultura de liquido
amniotico negativa foi comparado a 47 criangas com cultura positiva, sendo positiva
para U. urealyticum em 32 casos e para outras bactérias em 15 casos. Pacientes com
cultura positiva apresentaram um risco significativamente maior de apresentar um
escore PDI (indice de desenvolvimento psicomotor) adverso (OR 3,1; CI 1.3-3.7), um
desfecho neuroldgico anormal (OR 4,8; CI 1,4-16,4) ¢ uma maior probabilidade de
diagnéstico de paralisia cerebral (OR 4,8; CI 1,4-16,4) aos dois anos de idade corrigida
em comparagdo aos com cultura negativa (BERGER ET AL., 2009).

Ha raros estudos investigando a presenga de Ureaplasma na urina de neonatos
(lembrando que o trato urinario ¢ o sitio mais comum de doen¢a por Ureaplasma em
adultos). Um estudo encontrou Ureaplasma spp. em 10 de 170 amostras de urina de
criancas até 3 meses de idade hospitalizadas por suspeita de infeccdo, mas a

significancia clinica deste achado ¢ incerta, j4 que elas melhoraram sem tratamento
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especifico para Micoplasmas genitais (LIKITNUKUL ET AL., 1986). Existem na
literatura relatos de outros sitios de infecgdo por Ureaplasma em neonatos, como
abscessos associados & monitorizagdo fetal (HAMRICK ET AL., 1993) e hidropsia fetal
nao imune (OLLIKAINEN ET AL., 1992), mas sao relatos de casos isolados, sem
estudos maiores a respeito.

Goldenberg et al. realizaram cultura de sangue de corddo umbilical para U.
urealyticum e M. hominis de 351 prematuros nascidos entre 23 e 32 semanas de idade
gestacional. Esses microorganismos foram encontrados em 23% das culturas de sangue
de cordao (52% positivo para U. urealyticum, 26% positivo para M. hominis e 22%
positivo para ambos). Culturas positivas foram mais comuns nos nascimentos
prematuros espontaneos quando comparados aos indicados (34,7% x 3,2%; p=0,0001) e
naqueles com menor idade gestacional, filhos de maes ndo brancas e com idade inferior
a 20 anos. Inflamacgdo e infecc¢do intrauterina (evidenciados por cultura placentaria,
aumento de IL-6 no sangue de corddo e histologia placentaria) também foram mais
comuns entre os com cultura positiva. Neonatos com cultura positiva tiveram mais
chance de apresentar sindrome da resposta inflamatoria sistémica (41,3% X 25,7%; p=
0,007; OR ajustado 1,86; 1,08-3,21) e provavelmente DBP (26,8% X 10,1%; p= 0,0001,
OR ajustado 1,99; 0,91-4,37). Néao foi encontrada diferenga significativa entre os grupos
quanto a outros desfechos neonatais, como sindrome do desconforto respiratorio,

hemorragia intraventricular ou morte (GOLDENBERG ET AL., 2008).

2.9- Erradicacgdo do microorganismo
Os Ureaplasmas ndo sdo afetados por beta-lactimicos ou vancomicina por nao
possuirem peptideoglicanos. Também nao sdo suscetiveis a sulfonamidas e trimetoprim,

ja que ndo sintetizam acido folico. Entretanto, sdo geralmente sensiveis a alguns



36

antibidticos que interferem com a sintese proteica, como as tetraciclinas. Enquanto os
Ureaplasmas sao geralmente sensiveis aos macrolideos, eles sdo resistentes as
lincosamidas, exceto em altas concentragdes. Alguns Ureaplasmas isolados podem ser
sensiveis a estreptomicina e outros aminoglicosideos, mas nao ha evidéncia de que esses
agentes sejam efetivos in vivo. Fluoroquinolonas sdo ativas contra Ureaplasmas in
vitro, mas seu papel como agente terapéutico ndo foi estabelecido em criangas devido a
seus potenciais efeitos no desenvolvimento das cartilagens. (WAITES ET AL., 2005).
A taxa de resisténcia do Ureaplasma as tetraciclinas ¢ de aproximadamente 10%
(CASSEL ET AL., 2001).

Entre as limitadas opgOes, os macrolideos sdo os agentes disponiveis para uso
em infecgdes neonatais por Ureaplasmas. E importante ressaltar que esses
microorganismos sdo frequentemente oportunistas ¢ podem estar presentes
simultaneamente com outros patdégenos. Decisdes sobre tratamento devem refletir sobre
essa possibilidade (WAITES, 2008). Assim, ndo apenas a escolha do antibidtico ¢
controversa como também as dosagens, a duragdo do tratamento e as condi¢des em que
o tratamento deve ser recomendado. Neonatos criticamente enfermos, com pneumonite
ou meningite, com culturas bacterianas negativas ou que ndo respondem aos
antibidticos de rotina seriam candidatos a realizacdo de culturas especificas para
Micoplasmas genitais e tratamento, quando positivas (WAITES ET AL., 2005).

Em uma pequena sériec de casos de mulheres com invasdo microbiana da
cavidade amnidtica e colo curto, o uso de Azitromicina parenteral erradicou o
Ureaplasma em 3 de 4 casos e os nascimentos ocorreram a termo. A combinagdo de
antibioticos com drogas antiinflamatorias pode melhorar a eficacia do tratamento

(VISCARDI ET AL., 2010).
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Ha estudos demonstrando falha da eritromicina em eliminar U. urealyticum das
vias aéreas de RNMBP colonizados (BAIER ET AL., 2003). Ha também estudos
mostrando que o tratamento com eritromicina pode erradicar Ureaplasmas do trato
respiratorio inferior, mas efeitos significativos nos desfechos respiratorios ainda nao
foram conclusivamente demonstrados. Estudos que usaram eritromicina no tratamento
de prematuros colonizados por Ureaplasma nas primeiras semanas de vida ndo
demonstraram eficacia na preven¢do de DBP (BOWMAN ET AL., 1998; JONSSON
ET AL., 1998). A falha em demonstrar eficacia do tratamento nestes estudos pode ter
ocorrido devido ao pequeno tamanho de amostra em cada estudo ou porque o inicio do
tratamento ocorreu tarde demais para prevenir a inflamag¢do e o dano pulmonar que
contribuem na patogénese da DBP. Como a ativagdo e o recrutamento neutrofilico
foram implicados na patogénese da DBP, os efeitos experimentais da azitromicina
observados in vitro e in vivo indicam que esta droga possa ser beneficial no tratamento
da infecgdo por Ureaplasma e na prevengdo da DBP em neonatos prematuros
(VISCARDI ET AL., 2010).

Walls et al. observaram melhora na sobrevida e redug@o na resposta inflamatoria
com o uso de azitromicina, enquanto eritromicina ndo foi diferente dos controles em
modelo experimental com camundongos recém-nascidos com doeng¢a pulmonar
induzida por Ureaplasma e oxigénio (WALLS ET AL., 2009). Isto sugere que a
azitromicina pode ser eficaz se administrada imediatamente apds o nascimento
(VISCARDI ET AL., 2010).

Até o momento, ndo hd evidéncia suficiente que determine se o tratamento
antibiotico do Ureaplasma tem alguma influéncia no desenvolvimento da DBP e suas
comorbidades (WAITES ET AL., 2009; SCHELONKA E WAITES, 2007; MABANTA

ET AL., 2003). Para responder a esta pergunta, um grande ensaio clinico randomizado
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multicéntrico seria necessario (WAITES ET AL., 1994; LYON ET AL., 1998).
Entretanto, a farmacocinética, farmacodinamica e seguranga dos macrolideos em
neonatos sdo incertas e necessitam ser estabelecidas antes que um ensaio clinico
controlado e randomizado com esses antibioticos para erradicagdo do Ureaplasma ou
prevencao de DBP em prematuros possa ser realizado (VISCARDI E HASDAY, 2009;

WAITES ET AL., 2009).
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3- JUSTIFICATIVA

Diversos estudos evidenciam que a coloniza¢do por Ureaplasma pode causar
ndo s6 parto prematuro como também infeccdo em recém-nascidos entre 23 e 32
semanas de idade gestacional, mas a real prevaléncia da infeccdo por este
microorganismo em RNMBP ainda nao foi estudada em nosso meio.

O melhor conhecimento sobre a prevaléncia do Ureaplasma em prematuros de
muito baixo peso ¢ de grande importincia. A partir dele serd possivel analisar
desfechos associados e possivelmente, no futuro, direcionar o tratamento e buscar

medidas de prevengao.
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4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral:
Avaliar a prevaléncia da infecgdo sistémica por Ureaplasma urealyticum e
Ureaplasma parvum em uma amostra de RNMBP ¢ avaliar as possiveis associagoes

desta infec¢ao com diversos fatores perinatais e desfechos neonatais.

4.2- Objetivos especificos:

e Avaliar a prevaléncia da infecgao sistémica por Ureaplasma urealyticum
¢ Ureaplasma parvum em RNMBP;

e Avaliar a associa¢do entre a presenga do Ureaplasma no sangue dos
RNMBP e a causa do nascimento prematuro (trabalho de parto
espontaneo X nascimento prematuro indicado);

e Avaliar a associa¢do entre a presenca do Ureaplasma no sangue dos
RNMBP ¢ a ocorréncia de infec¢do ovular;

e Avaliar a associagdo entre a presenca do Ureaplasma no sangue dos

RNMBP e os diversos desfechos da sua evolucdo clinica.
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5- HIPOTESE

Uma melhor identificacdo diagnodstica da infecgdo por Ureaplasma podera

revelar uma elevada prevaléncia deste microorganismo em RNMBP.
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6- METODOLOGIA

6.1- Delineamento do estudo

Estudo transversal seguido de coorte prospectivo.

6.2 - Populagédo

6.2.1- Populagdo em estudo

Recém-nascidos prematuros de muito baixo peso.

6.2.2- Populagédo da pesquisa
RNMBP nascidos ou admitidos com até 72 horas de vida na Unidade de

Tratamento Intensivo (UTI) Neonatal do HCPA no periodo de marco de 2009 a julho de
2010.

6.3- Amostra e amostragem

6.3.1- Critérios de inclusao

Foram considerados elegiveis para o estudo todos os recém-nascidos
prematuros com peso de nascimento menor ou igual a 1500g que internaram na UTI

Neonatal do HCPA nas primeiras 72 horas de vida.

6.3.2- Critérios de excluséo
- Malformacgdes congénitas maiores ou sindromes cromossomicas

Infeccao congénita por sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus ou herpes.



43

6.4- Variaveis em estudo

Infecgdo sistémica por Ureaplasma urealyticum e/ou parvum, definida pela
identificacdo destes microorganismos no sangue do recém-nascido por técnica
de PCR.

Idade materna

Via de parto: vaginal ou cesariano

Motivo do nascimento: TPP ou nascimento indicado

Pré-eclampsia: definida como pressdo arterial maior que 140 x 90 mmHg ap6s a
vigésima semana de gestacdo acompanhada por proteinuria significativa
(WAGNER, 2004).

Infeccdo ovular ou corioamnionite clinica: presenga de sinais clinicos como
febre materna, hipertonia uterina, liquido amnioético purulento ou com odor
fétido, leucocitose materna ou ainda taquicardia fetal (THULER ET AL. 1995).
Idade gestacional: determinada pela historia obstétrica materna (data da ultima
menstruacdo) e confirmada por ecografia obstétrica precoce (nas primeiras 12
semanas de gestacdo). Na auséncia de dados maternos confidveis, a idade
gestacional foi determinada pelo exame fisico do recém-nascido, através do
método de New Ballard (BALLARD ET AL., 1991).

Peso de nascimento

Classificacdo: Pequeno para a idade gestacional foi definido quando abaixo do
percentil 10 de acordo com a curva de Alexander et al. (ALEXANDER ET AL.,
1996).

Apgar no quinto minuto.
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Sepse neonatal precoce comprovada: diagnosticada na presenga de hemocultura
positiva acompanhada de sinais clinicos de sepse.

Sepse neonatal precoce presumivel: considerou-se sepse clinica a presenga de
um ou mais itens de pelo menos trés das categorias referidas: a) Fator de risco
materno como febre, infec¢@o urinaria, infec¢do do trato genital, corioamnionite
e bolsa rota por mais de 18 horas antes do parto; b) Instabilidade térmica, sendo
hipotermia a temperatura axilar inferior a 36,5°C e hipertermia superior a
37,5°C; c¢) Apneia, bradipneia, taquipneia, geméncia, retracdes esternais e
subcostais, batimentos de asas nasais e cianose; d) Hipotonia e convulsoes; )
Irritabilidade e letargia; f) Distensdo abdominal, vomitos e dificuldade de
aceitacdo alimentar; g) Ictericia idiopatica; h) Palidez cutanea, pele fria e
sudorética, hipotensao e tempo de enchimento capilar superior a 3 segundos; 1)
Sinais de sangramento, quadro clinico de Coagulagdo Intravascular
Disseminada; j) Avaliacdo subjetiva: recém-nascido que “parece ndo estar bem”
(SILVEIRA ET AL., 2008; VIEIRA ET AL., 1997; GERDES ET AL., 1991;
MIURA ET AL., 1999).

Doenga da membrana hialina: diagnosticada na presenga de sinais de
desconforto respiratorio (gemido expiratdrio, batimento de asas nasais, retragdo
esternal) com necessidade de 40% ou mais de oxigénio na presenca de exame
radiologico de térax com padrao reticulo-granular difuso e com necessidade de
reposi¢do de surfactante exdgeno.

Pneumonia congénita: diagnosticada na presenca de sinais clinicos de
desconforto respiratorio acompanhado por exame radioldgico de torax

compativel.
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e Enterocolite necrosante: diagnosticada quando os pré-termos apresentavam
intolerdncia alimentar, distensdo abdominal ou vOmitos associados com
pneumatose intestinal ou pneumoperitonio ao exame radiologico de abdomen.

e Hemorragia peri-intraventricular grau III ou IV: determinada através de exames
de ultrassom cerebral seriados realizados semanalmente até¢ a sexta semana de
vida ou alta hospitalar, conforme rotina assistencial do servigo, utilizando a
classificagdo de Papile et al. (PAPILE ET AL., 1978).

e DBP: definida pela necessidade de oxigénio (O,) suplementar nos primeiros 28
dias de vida (JOBE E BANCALARI, 2001; EHRENKRANZ ET AL., 2005).

e Tempo de internagao

e Mortalidade

6.5- Logistica

As maes dos pacientes foram convidadas a participar do estudo. Realizou-se em
sequéncia a leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, com

explicagdo das duvidas existentes.

Quando o recém-nascido necessitava coleta de sangue dentro das primeiras 72
horas de vida, era coletado um volume adicional ao requisitado pela equipe assistente

para a realizagdo do PCR para Ureaplasma.

As varidveis estudadas foram obtidas a partir das informacdes contidas na ficha
obstétrica materna, no prontudrio hospitalar do recém-nascido e através das amostras

de sangue do recém-nascido e do seu acompanhamento até a alta hospitalar.

As amostras de sangue coletadas eram centrifugadas e o plasma era congelado

em freezer com temperatura de -80°C. No momento da analise, as amostras foram
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descongeladas e foi realizada identificacdo do Uu e Up através do Kit Ureaplasma
parvum/urealyticum Real-TM (Sacace Biotechnologies). A identificagio do
microorganismo foi baseada em dois processos: isolamento do DNA das amostras e
amplificacdo em tempo real. O DNA do Up/Uu foi extraido das amostras, amplificado
e detectado através de sondas fluorescentes especificas de acordo com o protocolo do
fabricante. Foram realizadas amplificagdes em duplicata para cada amostra, com
100% de concordancia nos resultados.

Os resultados foram langados em banco de dados para analise estatistica.

6.6- Calculo do tamanho da amostra

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa WIinPEPI e baseado
no estudo de Viscardi et al. de 2009. Para um intervalo de confianga de 95%, uma
populagdo estimada de 100 RNMBP no periodo da coleta, uma prevaléncia de
Ureaplasma urealyticum e/ou parvum de 18% e uma margem de erro de 5%, obteve-se

um total minimo de 70 recém-nascidos.

6.7- Andlise estatistica
As variaveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padrdo
(distribuicdo simétrica) ou mediana e amplitude interquartil (distribui¢do assimétrica).
As variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e relativas.
Para comparar as variaveis quantitativas em relagdo a presenca ou ndao do
Ureaplasma foram aplicados ou o teste t de Student (distribuigdo simétrica) ou o teste
de Mann-Whitney (distribuicdo assimétrica). Para avaliar a associagdo entre as

variaveis qualitativas foi empregado o teste qui-quadrado.
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Foi realizada uma regressao logistica passo a passo (Stepwise) com as variaveis
que foram significativas na analise estatistica univariada.
O nivel de significancia estatistica adotado foi a= 5% e as analises foram

realizadas no programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versao 13.0.

6.8- Consideracoes Eticas

Toda pesquisa em seres humanos visa 0 minimo de intervengdes possivel. Com
essa preocupacdo, os recém-nascidos ndo foram submetidos a procedimentos ou
coleta de sangue exclusivamente para a pesquisa. As amostras de sangue eram
adicionais ao volume requisitado pelo médico assistente e em uma quantidade
minima, inferior a 2% da volemia do recém-nascido, constituindo-se em pesquisa
com risco minimo.

Os pais ou responsaveis foram devidamente esclarecidos e orientados
conforme o formulario de consentimento pos-informacdo (anexo ). Sem a
concordancia destes, os recém-nascidos nao foram incluidos no estudo.

O projeto e o termo de consentimento foram aprovados pelo Comité de Etica

do HCPA.
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RESUMO

Introducdo: Ha tempos Micoplasmas Genitais como o Ureaplasma vém sendo
implicados na patogénese de trabalho de parto prematuro e morbidade neonatal, mas seu
real papel permanece obscuro e¢ sua prevaléncia no sangue de recém-nascidos de muito
baixo peso ainda ndo foi estudada em nosso meio.

Objetivo: Determinar a prevaléncia da infecgdo por Ureaplasma urealyticum (Uu) e
Ureaplasma parvum (Up) em uma amostra de recém-nascidos de muito baixo peso
(RNMBP) e avaliar os fatores associados.

Pacientes e métodos: Foi realizada extra¢do de DNA de amostras de sangue de
RNMBP coletadas nas primeiras 72 horas de vida e a presenca de Uu e/ou Up foi
identificada por técnica de Rea¢do em Cadeia de Polimerase (PCR). Os recém-nascidos
foram acompanhados até a alta hospitalar.

Resultados: Noventa e cinco recém-nascidos de muito baixo peso foram incluidos
no estudo. A deteccdo de Uu e/ou Up ocorreu em 12 recém-nascidos (12,63%). Em 5,26%
foi detectado somente Uu, em 5,26% somente Up e em 2,11% ambos. Na analise univariada
a presenga de Ureaplasma foi associada a infecg¢do ovular e a trabalho de parto prematuro.
Pré-eclampsia e ser PIG foram associados a menor ocorréncia de Ureaplasma. Quando
analisados apenas os nascimentos decorrentes de trabalho de parto prematuro, a prevaléncia
da infecg¢@o por Ureaplasma foi de 25%. Pela regressdo logistica passo a passo, somente
trabalho de parto prematuro manteve-se estatisticamente significante aumentando em 9
vezes a chance de positividade para Ureaplasma.

Concluséo: A infecgdo por Ureaplasma é comum em recém-nascidos de muito
baixo peso, principalmente entre os nascidos de trabalho de parto prematuro, refor¢ando a
hipdtese de associagdo entre prematuridade e infecgdo por Ureaplasma.

Palavras-chave: Ureaplasma, prematuridade, sepse neonatal, parto prematuro,

displasia broncopulmonar.
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INTRODUCAO

O Ureaplasma urealyticum, dividido recentemente em Ureaplasma urealyticum
e Ureaplasma parvum, ¢ um microorganismo classificado como Micoplasma, que pode
colonizar o trato genital feminino em até 67% das mulheres sexualmente ativas na idade
reprodutora’. E o microorganismo mais frequentemente isolado do liquido amnidtico e
da placenta de mies de recém-nascidos prematuros’. A colonizacio por Ureaplasma em
gestantes estd associada a ruptura prematura de membranas, corioamnionite ¢ parto
prematuro'~. Ha evidéncias de que o tempo, a duragio e a intensidade da resposta
inflamatoria a infeccdo por Ureaplasma sejam os principais determinantes dos
resultados gestacionais e neonatais'.

O foco principal do Ureaplasma no neonato ¢ pulmonar. Ele pode causar
pneumonia congénita ¢ a bacteremia por Ureaplasma pode ser acompanhada de
pneumonia grave®. O Ureaplasma é encontrado colonizando o trato respiratorio de 20 a
45% dos RNMBP' ¢ tem sido associado & displasia broncopulmonar (DBP) e doenca
pulmonar crénica®’, embora existam controvérsias sobre a real contribui¢io deste
microorganismo no desenvolvimento da DBP®. Micoplasmas genitais como
Ureaplasma, eventualmente, sdo isolados do sangue de recém-nascidos sépticos. Foi

relatado que em recém-nascidos com culturas endotraqueais positivas para Ureaplasma
urealyticum pode ocorrer bacteremia concomitante em 26% dos casos’; entretanto,

outros autores ndo isolaram Micoplasmas genitais do sangue ou do liquor de recém-

10, 11

nascidos com suspeita de sepse >, o que pode ter ocorrido devido as suas peculiares

necessidades para crescimento em cultura, que geram dificuldades na sua deteccao.
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A proposta deste estudo ¢ determinar a prevaléncia do Ureaplasma urealyticum e
do Ureaplasma parvum em RNMBP através da identificagdo destes patdgenos no
sangue por técnica de PCR e avaliar as possiveis associagcdes desta infeccdo com

diversos fatores perinatais e desfechos neonatais.

PACIENTES E METODOS

Populacéo e logistica:
Foi realizado um estudo de coorte prospectivo onde foram considerados
elegiveis todos os recém-nascidos prematuros com peso de nascimento menor ou igual a

1500g que internaram na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) Neonatal do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) nas primeiras 72 horas de vida, no periodo de marco

de 2009 a julho de 2010. Foram excluidos os recém-nascidos portadores de
malformacgdes congénitas maiores, sindromes cromossomicas e infecgdes congénitas do
grupo STORCH (sifilis, toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus e herpes). Os recém-
nascidos foram acompanhados até a alta hospitalar ou 6bito.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e
o termo de consentimento informado foi assinado pelos pais ou responsaveis. As
amostras de sangue foram coletadas nas primeiras 72 horas de vida, em pequeno volume
adicional, junto ao requisitado pelo médico assistente.

A idade gestacional foi determinada pela historia obstétrica materna (data da
ultima menstruagdo) e confirmada por ecografia obstétrica precoce (nas primeiras 12
semanas de gestacdo). Na auséncia de dados maternos confiaveis, a idade gestacional

foi determinada pelo exame fisico do recém-nascido através do método de New
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Ballard'?. Pequeno para idade gestacional (PIG) foi definido quando abaixo do percentil
10 de acordo com a curva de Alexander et al'.

Foi considerada corioamnionite clinica ou infeccdo ovular a presenca de sinais
clinicos como febre materna, hipertonia uterina, liquido amniético purulento ou com
1.

odor fétido, leucocitose materna ou taquicardia feta

Pré-eclampsia foi definida como pressao arterial maior que 140 x 90 mmHg apos
. g ~ .. . . 15
a vigésima semana de gestagdo, acompanhada por proteinuria significativa "

Considerou-se Doenga da Membrana Hialina (DMH) quando o recém-nascido
apresentava sinais de desconforto respiratorio (gemido expiratorio, batimento de asas
nasais, retracdo esternal) com necessidade de 40% ou mais de oxigénio na presenga de
exame radioldgico de torax com padrdo reticulo-granular difuso e com necessidade de
reposi¢do de surfactante exdgeno.

O diagnoéstico de pneumonia congénita foi baseado em sinais clinicos de
desconforto respiratério acompanhado por exame radioldgico de torax compativel.

O diagnostico clinico de infeccdo foi baseado na presenca de um ou mais itens de
pelo menos trés das categorias referidas: a) Fator de risco materno como febre, infec¢do
urinaria, infec¢do do trato genital, corioamnionite e bolsa rota por mais de 18 horas
antes do parto; b) Instabilidade térmica, sendo hipotermia a temperatura axilar inferior a
36,5°C e hipertermia superior a 37,5°C; ¢) Apneia, bradipneia, taquipneia, gemeéncia,
retracdes esternais e subcostais, batimentos de asas nasais e cianose; d) Hipotonia e
convulsdes; e) Irritabilidade e letargia; f) Distensdo abdominal, vomitos e dificuldade de
aceitacdo alimentar; g) Ictericia idiopatica; h) Palidez cutanea, pele fria e sudorética,
hipotensdo e tempo de enchimento capilar superior a 3 segundos; 1) Sinais de

sangramento, quadro clinico de Coagulagdo Intravascular Disseminada; j) Avaliacdo
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subjetiva: recém-nascido que “parece ndo estar bem”'®"”. Havendo cultura positiva foi
estabelecido o diagnostico de sepse neonatal comprovada.

Enterocolite necrosante (ECN) foi diagnosticada quando os pré-termos
apresentavam intolerancia alimentar, distensdo abdominal ou vomitos associados com
pneumatose intestinal ou pneumoperitonio ao exame radiologico de abdémen.

A presenca de Hemorragia peri-intraventricular (HPIV) foi determinada através de
exames de ultrassom cerebral seriados realizados semanalmente até¢ a sexta semana de
vida ou alta hospitalar conforme rotina assistencial do servigo, utilizando a classificagdo
de Papile et al”’.

Displasia broncopulmonar foi definida pela necessidade de oxigénio (O,)

suplementar nos primeiros 28 dias de vida*"*.

Extracdo do DNA e PCR:

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas e o plasma foi congelado
em freezer com temperatura de -80°C. No momento da anélise, as amostras foram
descongeladas e foi realizada identificagdo do Uuw/Up através do Kit Ureaplasma
parvum/urealyticum Real-TM (Sacace Biotechnologies). A identificacdo do
microorganismo foi baseada em dois processos: isolamento do DNA das amostras e
amplificacdo em tempo real. O DNA do Uu/Up foi extraido das amostras, amplificado e
detectado através de sondas fluorescentes especificas de acordo com o protocolo do
fabricante. Foram realizadas amplifica¢cdes em duplicata para cada amostra, com 100%

de concordancia nos resultados.

Anadlise estatistica:
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O célculo do tamanho da amostra foi realizado no programa WinPEPI e baseado
no estudo de Viscardi et al. de 2009, Para um intervalo de confianca de 95%, uma
populagdo estimada de 100 RNMBP no periodo da coleta, uma prevaléncia de
Ureaplasma urealyticum e/ou parvum de 18% e uma margem de erro de 5%, obteve-se
um total minimo de 70 recém-nascidos.

As varidveis quantitativas foram descritas através de média e desvio padrdo
(distribui¢do simétrica) ou mediana e amplitude interquartil (distribuicdo assimétrica).

As variaveis qualitativas foram descritas através de frequéncias absolutas e relativas.

Para comparar as varidveis quantitativas em relacdo a presenca ou ndo do
Ureaplasma, foram aplicados ou o teste t de Student (distribui¢do simétrica) ou o teste
de Mann-Whitney (distribui¢@o assimétrica). Para avaliar a associacdo entre as variaveis

qualitativas, foi empregado o teste qui-quadrado.

Foi realizada uma regressdo logistica passo a passo (Stepwise) com as variaveis
que foram significativas na analise estatistica univariada.
O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05 e as analises foram

realizadas no programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versao 13.0.

RESULTADOS

No periodo do estudo, 106 RNMBP foram internados no HCPA nas primeiras
72h de vida. Destes, 6 foram excluidos (2 devido a malformagdes congénitas e 4 devido
a infecgdo congénita do grupo STORCH) e 5 foram perdidos (amostra insuficiente ou
recusa dos pais em participar da pesquisa). Noventa e cinco recém-nascidos

participaram da analise final.
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A prevaléncia da infecg@o por Uu e/ou Up foi de 12,63% (12 casos): 5 (5,26%)
positivos somente para Uu, 5 (5,26%) positivos somente para Up e 2 (2,11%) positivos
para ambos. Os recém-nascidos foram divididos em dois grupos: um positivo para Uu
e/ou Up e outro negativo para ambos.

Os dois grupos foram similares quanto a idade materna, peso de nascimento,
idade gestacional, proporcao de parto cesariano, escore de Apgar no quinto minuto,
tempo de internacdo e mortalidade. Também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos quanto a incidéncia de DMH, pneumonia congénita, sepse
precoce presumivel, sepse precoce comprovada por cultura, ECN, HPIV grau III ou IV
e DBP (Tabela 1).

Pela analise univariada, a presenca de Ureaplasma foi associada a infecgdo
ovular (p= 0,024) e a trabalho de parto prematuro (p= 0,003). Pré-eclampsia e ser PIG
associou-se com menor ocorréncia de PCR positivo para Ureaplasma (p=0,025 e
p=0,024 respectivamente) (Tabela 1). Quando analisados apenas os nascimentos
decorrentes de trabalho de parto prematuro, a prevaléncia da infec¢do por Ureaplasma
foi de 25% (10 positivos em 40 casos).

A regressdo logistica passo a passo (Stepwise) mostrou que, entre as variaveis
significativas na analise univariada, a Unica que se manteve significante foi o trabalho

de parto prematuro (OR= 9,138 IC 95% 1,874- 44,553, p=0,006).
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Tabela 1. Comparagdo dos fatores perinatais entre recém-nascidos com e sem

Ureaplasma no sangue

Pacientes negativos ~ Pacientes positivos P

para Ureaplasma para Ureaplasma

Idade materna 26,16 +- 6,61 25,25 +- 6,12 0,655
Peso de nascimento 1051,46 +- 297,74 1090,42 +- 337,66 0,678
Idade gestacional 29,57 +- 2,59 28,17 +- 2,65 0,085
Parto cesariano 63 (75,9%) 8 (66,7%) 0,491
Trabalho de parto 30 (36,1%) 10 (83,3%) 0,003*
prematuro

Pré-eclampsia 36 (43,9%) 1 (8,3%) 0,025*
Infeccao ovular 15 (18,3%) 6 (50%) 0,024*
Pequeno para idade 42 (50,6%) 2 (16,7%) 0,033*
gestacional

Apgar 5’ 7,24 +- 2,15 6,92 +- 2,67 0,762
Doenc¢a de Membrana 53 (63,9%) 7 (63,6%) 1,000
Hialina

Pneumonia congénita 8 (9,6%) 0 (0%) 0,590
Sepse precoce clinica 64 (77,1%) 10 (90,9%) 0,447
Sepse precoce comprovada 2 (2,4%) 0 (0%) 1,000
Enterocolite Necrosante 13 (15,7%) 3(27,3%) 0,391
Hemorragia Peri- 13 (18,3%) 2 (20%) 1,000
intraventricular graus III ou

v

Displasia Broncopulmonar 15 (26,8%) 2 (25%) 1,000
Tempo de internagdo 60,46 +- 33,18 58,88 +- 36,67 0,701
Mortalidade 33 (39,8%) 4 (33,3%) 0,760

* Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05).

Dados apresentados em média +- desvio padrdo ou niimero de positivos (%).
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DISCUSSAO

Em nosso estudo encontramos uma prevaléncia de infec¢do por Ureaplasma no
sangue de RNMBP de 12,6% e uma associagdo significativa da presenca deste
microorganismo com trabalho de parto prematuro. Encontramos também relacdo entre
positividade para Ureaplasma e infecgdo ovular e uma associagdo inversa com pré-
eclampsia e ser PIG; mas ap6s regressao logistica, apenas trabalho de parto prematuro

manteve significancia estatistica, aumentando em 9 vezes a chance de positividade para

Ureaplasma.
O papel deste microorganismo como causador de infeccdo ovular, aborto
esponténeo e trabalho de parto prematuro ja foi bem documentado por diversos autores”

227 ¢ existem artigos explicando os mecanismos fisiopatologicos pelos quais o

Ureaplasma desencadeia trabalho de parto prematuro, mesmo em casos de infec¢do
subclinica®™?2. Nossos achados reforgam este papel ao demonstrar que a taxa de
infecgdo por Ureaplasma ¢ maior entre pré-termos nascidos devido a trabalho de parto
prematuro do que entre aqueles casos de gestacdo interrompida devido a outras
patologias, sendo a pré-eclampsia a mais frequente delas. Kundsin et al. observaram que
as placentas com menores taxas de recuperagdo de Ureaplasma foram de nascimentos
devido a PE ou crescimento intrauterino restrito>. Nos também encontramos uma
associag@o inversa entre pré-eclampsia e ser PIG com a presenga de Ureaplasma. Isto
ocorre porque a maioria dos casos de nascimentos sem trabalho de parto espontineo ¢
de maes com pré-eclampsia e de fetos com crescimento intra-uterino restrito.
Entretanto, essa associacdo ndo se manteve estatisticamente significativa apds analise

multivariada na nossa amostra.
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Muitos estudos associaram colonizagdo respiratoria do neonato por Ureaplasma
¢ DBP, ¢ duas metanalises reforcam esta associag§06’ >, Em nosso estudo, ndo
encontramos associagdo entre a presenga de Ureaplasma no sangue e a ocorréncia de
DBP. Nossos achados estdo de acordo com o descrito, ja que os dois unicos estudos que

34, 35 , ~
> 72 também ndo

pesquisaram infecgdo invasiva do neonato pré-termo por Ureaplasma
encontraram associagao estatisticamente significativa com DBP.

A prevaléncia de infecgdo por Ureaplasma encontrada por nds foi inferior a
descrita na literatura. Goldenberg et al. realizaram cultura de sangue de cordao
umbilical de prematuros nascidos entre 23 e 32 semanas de idade gestacional e
encontraram uma prevaléncia de U. urealyticum de 17,%*. Viscardi et al. realizaram
PCR a partir do DNA extraido de sangue de corddo umbilical ou venoso (quando o
sangue de corddo ndo estava disponivel) ¢ do LCR de RNMBP e Ureaplasma foi
detectado no soro de 18,7% dos neonatos®. Nés encontramos uma prevaléncia de
12,6%. Esta diferenga pode ter ocorrido porque pesquisamos esse microorganismo
exclusivamente no sangue coletado do recém-nascido, enquanto os outros trabalhos
utilizaram sangue de corddo umbilical. E possivel que a presenca do Ureaplasma na
corrente sanguinea do neonato seja transitoria e que seu sistema imune seja capaz de
conter esta infeccdo sem tratamento. H4 estudos demonstrando que uma propor¢ao
significativa de pacientes com meningite por Ureaplasma elimina o microorganismo
sem tratamento antibiotico especiﬁco3 6 A colonizagdo do trato respiratorio por
Ureaplasma também ja se mostrou transitoria em alguns casos. Castro-Alcaraz et al.
estudaram 125 RNMBP durante 12 meses, coletando amostras de secre¢do endotraqueal
e nasofaringea com 1, 3 e 7 dias de vida e ap6s semanalmente. Quarenta criangas (32%)
apresentaram uma ou mais amostras positivas para U. urealyticum por cultura ou PCR.

Foram identificados 3 padrdes de colonizagdo: persistentemente positivo (n=18),
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precoce transitorio (n=14) e aquisi¢do tardia (n=8). Ao comparar as taxas de doenca
pulmonar crénica nos 3 grupos com o grupo nao colonizado, encontraram uma taxa
significativamente mais alta de doenca pulmonar cronica com 28 dias de vida (OR 8,7;
95% CI 3,3-23) e com 36 semanas de idade pos-concepcional (OR 38,5, 95% CI: 4-374)
apenas para aqueles com colonizagdo persistentemente positiva (45% dos
colonizados)®’.

O ponto positivo do nosso estudo é o fato de termos pesquisado Ureaplasma
exclusivamente no sangue coletado do recém-nascido. Nos estudos anteriores a pesquisa
foi realizada também utilizando sangue de corddo umbilical ***° ¢ nio existem outros
estudos com PCR para Ureaplasma exclusivamente no sangue dos neonatos.

Uma limitagdo do nosso estudo foi termos pesquisado o Ureaplasma no sangue
dos recém-nascidos em apenas um momento. Se tivéssemos realizado duas coletas com

um intervalo de dias, talvez pudéssemos comprovar a hipotese da transitoriedade do
microorganismo na corrente sanguinea dos neonatos, independente do uso de

antibiotico especifico. Apesar da impossibilidade de concluir sobre o padrdo da infec¢ao
por Ureaplasma no recém-nascido pré-termo, o fato de mostrarmos a presenga desta
bacteremia em recém-nascidos pré-termos torna nosso trabalho significante. E
necessario que este padrdo seja definido antes de se pensar sobre a necessidade de
tratamento do neonato infectado ou em opgdes terapéuticas. E provavel que a infecgio
por Ureaplasma, mesmo que transitoria, ndo seja indcua. No estudo que demonstrou a
transitoriedade deste patdogeno no LCR foi mostrada também uma associagdo com
hemorragia intraventricular, hidrocefalia e atraso de desenvolvimento *. Os efeitos da
infecgdo intra-uterina por Ureaplasma no neurodesenvolvimento ainda sd3o pouco
conhecidos. Berger et al. estudaram uma coorte de 114 prematuros nascidos entre 23 e

33 semanas de idade gestacional de maes que tiveram cultura de liquido amnidtico
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obtida durante a cesariana. Essas criancas foram subsequentemente avaliadas com 24
+/- 1,1 més de idade corrigida através da escala de desenvolvimento infantil de Bayley
IT e exame neurologico padronizado. Um grupo de 67 criangas com cultura de liquido
amniotico negativa foi comparado a 47 criangas com cultura positiva, sendo positiva
para U. urealyticum em 32 casos e para outras bactérias em 15 casos. Pacientes com
cultura positiva apresentaram um risco significativamente maior de apresentar um
escore PDI (indice de desenvolvimento psicomotor) adverso (OR 3,1; CI 1.3-3.7), um
desfecho neuroldgico anormal (OR 4,8; CI 1,4-16,4) ¢ uma maior probabilidade de
diagnéstico de paralisia cerebral (OR 4,8; CI 1,4-16,4) aos dois anos de idade corrigida
em comparagdo aos com cultura negativa3 s

Apesar de persistirem muitas duvidas sobre a patogenicidade do Ureaplasma no
neonato, sua associacdo com trabalho de parto prematuro ¢ inegavel e foi demonstrado

mais uma vez no nosso estudo. Isso demonstra a importincia de se pesquisar esse
patdégeno e possivelmente tratar as gestantes com TPP, ja que a prevencdo do

nascimento prematuro € a maior arma para a diminui¢do da mortalidade neonatal.
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ABSTRACT

Objective: To determine the prevalence of Ureaplasma urealyticum and Ureaplasma
parvum bacteremia in very low birth weight infants and to evaluate the associated
factors.

Patients and methods: Ninety-five very low birth weight newborns with gestational age
< 32 weeks were included in the study from March 2009 to July 2010. DNA was
extracted from blood samples collected during the first 72 hours of life and Ureaplasma
urealyticum and/or Ureaplasma parvum were identified by Polymerase Chain Reaction.
The newborns were followed up until hospital discharge.

Results: The prevalence of Ureaplasma urealyticum and/or Ureaplasma parvum
bacteremia was 12.6% (12 cases): 5 (5.2%) for Ureaplasma urealyticum, 5 (5.2%) for
Ureaplasma parvum and 2 (2.1%) for both. By univariate analysis the presence of
Ureaplasma was associated with clinical chorioamnionitis and spontaneous preterm
labor. Pre-eclampsia and small for gestational age were associated with lower incidence
of Ureaplasma. When spontaneous preterm labor was present, the prevalence of
Ureaplasma bacteremia was 25%. Only spontaneous preterm labor was a statistically
significant factor after step by step logistic regression analysis (p=0.006) with 9-fold
increase in chance of neonatal Ureaplasma bacteremia.

Conclusions: Ureaplasma bacteremia is common in very low birth weight infants,

especially among those born after preterm labor.

INTRODUCTION
Ureaplasma urealyticum and Ureaplasma parvum are the most frequently
isolated microorganisms from amniotic fluid and placenta of mothers of preterm

newborns, and colonize up to 67% female genital tract of sexually active women in the
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reproductive age (1,2). Ureaplasma colonization in pregnant women is associated with
premature rupture of membranes, chorioamnionitis and preterm delivery (1-3). There is
evidence that the timing, duration and intensity of the inflammatory response to
Ureaplasma infection are the main determinants of pregnancy and neonatal outcomes
(1).

Ureaplasma colonizes 20 to 45% of very low birth weight (VLBW) infants’
respiratory tracts (1), and it has been associated with bronchopulmonary dysplasia
(BPD) (4,5). Ureaplasma bacteremia can lead to severe pneumonia (6). Bacteremia
occurs in 26% of the neonates with positive tracheal cultures for Ureaplasma
urealyticum (7).

The purpose of this study was to determine the prevalence of Ureaplasma
urealyticum and Ureaplasma parvum in VLBW infants and to evaluate the perinatally

associated factors with neonatal Ureaplasma bacteremia.

PATIENTS AND METHODS
Study population:

We conducted a prospective cohort study including all newborn infants with
birth weights < 1500g and gestational ages < 32weeks admitted to the Neonatal
Intensive Care Unit (NICU) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) during the
first 72 hours of life from March 2009 to July 2010. We excluded infants with major
congenital malformations, chromosomal syndromes, congenital infections of the
STORCH group (syphilis, toxoplasmosis, rubella, cytomegalovirus and herpes), and
death in the delivery room. The newborns were followed up until discharge or death.

Ethical considerations:
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The study protocol was approved by Institution’s Ethics Committee and informed
consent was signed by parents or guardians. A single blood sample per newborn was
obtained for Ureaplasma detection in the first 72 hours of life in a small volume
additional to that requested by the attending neonatologist.

Variables and definitions:

Gestational age was determined by maternal dates, confirmed by early obstetric
ultrasound (in the first 12 weeks of gestation) and neonatal examination. Small for
gestational age (SGA) was defined as birth weight below the 10th percentile (8).

Diagnosis of maternal preeclampsia was arterial hypertension (blood pressure
>140 mmHg systolic and/or >90 mmHg diastolic) developing after 20 weeks gestation
with proteinuria >300 mg in a 24-h urine sample (9). We considered clinical
chorioamnionitis when there were maternal fever, uterine hypertonia, purulent or foul
smelling amniotic fluid, maternal leukocytosis and fetal tachycardia.

Respiratory Distress Syndrome (RDS) was diagnosed when FIO2 requirement
was > 0.40, and there were characteristic chest X-ray and need for exogenous surfactant
replacement. Diagnosis of congenital pneumonia was based on clinical signs of
respiratory distress followed by a compatible chest X-ray.

Clinical diagnosis of early-onset sepsis was based on the presence of one or more
items of at least three of the following categories: a) maternal risk factor as fever,
urinary tract infection, genital tract infection, chorioamnionitis and rupture of
membranes for more than 18 hours before delivery; b) temperature instability,
hypothermia: axillary temperature below 36.5° C and hyperthermia: above 37.5° C; c)
apnea, bradypnea, tachypnea, grunting, subcostal and sternal retractions, nasal wing
beats and cyanosis; d) hypotonia and seizures; e) irritability and lethargy; f) abdominal

distension, emesis, and feeding intolerance; g) idiopathic jaundice; h) paleness, cold and
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sweaty skin, hypotension and capillary refill time longer than 3 seconds; 1) signs of
bleeding and disseminated intravascular coagulation; j) subjective evaluation: newborn
"does not seem well” (10,11). Diagnosis of proven early-onset sepsis was based on the
presence of clinical signs and positive blood and/or CSF cultures. Necrotizing
enterocolitis (NEC) was diagnosed when preterm infants presented feeding intolerance,
abdominal distension and vomiting associated with pneumatosis intestinalis.

Presence of peri-intraventricular hemorrhage (PIVH) was determined by serial
cranial ultrasound performed weekly until the sixth week of life or hospital discharge.
PIVH was classified according to Papile et al (12). Bronchopulmonary dysplasia was
defined by the need of oxygen supplement in the first 28 days of life (13).

Absolute neutrophil counts were performed with a Sysmex 2100 (TOA Medical
Eletronic, Kobe, Japan). C-recative protein (CRP) was determined by rate
nephelometry, and a CRP value of 10 mg/L or greater was considered elevated (14).
DNA extraction and PCR:

Blood samples were centrifuged and plasma was frozen at -80°C. At the moment
of analysis, samples were thawed and identification of Ureaplasma was performed with
Ureaplasma parvum / urealyticum Real-TM Kit (Sacaca Biotechnologies).
Identification of the organism was based on two processes: DNA isolation and
amplification of samples in real time. Ureaplasma urealyticum and Ureaplasma parvum
DNA were extracted, amplified and detected from the samples, using specific
fluorescent probes according to the manufacturer's protocol. Amplifications were
performed in duplicate for each sample, with 100% agreement in results.

Statistical analysis:
Sample size calculation was performed with the program WinPEPI and based on

the study by Viscardi et al. (15). For a confidence interval of 95%, an estimated
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population of 100 VLBW infants during the study period, a prevalence of Ureaplasma
urealyticum and / or Ureaplasma parvum of 18% and an error of 5%, we figured out a
total of 70 newborns.

To compare quantitative variables for the presence or absence of Ureaplasma we
used either Student's t test, Mann-Whitney test, chi-square test or Fisher exact test.

We performed a step by step logistic regression (stepwise) with the variables that
were significant in univariate statistical analysis.

The level of significance adopted was p < 0.05 and analyses were performed using

SPSS (Statistical Package for Social Science) version 13.0.

RESULTS

During the study period, 106 VLBW infants were admitted to NICU in the first
72h of life. Of these, six were excluded (two due to congenital malformations and 4 due
to congenital infection of STORCH group) and 5 were lost (insufficient samples or
parents’ refusal to participate in the study). Ninety-five VLBW infants were included in
the study.

The prevalence of Ureaplasma urealyticum and/or Ureaplasma parvum
bacteremia was 12.6% (12 cases): 5 (5.2%) Ureaplasma urealyticum, 5 (5.2%)
Ureaplasma parvum and 2 (2.1%) both. Newborns were divided in two groups: positive
for Ureaplasma urealyticum and/or Ureaplasma parvum and negative for both.

The mean postnatal age of blood collection was 27 + 17 hours, and sample
collection timing was similar in both groups: 28417 hours and 23+ 17 hours (p=0.298)
for Ureaplasma- negative and positive infants respectively. The number of positive
blood samples was 7 of 39 (17%) collected in the first 24 hours, 3 of 42 (7%) between

24 and 48 hours, and 1 of 12 (8%) between 48 and 72 hours (p=0.173).
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The two groups were similar regarding maternal age, birth weight, gestational
age, proportion of cesarean delivery, Apgar score in the fifth minute, length of
hospitalization and mortality. There were also no statistically significant differences
between groups regarding the incidence of RDS, congenital pneumonia, clinical sepsis,
proven sepsis, NEC, PIVH grade III or IV (Table 1).

We stratified the groups according to birth weight: <750 grams, 750- 999 grams,
1000-1249 grams, and 1250-1500 grams; and the number of positive infants were: 3
(17.6%), 2 (7.4%), 2 (10.5%), and 5 (15.6%) (p=0.481), respectively.

BPD occurrence was similar in both groups. Of the survivors at 28 days, 15
(26.8%) negative and 2 (25%) positive (p=1.00) Ureaplasma infants required oxygen
therapy; and of the survivors at 36 weeks postmenstrual age, 10 (18.9%) negative and
one (12.5%) positive (p=1.00) Ureaplasma infants required oxygen. None of the
patients was tested for tracheal aspirates.

Univariate analysis demonstrated the presence of Ureaplasma associated with
clinical chorioamnionitis and spontaneous preterm labor (p = 0.024 and p = 0.003,
respectively). Preeclampsia and SGA were associated with lower incidence of
Ureaplasma bacteremia (p = 0.025 and p = 0.033 respectively) (Table 1). When
analyzing only the presence of spontaneous preterm labor, the prevalence of
Ureaplasma bacteremia was 25% (10 positive out of 40 cases). There were no
differences between Ureaplasma-positive and negative infants delivered after
spontaneous preterm labor (Table 2).

Step by step logistic regression (stepwise) showed that among the significant
variables in univariate analysis, the only one that remained significant was spontaneous

preterm labor (OR= 9.138 CI 95% 1.874 to 44.553, p = 0.006).
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DISCUSSION

In our study we determined that the prevalence of Ureaplasma bacteremia in
VLBW infants was 12.6%. There was also a significant association with spontaneous
preterm labor with a 9-fold increase in the chance of neonatal Ureaplasma bacteremia.

The role of Ureaplasma as a cause of chorioamnionitis, abortion and premature
labor has been well documented by several authors (16-18). It has been demonstrated
that Ureaplasma triggers preterm labor, even in cases of subclinical infection (19-23).
Our findings showed that the rate of Ureaplasma bacteremia is higher among preterm
infants born after spontaneous preterm labor. Kundsin et al found that the placentas with
lower rates of Ureaplasma recovery were from births due to preeclampsia or
intrauterine growth restriction (24). We also found an inverse association between
preeclampsia and SGA with neonatal Ureaplasma bacteremia. Most cases of births
without spontaneous labor are of preeclamptic mothers, and newborns with restricted
intrauterine growth.

Many studies have associated newborn respiratory tract colonization with
Ureaplasma and BPD, and two meta-analyses reinforced this association (4, 5). We did
not find association between the presence of Ureaplasma in neonatal blood and
incidence and severity of BPD. The only two other studies that showed the presence of
Ureaplasma in preterm blood did not find any statistically significant association with
BPD either (25, 26).

The prevalence of neonatal Ureaplasma bacteremia described by us was lower
than that reported previously. Goldenberg et al performed cultures of umbilical cord
blood of newborns with gestational ages between 23 and 32 weeks, and found a
prevalence of Ureaplasma urealyticum of 17% (25). Viscardi et al performed PCR of

DNA extracted from umbilical cord or venous blood (when the cord blood was
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unavailable) and CSF of VLBW infant; Ureaplasma sp was detected in the serum of
18.7% (26). Our prevalence was 12.6% studying just neonatal blood in contrast with
previous studies that detected Ureaplasma in umbilical cord blood. We may speculate
that neonatal Ureaplasma bacteremia is transient, and the neonatal immune system is
able to contain it without treatment. Previous study showed that a significant proportion
of patients with Ureaplasma meningitis eliminated the microorganism without specific
antibiotic treatment (27). Respiratory tract colonization by Ureaplasma is also transient.
Castro-Alcaraz et al studied 125 VLBW infants during 12 months collecting
nasopharyngeal and tracheal secretion samples at 1, 3 and 7 days of life, and, after that,
weekly. Forty children (32%) had one or more positive samples for Ureaplasma
urealyticum by culture or PCR, and they identified that several patients had an early
transient pattern of colonization (28).

Limitation of our study was that we collected PCR for Ureaplasma only once. If
we had held several collections with intervals of days we could have shown the
transience of Ureaplasma in the neonatal bloodstream independently of specific
treatment. Although it is impossible to conclude on the pattern of Ureaplasma
bacteremia, the presence of bacteremia in preterm newborn makes our findings
significant. We detected Ureaplasma exclusively on peripheral neonatal blood
differently from previous studies that used umbilical cord blood (25,26). It is necessary
to determine the Ureaplasma bacteremia pattern before we consider the need for
treatment, although we know that Ureaplasma bacteremia is not innocuous. It was
recently suggested that there is an association between the presence of Ureaplasma in
CSF and intraventricular hemorrhage, hydrocephalus and developmental delay (27).
The effects of intrauterine Ureaplasma infection on infants’ neurodevelopment are still

poorly understood. Berger et al studied a cohort of 114 infants born between 23 and 33
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weeks of gestation whose mothers had amniotic fluid culture obtained during cesarean
section, and those children were evaluated at 24 months of corrected age. Those with
positive cultures showed a significantly higher risk for low Psychomotor Development
Index score, abnormal neurological outcome, and increased incidence of cerebral palsy
(29).

The association of neonatal Ureaplasma bacteremia and preterm labor suggests
that future studies should be conducted in order to determine if specific antibiotic

therapy will de indicated after spontaneous preterm labor.
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Table 1. Comparison between newborns with and without Ureaplasma bacteremia

Patients negative  Patients positive for P
for Ureaplasma Ureaplasma
N=83 N=12

Maternal age* 26.16 £ 6.61 25.25+6.12 0.655
Birth Weight* 1051.46 +£297.74 1090.42 + 337.66 0.678
Gestational Age* 29.57+2.59 28.17 £2.65 0.085
Caesarean delivery** 63 (75.9%) 8 (66.7%) 0.491
Spontaneous preterm labor*** 30 (36.1%) 10 (83.3%) 0.003
Preeclampsia®** 36 (43.9%) 1 (8.3%) 0.025
Clinical chorioamnionitis** 15 (18.13%) 6 (50%) 0.024
Rupture of membrane duration 0(0-12.5) 0 (0-247) 0.128
(hours)****
Small for gestational age™*** 42 (50.6%) 2 (16.7%) 0.033
Apgar at 5 minutes™**** 8(7-9) 9(6-9) 0.762
Respiratory Distress 53 (63.9%) 7 (58.3%) 1.000
Syndrome**
Congenital pneumonia*** 8 (9.6%) 0 (0%) 0.590
Clinical early-onset sepsis*** 64 (77.1%) 10 (83.3%) 0.447
Proven early-onset sepsis™*** 2 (2.4%) 0 (0%) 1.000
Necrotizing Enterocolitis®** 13 (15.7%) 3 (25.0%) 0.391
Peri-intraventricular 13 (15.7%) 2 (16.7%) 1.000
hemorrhage grade III or [V***
Peripheral blood cell count**** 7130 (4990-9490) 6590 (4740- 7750) 0.560
Absolute neutrophil count **** 3020 (1555-5030) 2881 (1620-3750) 0.805
C-reactive protein > 10 mg/L 5 (6.0%) 1 (8.0%) 0.522
* k%
Length of stay (days)**** 51 (34-81) 39 (34-87) 0.701
Mortality*** 33 (39.8%) 4 (33.3%) 0.760

Data presented as mean + standard deviation, median (p25-p75) or number of

positive cases (%).

*T test, **Chi-square test, ***Fisher exact test, ****Mann-Whitney test



Table 2. Comparison between Ureaplasma-positive and negative infants delivered after

spontaneous preterm labor

Patients negative Patients positive P
for Ureaplasma for Ureaplasma
N=30 N=10
Maternal age* 24.97+5.72 24.40 +6.29 0.793
Birth Weight* 1031.17 £294.05 1133.5 + 348.76 0.368
Gestational Age* 28.5+2.80 28.4+2.71 0.922
Caesarean delivery** 12 (40%) 6 (60%) 0.300
Clinical chorioamnionitis** 11 (36.6%) 6 (60%) 0.282
Rupture of membrane duration 1(0-12.75) 4 (0-210) 0.334
(hours)***
Small for gestational age™** 8 (26.7%) 2 (20%) 1.000
Apgar at 5 minutes*** 7(5-9) 7(6-8) 0.800
Respiratory Distress 20 (66.7%) 7 (70%) 0.696
Syndrome**
Congenital pneumonia** 4 (13.3%) 0 (0%) 0.556
Clinical early-onset sepsis** 26 (86.7%) 8 (80%) 1.000
Proven early-onset sepsis** 1 (3.3%) 0 (0%) 1.000
Necrotizing Enterocolitis** 7 (23.3%) 2 (20.0%) 1.000
Peri-intraventricular 6 (20.0%) 2 (20%) 1.000
hemorrhage grade III or [V**
Peripheral blood cell count *** 7130 (4990-9490) 6590 (4740- 0.560
7750)
Absolute neutrophil count *** 3020 (1555-5030) 2881 (1620-3750) 0.805
C-reactive protein > 10 mg/L 5 (6.0%) 1 (10.0%) 0.522
*%
Mortality** 15 (30.0%) 3 (30.0%) 0.464

Data presented as mean + standard deviation, median (p25-p75) or number of

positive cases (%).

*T test, **Fisher exact test, ***Mann-Whitney test
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10- CONSIDERAGCOES FINAIS

Em nosso estudo demonstramos mais uma vez o papel do Ureaplasma como
causador de trabalho de parto e nascimento prematuros. Demonstramos uma prevaléncia
deste microorganismo no sangue de RNMBP de 12,6% e uma prevaléncia de 25%
quando considerados apenas aqueles nascidos devido a TPP. Pouco se sabe sobre os
efeitos desse patdgeno na corrente sanguinea dos neonatos € ndo conseguimos
demonstrar associacdo da sua presenca com sinais clinicos de sepse precoce. Isso ndo
significa que esse microorganismo seja inofensivo e seus efeitos em longo prazo ainda
sdo pouco entendidos.

Essas diividas sugerem a conducdo de novos estudos que tentem principalmente
elucidar se o tratamento antibidtico especifico de gestantes é capaz de prevenir

nascimentos prematuros espontaneos.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Prevaléncia da infec¢@o por Ureaplasma urealyticum e
parvum em recém-nascidos de muito baixo peso de nascimento.

O recém-nascido prematuro € uma crianga fragil que merece cuidados
especiais durante todo o seu periodo de acompanhamento na UTI neonatal.
Toda crianga prematura de muito baixo peso precisa coletar exames de
sangue. Seu filho(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que
busca descobrir a freqiiéncia com que o microorganismo Ureaplasma pode
ser encontrado no sangue de bebés prematuros.

Para isso, € necessario obter uma amostra de sangue do bebé para
exame de laboratorio. Ndo havera coleta de sangue exclusivamente para
pesquisa. Serd solicitada apenas a coleta de um pequeno volume extra de
sangue quando alguma coleta necessaria ao tratamento do bebé for
realizada. Nenhuma intervencdo ocorrerd com a finalidade de pesquisa. A
guantidade de sangue que sera coletada é pequena (0,5mL), ndo causando
problemas nem riscos para o bebé.

O conhecimento da prevaléncia deste microorganismo podera auxiliar
no tratamento desta infec¢éo no futuro; por isso, solicito seu consentimento
para participagéo de seu filho na pesquisa.

Caso nao concorde em participar do estudo, ndo haverd prejuizo na
assisténcia do bebé.

Eu, , responsavel
pelo recém-nascido , fui
informado (a) dos objetivos do estudo e sua justificativa, de forma detalhada
e precisa. Recebi informagbes especificas sobre o procedimento no qual
meu filho esta envolvido, e os desconfortos ou possiveis riscos, tanto quanto
os beneficios esperados. Todas as minhas davidas foram respondidas com
clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer
momento e terei plena liberdade de retirar meu filho da pesquisa se acreditar
necessario.

Declaro, portanto, que autorizo a inclusdo de meu filho na pesquisa
realizada pela Dra. Luciana Teixeira Fonseca (fone 21018204), pela Dra.
Rita de Céssia Silveira e pelo Dr. Renato Procianoy. Caso desejar, o Comité
de Etica em Pesquisa do HCPA também podera dar mais informacgdes a
cerca de sua participacao neste projeto de pesquisa (fone 21018304).

Assinatura do Responsavel

Data: / /
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ANEXO 2- PROTOCOLO

Prevaléncia da Infeccdo por Ureaplasma urealyticum e parvum em Recém-
Nascidos Prematuros de Muito Baixo Peso

Identificacéao:

Nome: N°:

Data de Nascimento: / / Prontuério:

Sexo: (1) Feminino (2) Masculino Cor: (1) Branca (2) Preta (3) Parda
Dados Maternos:

Idade: N° gestagdes:

Prematuros anteriores: (1) sim (2) ndo  Pré-natal: (1) sim (2) ndo

DM /DMG: (1)sim (2)nao Pré-eclampsia / eclampsia: (1) sim (2) nao
Infecgdo ovular: (1) sim (2) ndo IGO:

Dados do Parto:

BR > 18h: (1) sim (2)ndo

LA: (1) claro (2) meconial (3) fétido / purulento (4) ignorado
Parto: (1) vaginal (2) cesareo (motivo: )

TPP: (1) sim (2)ndo

Dados do RN:

Peso de Nascimento: Ballard:
Classificacao: (1) PIG (2) AIG (3) GIG IG final:
Apgar:  / SNAPPE 2:

Dados da Internacao:

DMH: (1) sim (2) ndo

Surfactante: (1) profilatico (2) terapéutico (3) profilatico e terapéutico (4) ndo usou
Pneumonia congénita: (1) sim (2) ndo

HPPRN: (1) sim (2)nao

Sepse precoce (diagnostico clinico): (1) sim (2) ndo

Sepse precoce comprovada: (1) sim (Hmc: ) (2) ndo
Hmg infeccioso: (1) sim (relacdo I/T: ) (2)ndo

Proteina C Reativa:

Meningite neonatal: (1) sim (2) ndo (3) ignorado

ECN: (1)sim (2) ndo

HPIV (0 a 4): (5) ndo fez eco
LPV: (1) sim (2) ndo (3)ndo fezeco
ROP (0 a 5): (6) nao examinado
Tempo de VM: dias

DBP: (1)sim (2)ndo (3) ndo se aplica
AP placenta: (1) com corioamnionite (2) sem corioamnionite (3) ndo realizado

PCR para Ureaplasma urealyticum: (1) positivo (2) negativo



