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SINTESIS

Mycoplasma genitalium es un patégeno emergente de trasmision sexual. La aparicién
de cepas multidrogorresistentes constituye un problema de salud mundial. Estudios
preliminares realizados en Cuba mostraron la presencia de esta bacteria en algunos
pacientes con uretritis y cervicitis. El objetivo del presente trabajo fue aportar
evidencias sobre la ocurrencia e importancia de las infecciones por M. genitalium en
Cuba, asi como caracterizar las cepas circulantes en el pais. Se realizaron estudios
descriptivos desde enero de 2009 a junio 2015, para conocer la frecuencia de infeccién
por M. genitalium en pacientes cubanos. Se implemento el aislamiento de M. genitalium
y se caracterizaron los nuevos aislados para conocer su genotipo y perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana. Se demuestra un 2 y 16 % de positividad a M.
genitalium en pacientes femeninas y masculinos, respectivamente. Se obtuvieron tres
aislados y se notificaron dos nuevos genotipos a nivel internacional. El aislado B19 fue
resistente a macrolidos y tetraciclinas. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion ofrecen evidencias claves para el perfeccionamiento de la vigilancia, el
manejo y tratamiento de las infecciones de trasmision sexual en el escenario

epidemioldgico cubano.
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LISTADO DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN: &cido desoxirribonucleico

AE: aborto espontaneo

APS: atencién primaria de salud

ARNIrr: &cido ribonucleico ribosomal

ATCC: Coleccién Americana de Cultivos Tipo, Estados Unidos, del inglés

American Type Culture Collection.

ATP: trifosfato de adenosina, del inglés Adenosine Triphosphate.

C: citosina
CDC: Centros para el control de enfermedades de los Estados Unidos, del

inglés: Center for Disease Control

CIA: control interno de amplifiacion
CLSI: Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio, Estados Unidos, del

inglés Clinical Laboratory Standars Institute.

CMII: concentracién minima inhibitoria
CV: coeficiente de variacion

EPA: enfermedad pélvica aguda

EUA: Estados Unidos de América

FB: medio Friis modificado

G: guanina



geq: equivalentes de genoma o genoma-equivalentes

HSH: hombres que tienen sexo con otros hombres

IC: intervalo de confianza

IPK: Instituto Pedro Kouri

ITS: infecciones de trasmision sexual

LNRIM: Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones sobre
Micoplasmas

MEM: medio esencial minimo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: del inglés Odds ratio. Razon de prevalencia

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa, del inglés Polymerase Chain

Reaction.
PNO: procedimientos normalizados operacionales
gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, del inglés Quantitative

Polymerase Chain Reaction.

QRDR: region determinante de resistencia a quinolonas, del inglés Quionolone-

Resistance Determinant Region.

SDAB: sindrome de dolor abdominal bajo
SFB: suero fetal bovino
SFV: sindrome de flujo vaginal

SSI: Instituto Estatal del Suero, Dinamarca, del inglés Statens Serum Institut.

SU: sindrome uretral



SUG: sindrome uretral por gonococo

TF: trastorno de la fertilidad

UNG: uretritis no gonocdcica

UNGNC: uretritis no gonococica no clamidial

UTM-RT: Medio de transporte universal para virus, clamidias, micoplasmas y

ureaplasmas, del inglés Universal Trasnport Medium (Copan, Italia)

VB: vaginosis bacteriana
VCNT: suplemento antimicrobiano de vancomicina, colistina, nistatina y

sulfametoxazol-trimetropin



CONTROL SEMANTICO

Aislado: poblacion de células de una sola especie microbiana en cultivo puro,
obtenida mediante un uUnico procedimiento de aislamiento a partir de una
muestra clinica, que no necesariamente se derivan de una unica célula
microbiana.

Aislamiento: procedimiento o conjunto de procedimientos de laboratorio que
permiten la seleccion, recuperacion y multiplicacion in vitro de una Unica
poblacién microbiana denominada aislado.

Co-cultivo: crecimiento de un microorganismo a expensas del crecimiento de un
cultivo o linea celular.

Concentracion minima inhibitoria: menor concentracion de antimicrobiano
capaz de inhibir el 99% del crecimiento microbiano.

Cultivo axénico: cultivo puro de una especie microbiana, genéticamente
homogéneo, derivado de una sola célula microbiana (clon).

Equivalentes de genoma: unidad de medida en biologia molecular para
describir o cuantificar las copias de un gen o fragmento genémico empleado
para el establecimiento de concentraciones de un microorganismo. Un
equivalente de genoma es igual a una copia génica y a su vez a una célula
microbiana.

Triple clonacion: procedimiento de purificacion de un cultivo puro mediante el
cual se obtiene una poblacion genéticamente homogénea o cultivo axénico.

Generalmente se realiza mediante la repeticion seriada por tres veces de la



disgregacion, dilucion al maximo, selecciéon de células microbianas individuales

y multiplicacién en un sistema o medio de cultivo.
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CAPITULO 1- INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Mycoplasma genitalium es una especie de micoplasma de origen humano, reconocida
como el organismo de vida libre més pequefio con capacidad de autorreplicacion. El
genoma de 580 kb, compuesto por unos 500 genes, es el nimero minimo necesario para
la sintesis de elementos estructurales, vias metabdlicas y componentes de la maquinaria
de sintesis proteica, lo que coloca a la especie como el modelo del concepto de “células

minimas o basicas” (1).

En un principio M. genitalium se asocio con la uretritis no gonocécica (UNG) en el
hombre; sin embargo, en la actualidad se le reconoce como el agente etioldgico de otras
patologias, tanto en los hombres como en las mujeres. En estas ultimas, se asocia con
cervicitis mucopurulenta, uretritis, enfermedad pélvica aguda, aborto espontaneo,
infertilidad y leucorrea. La asociacion con la vaginosis bacteriana no estd bien

dilucidada (1-8).

Uno de los principales problemas para el estudio de las infecciones por M. genitalium
radica en que el diagndstico de laboratorio mediante los métodos bacterioldgicos
tradicionales es laborioso y poco practico. Este microorganismo demora hasta 90 dias
en multiplicarse en un medio de cultivo especifico debido a su limitado metabolismo.
Las herramientas seroldgicas carecen de especificidad debido a la homologia antigénica

y la consecuente reactividad cruzada entre M. genitalium y Mycoplasma pneumoniae

).
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Debido a las dificultades antes mencionadas se desarrollan de forma acelerada metodos
moleculares basados en la amplificacién del acido desoxirribonucleico (ADN), los
cuales constituyen herramientas sensibles, especificas y rapidas para la deteccion y
cuantificacion de M. genitalium en muestras clinicas (1, 9-12). Sin embargo, estos
ensayos deben tener un limite de deteccion que permita revelar concentraciones muy
bajas del microorganismo, pues la concentracion de M. genitalium en muestras de
pacientes sintomaticos es 100 veces menor que la concentracion de otros

microorganismos como Chlamydia trachomatis (13).

Mycoplasma genitalium se aisla por primera vez en el afio 1980 a partir de exudados
urogenitales provenientes de hombres ingleses con uretritis. En los afios sucesivos no se
obtienen nuevos aislados, aunque continGan los intentos de mejorar los métodos de
aislamiento y cultivo (14). En los primeros afios de la década del 90 del siglo pasado,
Jensen y colaboradores lograron el aislamiento de M. genitalium mediante co-cultivo en
células Vero (15, 16). La incorporacion del monitoreo del crecimiento mediante la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (QPCR) perfeccion6 la metodologia
de aislamiento. Hasta 2015 se notifican en la literatura internacional alrededor de 81

aislados en todo el mundo (17-20).

Los aislados de M. genitalium se agrupan o clasifican segin la similitud en las
secuencias parciales del gen mgpB, uno de los genes que codifica para la adhesina
celular MgPa, y hasta el momento se informan alrededor de 190 genotipos (21-23).
Mediante este sistema de genotipificacion se puede estudiar y comprobar la trasmisién

sexual entre individuos infectados y sus contactos sexuales, asi como autentificar los
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posibles nuevos aislados por la comparacion entre el genotipo presente en la muestra y

el aislado (21, 24).

El tratamiento de las infecciones por M. genitalium se basa en la utilizacion de
macrolidos, tetraciclinas y fluoroquinolonas. La azitromicina constituye el tratamiento
de primera linea de las infecciones urogenitales por este microorganismo, aunque en
algunos paises se utilizan las tetraciclinas como primera opcién de tratamiento. Existen
pocos estudios de susceptibilidad antimicrobiana in vitro, como consecuencia de la poca
disponibilidad de aislados y de las dificultades para el cultivo ya comentadas. (17, 19,
20, 25-34). Los patrones de susceptibilidad de M. genitalium en el continente americano
se desconocen, lo cual dificulta la corroboracion de la efectividad del tratamiento
sindromico aplicado en la region. En la actualidad, M. genitalium es el (nico agente
patdgeno bacteriano responsable del desarrollo de infecciones de trasmision sexual
(ITS) no tratables, debido a la emergencia de cepas multidrogorresistentes, las cuales

carecen de opciones terapéuticas para su tratamiento (35).

La presencia de M. genitalium se informé por primera vez en Cuba al estudiar muestras
de pacientes masculinos con infecciones urogenitales, mediante la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) en el afio 2008 (36, 37). Sin embargo, se desconoce la
contribucion real de este germen al desarrollo de ITS en mujeres y hombres cubanos. La
no disponibilidad de aislados autdctonos ha impedido el conocimiento de los perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana frente a los antibidticos recomendados en el tratamiento
sindromico de las infecciones de trasmision sexual (ITS) y de los genotipos circulantes

en el pais (35, 38, 39).
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Este desconocimiento dificulta el manejo sindrémico de las ITS, pues el mismo depende
de que se proporcione el tratamiento efectivo contra los agentes patégenos comunes que
causan los sintomas. En consecuencia, es importante evaluar de forma periddica los
agentes patdgenos causantes de un sindrome particular, para orientar los protocolos de
tratamiento y el manejo clinico (40). Los resultados de estos estudios brindan
informacion atil al Sistema Nacional de Salud para la actualizacion y el fortalecimiento

del Programa Nacional de Control de las ITS/sida.

1.1 Problema cientifico
¢Es frecuente la infeccion por Mycoplasma genitalium en pacientes cubanos con
diagnostico clinico de ITS, aborto espontaneo e infertilidad? ;Son sensibles las cepas
circulantes a los tratamientos antimicrobianos recomendados?
1.2 Objetivos
Objetivo general
Obtener evidencias sobre la ocurrencia e importancia de las infecciones por
M. genitalium en Cuba, asi como de las caracteristicas propias de cepas circulantes en el
pais entre 2009 a 2015.
Objetivos especificos
e Describir la frecuencia de infeccion por M. genitalium en pacientes cubanos con
sindrome de flujo vaginal y dolor abdominal bajo, sindrome uretral, aborto
espontaneo y trastornos de la fertilidad.
e Obtener aislados autoctonos de M. genitalium e identificar los genotipos de los

mismos.
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e Definir los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados cubanos de
M. genitalium a los antimicrobianos recomendados para el tratamiento de las

infecciones urogenitales con esta bacteria.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades

Mycoplasma genitalium (del latin genitalia: genitales, - ium: de los) es uno de los
Ilamados micoplasmas de origen humano. Como todos los miembros de la clase
Mollicutes, carece de pared celular y en su lugar presenta una membrana lipidica
trilaminar, es sensible a los solventes orgénicos, desinfectantes y metales pesados, es
propenso a sufrir lisis celular debido a desbalances i6nicos y térmicos, requiere un

estricto balance osmético para su crecimiento y es microaer6filo (14).

2.2 Estructura celular de M. genitalium

La mayoria de las células de M. genitalium presentan forma de botija 0 matraz con una
longitud media de 590 nm, que al igual que M. pneumoniae, presentan una estructura
terminal que le permiten la adhesion a las células hospederas y superficies plasticas y le
confieren la capacidad de adsorber globulos rojos de diferentes especies animales. Esta
estructura terminal se denomina organelo de adhesion celular y est4 conformada por una
seccion cilindrica en forma de “mango” de 170 nm de largo y 80 nm de ancho, la que

termina en un nudo o perilla de 80 nm de largo y ancho (figura 2.1) (41).

10



CAPITULO 2- REVISION BIBLIOGRAFICA

Figura 2.1 Microfotografias electronicas de Mycoplasma genitalium. A- Célula con estructura terminal
en forma de punta y B- Células con forma de matraz, la flecha negra sefiala a una célula en division
celular. Tomado de Tully y colaboradores (14) y Pich y colaboradores (42).

Estos microorganismos poseen un sofisticado citoesqueleto proteico que juega un papel
esencial en su biologia y le confiere a la célula su forma distintiva en cada caso. El
entramado proteico se encuentra conformado por un gran nimero de proteinas
estructurales y no estructurales relacionadas con el metabolismo energético,
lipoproteinas, proteinas de estrés térmico y proteinas asociadas con la citoadherencia

(43).

El citoesqueleto juega un papel fundamental en el desplazamiento y en el proceso de
divisién celular. M. genitalium muestra un desplazamiento por deslizamiento. Este
movimiento celular ocurre en el sentido de la curvatura de la estructura terminal,

describiendo patrones circulares a una velocidad media de 111 nm/seg (1, 42).

La division celular sucede por simple fision binaria. Durante el proceso aparece un
nuevo organelo de adhesion adyacente al existente, comienza un movimiento o
reorganizacion del citoesqueleto que termina con la migracion y posicionamiento final

del nuevo organelo en el polo celular opuesto antes de la division final del citoplasma.

11
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El citoplasma celular de M. genitalium muestra una gran cantidad de cuerpos
electrodensos, que se corresponden con una acumulacion de ribosomas y agregados

proteicos, ademas de un Unico cromosoma circular (1).

2.3 Biologia molecular de M. genitalium

Los micoplasmas son patdgenos que tienen nichos ecoldgicos constantes por lo que
requieren muy poca capacidad adaptativa. M. genitalium es el patégeno humano con
una mayor expresion de parsimonia genémica, pues en un genoma de 580 kb, presenta
482 genes que codifican para proteinas, siendo el microorganismo con el menor genoma
de todos los organismos de vida libre capaz de crecer en un cultivo axénico. Presenta
una aparente redundancia enzimatica y una baja especificidad de sustratos, con lo cual
esta bacteria es capaz de cubrir las necesidades metabolicas con un nimero minimo de

genes (44).

De los 482 genes codificadores para proteinas, 382 son esenciales para el desarrollo de
las funciones celulares. Algunos genes no esenciales como MG414 y MG415 son claves
en el control del ciclo celular, especificamente en la velocidad de crecimiento, lo cual le
permite a este patdgeno escapar de los mecanismos de vigilancia y defensa del sistema

inmune del hospedero (44, 45).

El genoma de M. genitalium posee una cantidad baja de guanina y citocina (31%), que
influye en la utilizacion de los codones de parada como codificantes para algunos
aminoacidos, la cual llega hasta un 72% en el caso de UAA. Este comportamiento es
similar al encontrado en otros micoplasmas y en mitocondrias y cloroplastos, 1o que

reafirma la gran capacidad de economia celular y optimizacion metabdlica de este
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patogeno (45). Los genes que codifican para el acido ribonucleico ribosomal (ARNTr)
ribosomal se encuentran organizados en un operon, localizado en una copia simple en el
genoma. De todos estos genes, el gen del ARNr 16S es el mas estudiado y revela una

gran homologia con M. pneumoniae (46).

El metabolismo energético se basa en la obtencion de trifosfato de adenosina (ATP)
mediante la degradacion de la glucosa en la via glicolitica, aunque los modelos in silico
demuestran la posibilidad de utilizacion de la fructosa y el glicerol como sustratos

energéticos alternativos.

Como consecuencia de la pérdida de genes esenciales para las vias metabdlicas, la
capacidad biosintética de M. genitalium se encuentra limitada, por consiguiente,
necesita la incorporacion de los precursores macromoleculares de fuentes ambientales
externas. Estos altos requerimientos nutricionales junto con el lento crecimiento, hacen

que el cultivo in vitro en medios artificiales sea dificil y laborioso (45).

Mycoplasma genitalium presenta un organelo de adhesion celular, formado en su gran
mayoria por fosfoproteinas y proteinas de membrana. Dentro de estas proteinas se
encuentra la proteina de adhesién celular o MgPa. Los genes de la MgPa se encuentran
organizados en un operén formado por tres genes: mgpA (MG190), mgpB (MG191) y
mgpC (MG192) (figura 2.2). Estos genes son cotranscritos y segun estudios moleculares
de mutantes que carecen de MG191 o MG192, se conoce que ambos genes codifican
proteinas esenciales para el ensamblaje y funcionamiento del organelo de adhesion (2,

47).
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De acuerdo con la secuencia completa del genoma de la cepa tipo de M. genitalium
(G377), estos genes se encuentran en una copia Unica en el genoma, pero ademas
existen nueve elementos repetitivos o copias truncadas de los genes MG191 y MG192,
denominadas mgparl — 9, no contiguas al operon MgPa, que se encuentran dispersos a

través de todo el genoma.

Similarity (%)

AcT H

0 500 1,000 1500 2000 2.500 3,000 3500 4‘0‘00 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500

Nucleotide position

Figura 2.2 Organizacion y variacion nucleotidica del operon de la proteina MgPa de
Mycoplasma genitalium. A- Representacién esquematica de la estructura del operon MgPa basada en la
secuencia de la cepa G37 (niumero de GenBank NC_000908). B- Grafico de similitud nucleotidica del
operon MgPa de 15 cepas de Mycoplasma genitalium. Tomado de Ma y colaboradores (47).

La identidad u homologia de estos elementos con la secuencia del operén es de 70 —
90%. Considerando la gran presion evolutiva a que esta sometido este microorganismo,
no cabe duda alguna de que estos genes truncados juegan un papel esencial en la
supervivencia y adaptacion de este patdégeno (47, 48). Estos hallazgos, unidos a la
existencia de una gran variacion en la secuencia de estas regiones del operon MgPa de

M. genitalium, sugieren la ocurrencia de eventos de recombinacion homologa entre los
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genes del operon y las secuencias mgpar (figura 2.3) que le permiten a este patdgeno
evadir la respuesta inmune y la adaptacion a los diferentes microambientes del

hospedero durante el establecimiento de la infeccidn persistente (2, 49, 50).

4] O kb
85 kb
Mycoplasma genitalium
G-377
4% kb 580 kb 1 167 ko
175 kiy
Mg Par 4
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MokD -
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S 220 ks i)
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™ % 1507 iDL iTid THY IO TIES 129
T H 0 E - ]
mgpE H
[ 575 1016 29 2676 3305 3550 4335
g:’h“ 1z 445 445 1038 2010 2170
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Figura 2.3 Localizaciéon gendémica del gen mgpB y las secuencias truncadas mgpar de la proteina MgPa
de Mycoplasma genitalium. A- Representacion esquematica del genoma de Mycoplasma genitalium
mostrando la localizacion del gen mgpB y las secuencias mgpar. B- Represnetacion esquematica del gen
mgpB Y las secuencas mgpar con su talla correspondiente. En cuadros negros se representan las zonas de
mgpB con una gran variacion nucleotidica. Las lienas de colores representan la zonas homologas de cada
mgpar al gen mgpB. Tomado de Iverson-Cabral y colaboradores (50).
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2.4 Patogénesis

Los micoplasmas pueden considerarse parasitos perfectos debido a la baja frecuencia
con que producen infecciones fulminantes y que tienden méas a la colonizacion y el
establecimiento de infecciones de curso cronico. El tracto urogenital parece ser el sitio
primario de colonizacion de M. genitalium, aunque no existe informacion suficiente
sobre la preferencia por un tipo celular especifico. Sin embargo, en estudios in vitro,
M. genitalium no parece estar confinado solamente a las células de tipo epitelial (1). La
ruptura del dogma del tropismo selectivo se demuestra en algunos casos donde
M. genitalium se aislé6 de muestras respiratorias; sin embargo, este Ultimo hecho

permanece aun en duda (51, 52).

Durante el proceso de infeccion, M. genitalium es capaz de causar dafio tisular mediante
la produccion de metabolitos toxicos como el peréxido de hidrégeno y otros
superdxidos. Otro mecanismo patogeénico es la induccion de dafio causado por la propia
respuesta celular del hospedero. Este mecanismo se explica por la interaccion entre este
patégeno y algunos componentes del sistema inmune, que inducen la activaciéon de

macrofagos y la produccion de citoquinas (53, 54).

Después de la transmisién sexual, M. genitalium realiza el primer contacto con las
células epiteliales de la vagina y el endocervix, esto desencadena una cascada
inmunoldgica que termina en la activacién temprana de la respuesta inmune innata. Esta
activacién permite la extravasacion de células inmunitarias, principalmente macrofagos,
que fagocitan y destruyen las células de micoplasmas (54, 55). Algunas fracciones de

lipoproteinas de la membrana celular de esta especie son capaces de inducir la
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produccién de varias citoquinas proinflamatorias que exacerban la respuesta inmune
local e inducen la activacion de otras células de los mecanismos de respuesta celular del

sistema inmune, lo cual aumenta el dafo del tejido colonizado (1, 53, 54).

Otro aspecto importante en la inmunopatogenia de M. genitalium radica en el hecho de
que algunos de los componentes celulares mayoritarios de este patégeno actian como
superantigenos, ejerciendo un papel fundamental en la aparicion comun de sindromes

autoinmunes que acompafian las infecciones crénicas (56, 57).

2.5 Localizacion intracelular de M. genitalium

Durante varios afios se disputd la localizacion extracelular versus intracelular. En la
década de los 80 (siglo pasado), la mayoria de las evidencias favorecian la hipdtesis de
que los micoplasmas eran solamente patdgenos extracelulares. Sin embargo, las
investigaciones sobre algunas especies que afectan a los pacientes con sida lograron
demostrar que algunos micoplasmas no solo eran capaces de parasitar las superficies
celulares, sino que también tienen la capacidad de invadir el interior de las células
eucariotas. Para reafirmar dichas evidencias, este hecho se demostré en células
urogenitales provenientes de pacientes infectados. La persistencia intracelular de los
micoplasmas puede explicar el enigma del fallo en la erradicacion de las infecciones

tanto en los cultivos celulares como en los humanos (57).

La internalizacion de M. genitalium se demostr6 mediante microscopia electronica en
cultivos celulares (figura 2.5). Dentro de las células, este patdgeno se encuentra unido a
la membrana de las vacuolas y el nucleo. Este mecanismo de internalizacion le permite

escapar de la respuesta inmune, de las condiciones extracelulares adversas y
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determinados antimicrobianos, lo cual puede explicar la recurrencia en las infecciones

uretrales y urogenitales en general (16, 57).

Figura 2.5 Microfotografias electrénicas de Mycoplasma genitalium creciendo en células Vero. A- Cepa
G377; B- Cepa M2300. Las células de micoplasma aparecen como estructuras electrodensas de color
negro. Tomado de Tully y colaboradores (14) y Jensen y colaboradores (16).

2.6 Principales enfermedades causadas por M. genitalium

2.6.1 Enfermedades en los hombres

Durante los ultimos afios se han acumulado considerables evidencias que demuestran el
papel patogénico de M. genitalium como agente etiologico causal de infecciones
urogenitales en los hombres (18, 58, 59). Al contrario de las mujeres, el 70 % de los
hombres con una infeccion por M. genitalium presentan sintomas y desarrollan una de

las patologias descritas a continuacion (60, 61).

2.6.1.1 Sindrome uretral

Se denomina sindrome uretral a la presencia de secrecion uretral en hombres, con o sin
disuria, comprobada con el prepucio retraido o si es necesario por la compresion de la
raiz del pene en direccion al glande (40, 62). Las directrices para la vigilancia de las
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infecciones de transmision sexual de ONUSIDA/OMS recomiendan que el sindrome de
secrecion uretral es uno de los Unicos sindromes que son Utiles para vigilar la tendencia
de la incidencia de las ITS en paises con manejo sindromico de las ITS (40). Los
agentes etiologicos més frecuentes son Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis,
M. genitalium, Ureaplasma urealyticum y Trichomona vagnalis. El diagndstico
etiologico definitivo es necesario y recomendado para evitar complicaciones,

reinfecciones y transmision de la infeccién (39).

2.6.1.2 Uretritis no- gonococica

Se denomina uretritis no- gonococica (UNG) o uretritis inespecifica al sindrome uretral
con o sin diagnostico etioldgico, causado por agentes etiologicos diferentes a
N. gonorrhoeae. Su diagndstico clinico se basa en la observacion de frotis de exudado
uretral tefiidos por azul de metileno o Gram, donde se observan abundantes
polimorfonucleares con ausencia de diplococos Gramnegativos, arrifionados
intracelulares (39). M. genitalium se asocia entre un 10 — 30 % de los casos (Odds ratio
(OR) 5,5 (IC 95% I: 4.4-7.0)), al desarrollo de UNG en hombres (63-67). Sin embargo,
C. trachomatis es el patdgeno que se encuentra con mas frecuencia, entre un 15 — 50 %
de los casos (39, 68). Otros microorganismos menos frecuentes como responsables del
desarrollo de esta patologia son T. vaginalis, U. urealyticum, bacterias anaerobias, virus

del herpes simple y algunos adenovirus (69, 70).

2.6.1.3 Uretritis persistente o recurrente

Se denomina uretritis persistente o recurrente (UR) al sindrome uretral no- gonococico

(0 UNG) mantenido, posterior a una terapia antimicrobiana especifica contra los
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principales agentes etiologicos asociados al desarrollo del sindrome uretral (39).
M. genitalium se encuentra en aproximadamente el 40 % de los pacientes con UR (OR:
26 (IC 95%: 11,49 — 56,99)), sobre todo en aquellos casos con fallo al tratamiento con

doxiciclina o macrolidos (35, 60, 71).

2.6.1.4 Prostatitis

La prostatitis, definida como la inflamacion de la préstata, caracterizada por la aparicion
de dolor perineal persistente, malestar o dolor en la region pélvica, en el pene, ardor o
dolor a la eyaculacion, constituye una de las complicaciones mas comunes de las
infecciones por M. genitalium no tratadas o recurrentes (60, 72, 73). En los paises con
manejo sindrémico, el mantenimiento de los sintomas post-tratamiento a una UNG o la
aparicion sintomas de prostatitis, no justifica el re-tratamiento antimicrobiano sin una
confirmacion de laboratorio de inflamacion de la wuretra, la presencia de

polimorfonucleares en el semen, y el diagnostico etioldgico (39).

2.6.1.5 Proctitis

La proctitis se define como la inflamacion de la porcion distal del recto (10 — 12 cm) y
forma parte de los sindromes gastrointestinales de origen sexual comunes en los
hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH) y mujeres que practican sexo anal
receptivo. Los principales sintomas de esta patologia son la aparicion de dolor
anorectal, tenesmos y descargas rectales (39). M. genitalium se encuentra dentro de los
patdgenos que contribuyen a la aparicion de proctitis hasta en el 12 % de los casos (60,
74), junto a N. gonorrhoeae, C. trachomatis (incluyendo los serovares LGV),

T. pallidum, y VHS (39).
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2.6.2 Enfermedades en las mujeres

El 70 % de las mujeres infectadas con M. genitalium son asintomaticas. De forma
general, el nimero de estudios en las mujeres es menor que en los hombres (75-77). La
prevalencia de las infecciones por M. genitalium en las mujeres oscila entre 1,3 y 18 %,
siendo similar, en algunas poblaciones, a la encontrada para las infecciones causadas
por C. trachomatis (2, 8, 78-80). Dentro del manejo sindromico de las ITS,
M. genitalium contribuye en menor o mayor grado al desarrollo de varios sindromes y

patologias que se exponen a continuacion.

2.6.2.1 Sindrome de flujo vaginal

Se define como sindrome de flujo vaginal (SFV) al sindrome urogenital que engloba
entidades clinicas como la cervicitis y la vaginosis bacteriana. Su semiologia se basa
principalmente a la presencia de secrecion vaginal anormal en cuanto a cantidad, color y
olor (leucorrea), acompafiada o no de dolor abdominal bajo y sintomas especificos de
cervicitis (81). Esta clasificacion se aplica como parte del manejo sindrémico de las ITS
e incluye entidades clinicas relacionadas con M. genitalium (cervicitis) y otras no

relacionadas (vaginosis bacteriana (VB)) (77) .

2.6.2.2 Cervicitis

La cervicitis se define atendiendo a criterios clinicos o de laboratorio. La cervicitis
clinica es el proceso inflamatorio, agudo o cronico, del cuello del Gtero o cérvix con
enrojecimiento, friabilidad, produccion de secrecion mucopurulenta, con o sin

leucorrea. Por otro lado, la definicién microscopica de cervicitis se basa en la presencia
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de >10 polimorfonucleares por campo en el frotis de la secrecion cervical, lo cual es un
marcador de leucorrea (39, 81). La presencia de leucorrea como marcador de cervicitis
tiene un valor predictivo negativo alto (la presencia de cervicitis es poco probable en
ausencia de leucorrea) (39, 77). Estudios de meta-analisis muestran que M. gentalium se
asocia al desarrollo de cervicitis (OR:1,66 (IC 95%, 1,35-2,04)) y alrededor del 50 %
de las mujeres con cervicitis estan infectadas con M. genitalium (60, 61).

2.6.2.3 Vaginosis bacteriana

La vaginosis bacteriana (VB) es un sindrome de origen polimicrobiano, resultado del
remplazo de Lactobacillus spp. productores de peroxido de hidrogeno por comunidades
microbianas de bacterias anaerobias, Mycoplasma hominis, Ureaplasma spp. y otras
bacterias no cultivables. La VB es la entidad clinica que mas contribuye al desarrollo
del SFV. Aunque la mayoria de las mujeres con VB son asintomaticas, todas las que
presentan sintomas pueden ser clasificadas dentro del SFV (39). El diagnoéstico clinico
se basa en la presencia de tres de los cuatro criterios de Amsel para la VB: leucorrea
blanca homogénea, presencia de células guias en el exudado vaginal, pH > 45 y
desprendimiento de aminas (olor a pescado) de la secrecion vaginal antes o después de
la adicion de KOH al 10% (39, 81). No existen evidencias que vinculen la infeccion por
M. genitalium como agente causal del desarrollo de VB (9, 39, 60, 61).

2.6.2.4 Sindrome de dolor abdominal bajo

El sindrome de dolor abdominal bajo (SDAB) o enfermedad pélvica inflamatoria (EPI),
se caracteriza por la aparicién de sintomas de dolor abdominal bajo referido o dolor
durante las relaciones sexuales, con signos al examen fisico de dolor a la descompresion

o defensa muscular abdominal o dolor a la movilizacion del cuello uterino, que algunos
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casos pueden acompariarse de dolor a la movilizacion de los anejos y cervicitis. Puede
aparecer temperatura mayor a 37,8°C (81). Este sindrome incluye un conjunto de
entidades clinicas inflamatorias del aparato urogenital femenino alto, incluyendo
cualquier combinacion de endometritis, salpingitis, absceso tubo-ovarico y peritonitis
(39). Aunque la etiologia del SDAB es de naturaleza polimicrobiana, M. genitalium se
asocia a este sindrome urogenital con un OR de 2,53 (IC 95%, 1,03-6,26) teniendo las
mujeres infectadas, dos veces mas riesgo de desarrollar EPI (39, 60, 61, 77).

2.6.2.5 Nacimiento pretérmino

Segun el consenso cubano, se reconoce como hacimiento o parto pretérmino a todo el
nifio nacido antes de las 37 semanas de gestacion y/o con un peso inferior a los 2500 g
(81). La etiologia de este trastorno se debe a factores constantes o variables,
dependientes o independientes, repetitivos 0 no recurrentes, prevenibles o inevitables,
agudos o cronicos y simples o maltiples. Dentro de estos factores, las causas infecciosas
juegan un papel importante (81). M. genitalium se asocia con un riesgo moderado al
desencadenamiento de un parto pretérmino (OR: 1,89 (95% CI, 1,25-2,85)), aungue su
contribucion en esta situacion no ha sido dilucidada en su totalidad (77).

2.6.2.6 Trastornos de la fertilidad

Segun el consenso cubano, se considera a una paciente infértil o con trastornos de la
fertilidad (TF), cuando existe la imposibilidad de concebir un embarazo de forma
natural después de un afio de intentos (81). Los factores etiologicos de este trastorno
pueden deberse a diferentes alteraciones del aparato reproductor y de la fecundacion en
si. Las causas infecciosas de estas alteraciones se deben a secuelas como consecuencia

de infecciones no tratadas o asintomaticas, principalmente como una complicacion de la
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EPI. M. genitalium tiene una fuerte asociacion al desarrollo de trastornos de la fertilidad
en mujeres sexualmente activas infectadas, con un OR de 2,43 (Cl 95%, 0,93-6,34),
aunque los estudios disponibles a nivel internacional son pocos (60, 61, 77).

2.6.2.7 Aborto espontaneo

Se reconoce como aborto espontaneo a la pérdida de un embrion o feto por causas no
provocadas intencionalmente. Esta patologia es multifactorial, aunque de manera
general pueden dividirse en ovulares o maternas. Las causas infecciosas entran dentro
de la clasificacion materna y se deben al desarrollo de procesos inflamatorios del
endometrio, donde los micoplasmas se reconocen como uno de los agentes principales
(81). Las infecciones por M. genitalium en mujeres embarazadas se asocia a la

ocurrencia de abortos espontaneos con un OR de 1,82 (IC 95%, 1,10-3,03) (77).

2.7 Diagnostico de laboratorio de las infecciones causadas por M. genitalium

2.7.1 Muestras clinicas

La muestra clinica ideal para la deteccion de las infecciones urogenitales por
M. genitalium no estd del todo establecida. Sin embargo, existen algunas
recomendaciones en cuanto al tipo de espécimen clinico, colecta y conservacion de las

muestras en dependencia al tipo de paciente.

2.7.1.1 Muestras provenientes de mujeres

2.7.1.1.1 Exudado endocervical

El exudado endocervical constituye una de las muestras clinicas con mejor sensibilidad

para el diagnostico de infecciones por M. genitalium en mujeres con ITS. Si se inocula
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el exudado endocervical en una muestra de orina de la misma paciente, la sensibilidad
llega a ser de hasta un 96 %. La desventaja de este tipo de espécimen resulta en que la
toma de la muestra debe realizarse por un técnico o profesional calificado para estos

procederes (9, 82).

2.7.1.1.2 Exudado vaginal

El exudado vaginal resulta la muestra femenina mas util para el diagndstico de las
infecciones por M. genitalium. La sensibilidad de este espécimen es del 84 % cuando se
analiza como muestra Unica. Cuando se combina con una muestra de orina, la
sensibilidad es superior al 98 % (60, 61, 82). Junto a la alta sensibilidad de este tipo de
espécimen, se encuentra que puede ser una muestra autocolectada por las pacientes lo
cual no genera ningun tipo de molestia o dolor para la misma. Sin embargo, este tipo de
espécimen no resulta Gtil para estudios microbiolégicos donde ademas de
M. genitalium, se busquen otros micoplasmas como M. hominis y Ureaplasma spp.,
pues estos forman parte de la microbiota normal de la vagina (37). Por tanto, esto limita
la utilidad de este espécimen solo para aquellos casos donde los criterios clinico-

epidemioldgicos justifiquen solo el diagndstico de M. genitalium (13, 60, 61).

2.7.1.2 Muestras provenientes de hombres

2.7.1.2.1 Muestras de orina

En el caso de los hombres con alguna ITS asociada a M. genitalium, las muestras de
orina autocolectadas (10 -15 mL) permiten una alta sensibilidad (98 %) en la deteccion

molecular de esta bacteria. No existen datos sobre el tiempo medio en que puede ser
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conservada la muestra de orina, por lo que se sugiere utilizar los criterios establecidos
para el caso de C. trachomatis (muestras conservadas a 4°C hasta dos horas después de
tomadas o -70°C para periodos mas largos). Para los ensayos moleculares, la muestra de
orina debe ser concentrada a 20 000 xg durante 30 min., y el sedimento sometido a
extraccion de ADN (9, 60, 61). Para los intentos de aislamiento de M. genitalium, la
muestra de orina debe ser centrifugada a 20 000 xg y el sedimento resuspendido en un
medio de transporte adecuado (Friis, SP4 o UTM) e inmediatamente conservado a -

80°C (24).

2.7.1.2.2 Exudado uretral

En hombres con SU, el exudado uretral profundo (5 -10 cm), colectado por un médico o
especialista, resulta una muestra util con una buena sensibilidad (82 %) para el
diagnostico molecular y el aislamiento de M. genitalium (9, 15, 83). Los especimenes
uretrales deben ser tomados con hisopos de Dracon, alginato u otro material diferente al
algodon, pues este Ultimo puede interferir tanto en la detecciébn como en recuperacion

de M. genitalium (9).

2.7.1.2.3 Exudado rectal

El exudado rectal profundo (10-12 cm) resulta la muestra de eleccién en el caso de los
HSH o en mujeres, que declaren tener relaciones anales receptivas desprotegidas. La
alta prevalencia de M. genitalium en muestras rectales de HSH sugieren que en caso de
no ser muestreado este sitio anatémico, el 70 % de los hombres infectados con esta

bacteria no son detectados (60, 61).
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2.7.1.3 Medios de transporte para los exudados urogenitales y rectales

Una vez colectada la muestra, el hisopo con el espécimen clinico (exudado) se inocula
en un medio de transporte adecuado, que permita tanto la viabilidad como la integridad
celular de M. genitalium para evitar la destruccion del ADN y la consiguiente
ocurrencia de falsos negativos en las PCR (24). Existen varias formulaciones de medios
de transporte, tanto comerciales como caseros, que permiten el mantenimiento eficiente
de la integridad celular de M. genitalium. Dentro de los medios caseros, los medios 2-
SP, Friis y SP4 son los que mejores resultados muestran en la literatura (9, 15, 24).

Varios medios comerciales como ProbeTec medium (BD, Sparks, EUA), Amplicor

UTM (Roche Molecular Diagnostics, Alemania), Copan Universal Transport Medium

(UTM) (Copan, Italia), han sido evaluados para la conservacion de especimenes para el
diagnostico de infecciones por M. genitalium utilizando la PCR. De estos, los mejores
resultados de sensibilidad se obtuvieron con el medio UTM (Copan, Italia), con un 100
% de sensibilidad al re-muestrear los exudados conservados a -20°C a mas de 1 afio de
haberlos colectados (84). No obstante, para una mejor sensibilidad clinica se sugiere
conservar las muestras en este medio, y una vez en el laboratorio, realizar

inmediatamente de ser posible la extraccion de ADN y la PCR. (9, 60, 61, 84).

2.7.2 Cultivo in vitro y obtencién de aislados de M. genitalium

Contrario a otras especies de micoplasmas de origen humano, M. genitalium se aisla
muy rara vez a partir de muestras clinicas inoculadas directamente en medios de cultivo
para micoplasmas (14). El crecimiento en medio s6lido es muy lento, y en un principio

las colonias no muestran la forma tipica de “huevo frito”; sin embargo, después de la
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adaptacion del microorganismo al cultivo, las colonias presentan las caracteristicas

similares al crecimiento de otros micoplasmas.

2.7.2.1 Medios de cultivo para M. genitalium

Mycoplasma genitalium es una bacteria exigente que requiere de varios precursores
metabolicos para la sintesis de biomoléculas y otras funciones celulares claves. Uno de
sus principales requerimientos es la demanda de desoxirribonucleétidos y
ribonucle6tidos, monosacéridos, acidos grasos y aminoécidos esenciales. Todos estos
nutrientes deben ser incorporados a los medios de cultivo que pretendan utilizarse para
la propagacion in vitro de M. genitalium (45, 85, 86). Existen varias formulaciones de
medios de cultivo que permiten el crecimiento de Mycoplasma genitalium. Los mas
utilizados son el medio SP4, Friis y Hayflick (14, 15, 18, 24, 33). En todos estos medios
se identifican cuatro componentes claves: suero animal (fuente de colesterol y acidos
grasos), extracto de levadura (fuente de precursores de acidos nucleicos), agar (agente
gelificante) y suplementos antimicrobianos. El suero de caballo resulta un poco mas
efectivo en la promocién del crecimiento de M. genitalium que el suero fetal bovino.
Ambos, son fuente de precursores del metabolismo de lipidos y proteinas, y el suero a
una concentracién del 20 %, resulta 6ptima para la multiplicacion en cultivo axénico de
M. genitalium. La utilizacidn de extracto de levadura fresco, obtenido por el método de
hidrolisis acida, resulta superior a otras formulaciones caseras y comerciales. Para la
preparacion de los medios sélidos, la agarosa y el agar noble (purificado) son las Unicas

presentaciones de agentes gelificantes que permiten el desarrollo de colonias de
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M. genitalium, pues otras formulaciones comerciales resultan toxicas para esta especie

de micoplasma (15).

Mycoplasma genitalium es un mal competidor, y la microbiota acompafiante en las
muestras urogenitales resulta un problema para el aislamiento de este microorganismo
en medios de cultivo de alto valor nutricional (18). Es por ello que se incorporan un
grupo de agentes antimicrobianos selectivos que no afecten la multiplicacion de
M. genitalium. Se prefiere utilizar antimicrobianos que actien sobre la sintesis de la
pared celular (penicilinas y cefalosporinas), polimixinas, inhibidores de la via del acido
félico (sulfamidas) y antifangicos (azoles). Sin embargo, aun cuando el sitio de accion
de estas drogas no se encuentra presente en M. genitalium, se ha visto que altas
concentraciones de estos agentes pueden inhibir el crecimiento del mismo, tal vez
debido a impurezas quimicas derivadas del proceso de sintesis farmacoldgica. Bajas
concentraciones de penicilina G resultan menos inhibitorias que la ampicilina. En el
caso de los antifungicos que se utilizan (azoles), se evidencia cierta toxicidad a
concentraciones superiores a 12,5 mg/L. Este efecto antagénico residual, se explica por
la similitud quimica entre el colesterol de la membrana celular de M. genitalium y el
ergosterol de la pared de los hongos, diana de las drogas antifungicas empleadas (17,

33).

2.7.2.2 Co-cultivo de M. genitalium en cultivos celulares

Después de los primeros intentos de aislamiento de M. genitalium en medio SP4 en la
década del 80 del siglo pasado, no se obtuvieron nuevos asilados en medios de cultivo

libre de células (2).
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En 1996, se describid un nuevo método para el aislamiento de M. genitalium a partir de
muestras clinicas, utilizando el co-cultivo en células Vero y la posterior adaptacion a
medio libre de células. En este caso solo se inocularon aquellas muestras positivas
mediante PCR, lo cual permiti6 el ahorro de recursos y tiempo (15). Esta metodologia
fue optimizada mediante la incorporacion del monitoreo del crecimiento de

M. genitalium mediante gPCR (17, 24).

Para el co-cultivo en células Vero, se utiliza una suspension fresca de 200 000
células/mL en medio esencial minimo (MEM) suplementado con 2 % de Ultroser G
(Pall Life Sciences, EUA), 500 U/mL de penicilina G y 250 pg/mL de polimixin B (24).
Las muestras de exudado se inoculan directamente, mientras que, en el caso de las
muestras de orina, se recomienda realizar una concentracion de la muestra a 20 000 xg
durante 30 min y luego resuspender el sedimento en medio MEM y después proceder a
la inoculacion (17, 24). Para lograr una mayor concentracion de M. genitalium en los
cultivos, el medio sobrenadante no se cambia, aun cuando muestre signos de
acidificacion. Segun los resultados obtenidos sobre la dindmica de crecimiento de
M. genitalium en MEM con Ultroser G, los cultivos deben ser incubados hasta 14 dias a
37°C con un 5 % de CO2. Luego, las células se desprenden con ayuda de un asa
bacterioldgica desechable estéril y se resuspenden en el medio sobrenadante. Un mL de
esta suspension se conserva a -80°C como respaldo, 0,1 mL se utiliza para la extraccion
de ADN (monitoreo del crecimiento por gPCR) vy el resto se re-inocula en un nuevo
frasco con suspension fresca de Vero. Este procedimiento se repite hasta obtener

concentraciones de 10° genoma equivalentes por mL (geg/mL) de M. genitalium, luego
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de lo cual, se inocula el sobrenadante en medio Friis para adaptar al aislado a crecer en

medio libre de células (24).

Para la autentificacion de los nuevos aislados se utiliza la genotipificacion a partir del
ADN gendmico del mismo y de la extraccion de ADN de la muestra clinica original.
Esto se debe a que durante los procedimientos de cultivo de varias muestras a la vez, es

posible que ocurran contaminaciones cruzadas, como se ha visto en el pasado (15).

Otros autores han utilizado el co-cultivo en otras lineas celulares con medio
suplementado con suero fetal bovino al 10 %, logrando el aislamiento de al menos seis
nuevos aislados (18). Sin embargo, la comparacion del Ultroser G con el suero fetal al
10 % demostrd la superioridad del primero para la recuperacion de aislados de
M. genitalium (15). Hasta el momento, no existen evidencias publicadas sobre la
comparacion de otras concentraciones de suero y el Ultroser G para el cultivo de este
micoplasma. Hasta el momento se notifican un total de 81 aislados en todo el mundo, de
estos, 46 (obtenidos mediante co-cultivo en Vero) se confirmaron como nuevos aislados

mediante la secuenciacion del gen mgpB (tabla 2.1).

Tabla 2.1 Aislados de Mycoplasma genitalium notificados en la literatura internacional.

Pais de origen Numero de aislados Lugar del aislamiento  Referencia
Reino Unido 2 Estados Unidos (14)
Dinamarca 7 Dinamarca (15, 19, 20)
Francia 3 Dinamarca (11, 17)
Suecia 12 Dinamarca (17, 19, 20)
Noruega 4 Dinamarca (29, 20)
Japén 4 Dinamarca (24)
Australia 7 Dinamarca (29, 20)
Estados Unidos 34 Estados Unidos (18, 20, 87)
China 8 China (88)
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2.7.3 Diagnostico molecular
2.7.3.1 Extraccion de ADN a partir de muestras clinicas

Para la extraccion de ADN a partir de las muestras clinicas se han utilizado diferentes
procedimientos. En los inicios del diagnostico molecular de M. genitalium, el método
de tampodn-lisis-proteinasa K se utilizé en varios estudios (11, 64, 78, 89-91). Otros
estudios han utilizado metodologias méas sencillas como el choque osmotico y térmico,
aunque este procedimiento no garantiza la eliminacién de posibles inhibidores presentes

en las muestras clinicas (36, 37).

El método del Chelex® 100 constituye un procediendo sencillo, rapido (15 min) y
sensible. Este resulta uno de los procederes mas utilizados en la literatura para la
extraccion de ADN con fines de realizar el diagnéstico de M. genitalium. El Chelex®
100 es un polimero organico quelante, que tiene la propiedad de secuestrar iones
divalentes presentes en las muestras clinicas e inactivar a los principales inhibidores de
la Tag-polimerasa. Sumado a esto, la manipulacion de la muestra clinica para la
extraccion con Chelex® 100 es infima, lo cual garantiza que se evite una posible
contaminacion cruzada entre las muestras clinicas, con la consiguiente ocurrencia de

falsos positivos (2, 19, 21, 24, 68, 92-97).

Por otro lado, los métodos de extraccion y purificacion de ADN mediante estuches
comerciales, se utilizan con frecuencia en el diagnostico de M. genitalium para la
obtencion de ADN a partir de muestras clinicas urogenitales. Algunos de los estuches
comerciales mas utilizados son el QIAMp® DNA mini kit (Qiagen, Alemania) y el

MagNa Pure 96 (Roche, Alemania). Estos estuches comerciales garantizan la extraccion
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eficiente del ADN y su posterior purificacion, dando como resultado un extracto libre
de inhibidores de la PCR. De igual manera se humaniza el trabajo al utilizar equipos de
extraccion automatizados con estos estuches comerciales, lo cual permite la realizacion
de una mayor numero de extracciones sin riesgo de contaminacion cruzada por mala

manipulacion (98-102).

2.7.3.2 Ensayos de PCR punto final para M. genitalium

El primer ensayo de la PCR para la deteccion de M. genitalium se publicé en 1991 y se
basd en la amplificacion de un fragmento de 281 pb del gen que codifica para la
proteina MgPa (89). Poco tiempo después, Palmer y colaboradores publicaron un
método semejante, utilizando otro juego de cebadores para el mismo gen. Este ultimo
ensayo se baso en una PCR semi-anidada, la cual tiene como principal desventaja la
ocurrencia de falsos positivos debido a contaminaciones durante la amplificacién (103).
La utilizacion como diana de este gen se fundamento6 en aquel entonces, en que el gen
mgpB fue uno de los primeros genes de M. genitalium secuenciado. Hasta ese momento
se creia que los genes de la MgPa eran conservados. Sin embargo, cuando
posteriormente se analizd la secuencia de esos genes, se encontrd la existencia de
regiones variables e hipervariables (2, 89). Se necesitaba entonces desarrollar nuevos

métodos de PCR que utilizara como diana genes de M. genitalium més conservados (9).

Uno de los genes mas utilizados para el diagndstico molecular de M. genitalium es el
del ARNTr 16S; sin embargo, cuando los ensayos de PCR para MgPa se desarrollaron, la
secuencia del mismo se desconocia. Este gen se encuentra muy conservado y no existe

una marcada variacion entre las cepas de M. genitalium. No obstante, algunas especies
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de micoplasmas, como M. pneumoniae, relacionadas filogenéticamente con
M. genitalium, muestran similitud en la secuencia del ARNr 16S. Estas especies no se
encuentran de forma comun en el tracto urogenital del hombre, por lo que la posible
ocurrencia de falsos positivos constituye un hecho fortuito. Sin embargo, los ensayos de
PCR punto final basados en este gen son los mas utilizados en estudios epidemioldgicos

sobre infecciones por M. genitalium (46, 48, 104-106).

De forma general, para el diagnéstico molecular de M. genitalium mediante PCR
cualitativos se prefiere realizar un ensayo de pesquisa con los cebadores para el gen del
ARNTr 16S y en la mayoria de los casos confirmar los resultados positivos con un juego

de cebadores para el gen de la MgPa (9, 91, 107).

2.7.3.3 Ensayos de PCR en tiempo real cuantitativos

El primer ensayo de PCR cuantitativa (QPCR) publicado para M. genitalium utilizaba
también como diana el gen del ARNr 16S vy se desarrolld en 2002. La especificidad del
ensayo depende de la sonda utilizada, pues el juego de cebadores empleado es
complementario a la mayoria de las especies de Mollicutes. A ello se suma las mismas

desventajas antes mencionadas para la PCR cualitativa (108).

Dada estas dificultades y desventajas en la utilizacion del ARNr 16S como diana
molecular, se desarrollaron otros qPCR basados en la amplificacion de los genes de la
adhesina celular mgpA y mgpB (11, 109), el gen de la gliceraldehido-fosfato-
deshidorgenasa (110) y el gen MG299 de la proteina P115 de M. genitalium (111).
Todos estos ensayos resultan muy sensibles y comparables entre si, con un limite de

deteccion de menos de 5 copias por mL. Esta bacteria se encuentra en muy baja
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concentracion (mediana de 100 — 1000 geg/mL) en las muestras clinicas, siendo 100
veces inferior a C. trachomatis incluso en pacientes con una sintomatologia aguda

(figura 2.6) (112).
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Figura 2.6 Comparacion de la concentracion de Mycoplasma genitalium y Chlamydia trachomatis
(copias por mL de orina) en muestras de pacientes con sindrome uretral (la barra negra representa las
medianas, p < 0.0001, Mann-Whitney test). Tomado de Frglund y colaboradores (112).

Otro aspecto importante de las gPCR es que son sistemas cerrados, donde la
amplificacion y deteccion se realizan en un vial o pocillo de una placa, sin necesidad de
electroforesis u otras manipulaciones adicionales del producto amplificado. Este aspecto
condiciona que a diferencia de la PCR punto final, la g°PCR tiene menor riesgo de

contaminacion (2).

Hasta el momento no existe ninguna qPCR comercial aprobada por el Departamento

Federal de Medicamentos de los EUA (FDA, del inglés Federal —Drugs Administration)

para uso diagnostico. Solo existe un ensayo de qPCR comercial, fabricado y utilizado
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en Rusia, que ha sido validado segun los requerimientos internacionales de calidad para
ensayos biomédicos. Los valores de sensibilidad de esta q°PCR comercial van desde el
70 hasta el 100 % y la especificidad es del 100 %, en dependencia del tipo de muestra

utilizada (60, 61, 94).

Los ensayos de gPCR no solo han sido utilizados en los estudios epidemiolédgicos o
como diagnostico de infecciones por M. genitalium, sino que también permitieron
mejorar los procedimientos de aislamiento en cuanto al monitoreo del crecimiento de
M. genitalium en cultivos celulares, asi como la implementacion de los ensayos de
susceptibilidad antimicrobiana. Estas bondades se lograron gracias a la posibilidad de
cuantificacion de esta metodologia, ya que el crecimiento de M. genitalium en cultivos

celulares muy pocas veces se evidencia por efectos citopaticos (17, 19, 20, 24).

Para considerar optima una gPCR en la deteccidén de M. genitalium, se debe obtener un
valor del coeficiente de regresion lineal (r?) > 0,95, mientras que para validar los

resultados de cuantificacion el valor de r? debe ser >0,98 (113).
2.8 Clasificacion genotipica de M. genitalium

La clasificacion genotipica de M. genitalium se describe por primera vez en 2006 por
Hjorth y colaboradores como resultado del estudio del gen mgpB durante el disefio de la
gPCR (11, 21). Esta clasificacion se basa en el polimorfismo de simple nucleotido de la
region hipervariable B del gen mgpB, y se demuestra que el sistema de genotipificacion
tiene un indice de discriminacion superior al 0,98 (21). Este sistema es el mas utilizado
para la autentificacion de los nuevos aislamientos, y se han identificado mas de 190

genotipos mgpB (2, 19, 21, 24, 114-117). Otros sistemas se basan en el nimero de
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secuencias cortas repetidas del gen MG309, o en el polimorfismo de simple nucleétido
de los genes del ARNr (118). Sin embargo, la combinacion de sistemas de clasificacion
multilocus basado en el gen mgpB (MG191) y el gen MG309 muestra un indice de
discriminacion de 0,99 y se aplica en estudios de cadenas de trasmision sexual (23, 118-

120).

2.9 Resistencia antimicrobiana y tratamiento de las infecciones por M. genitalium

2.9.1 Resistencia intrinseca

Mycoplasma genitalium, al igual que el resto de los Mollicutes, carecen de pared
celular, por lo que las drogas antimicrobianas con efecto o diana de accién sobre la
sintesis de la misma (beta-lactdmicos y aminoglucosidos) no afectan su integridad
celular. De manera semejante, esta bacteria no posee la via de sintesis de folato, lo que

hace que sea resistente a las sulfamidas y al acido nalidixico (28, 34, 121, 122).

2.9.2 Resistencia adquirida

Los primeros estudios in vitro de susceptibilidad antimicrobiana de M. genitalium
mostraron que este micoplasma tenia una alta sensibilidad a los macrélidos, en especial
a la azitromicina, pero una sensibilidad reducida a las tetraciclinas y a las quinolonas de

primera y segunda generacion (17, 31, 123-125).

Las evidencias actuales muestran que las infecciones urogenitales por M. genitalium
constituyen una de las ITS emergentes y en algunos casos no tratables debido a la
emergencia de cepas multirresistentes, provocan una cierta preocupacion sobre la

efectividad del manejo de las ITS a nivel internacional (4, 35).
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2.9.2.1 Tetraciclinas

Durante varios afios, se utilizd la doxiciclina para el manejo clinico de las infecciones
por M. genitalium. Sin embargo, los ensayos clinicos publicados muestran que el
porcentaje de cura microbioldgica con doxiciclina se encuentra entre 17 — 94 % (4), por
lo que actualmente los tratamientos con tetraciclinas como primera linea estan en

desuso.

Segln datos de concentracion minima inhibitoria (CMI), la mayoria de las cepas de
M. genitalium evaluadas son susceptibles a la doxiciclina, pues presentan valore de
CMlg de 1 mg/L (20). Sin embargo, estos resultados parecen ser contradictorios a los
de varios ensayos clinicos donde el uso de doxiciclina solo mostré una baja efectividad
(30 — 40 %) en la eliminacion de M. genitalium de pacientes con ITS (71, 126-128).
Esta discrepancia entre los resultados in vitro y el bajo porcentaje de efectividad in vivo
no tiene hasta el momento ningun estudio ha encontrado alguno de los determinantes
genéticos de resistencia a tetraciclinas, por lo que este fendmeno permanece sin

explicacion (35).

2.9.2.2 Macrolidos

Todas las cepas de M. genitalium disponibles y aisladas anterior a 2003 son susceptibles
a los macrolidos (35). Durante varios afios, los estudios epidemiologicos mostraron una
buena respuesta en la utilizacion de azitromicina para el tratamiento de las ITS por este
micoplasma (92, 123, 124, 129-132). En 2008 se publica por primera vez los resultados
de la confirmacion molecular de resistencia a azitromicina en aislados de M. genitalium

provenientes de pacientes con fallo al tratamiento con macrolidos (19). La resistencia a
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los macrélidos en M. genitalium se debe por una mutacion en la region V del gen que
codifica para el ARNr 23S, en las posiciones 2058, 2059 (para eritromicina,
claritromicina y azitromicina) y 2062 para josamicina (numeracién de Escherichia coli).
Atendiendo a estas mutaciones, se definen siete genotipos de los cuales, soloel 1,2y 3
han sido encontrado en aislados de pacientes con fallo al tratamiento. El resto de los
genotipos solo se han detectado en muestras clinicas y su contribucion a la resistencia
fenotipica de M. genitalium no ha sido demostrada (19, 35, 133). Las mutaciones
A2058G, A20159G y A2058C son las mas comunes en las muestras de pacientes con

fallo al tratamiento con macroélidos (19, 20, 97, 99, 113, 116, 134).

El gen del ARNr 23S se encuentra en copia Unica y dada la alta tasa de mutacion que
tienen los micoplasmas, estas mutaciones puntuales ocurren de forma natural y
aleatoria. De esta forma en cada poblacion microbiana salvaje de M. genitalium existe
una proporcion de células mutantes, lo cual se denomina resistencia heterotipica (35).
La utilizacién de dosis Unica de azitromicina se asocia con la seleccion y emergencia de
la resistencia a los macrélidos, como consecuencia de una dosis suboptima que funciona
como presion selectiva sobre una poblacion heterogénea (19). Este hecho puede
explicar las observaciones de tres estudios recientes donde se relaciona una alta
concentracion microbiana con un aumento en el riesgo de fallo al tratamiento con
macrdlidos, o sea por cada aumento de la concentracion de M. genitalium en 10 logio, se
duplica la probabilidad de fallo al tratamiento con 1 g de azitromicina (OR ajustado:

1,8, p=0,018) (35, 119, 133, 135).
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En este mismo sentido, la utilizacion de dosis suboptimas de azitromicina durante mas
de 10 afios a nivel internacional, condiciona, en cierta medida, la emergencia creciente
de cepas resistentes a los macroélidos, las cuales superan en frecuencia el 40 % (23, 97,

136) y en algunos casos como en Groenlandia, la frecuencia es de 100 % (96).

2.9.2.3 Quinolonas

Las quinolonas han sido utilizadas a lo largo de los afios para el tratamiento de las
infecciones por M. genitalium. No obstante, si analizamos los valores de CMI de las
cepas disponibles para las fluoroquinolonas de segunda generacion (ciprofloxacina y
ofloxacina) (17, 20), se evidencia una baja probabilidad de cura al utilizar estos
antibidticos in vivo como ha sido comprobado en algunos estudios observacionales
donde se ha obtenido un 59 % de éxito de cura (137, 138). Basado en datos in vitro, la
levofloxacina (fluoroquinolona de tercera generacion) resulta mucho mas prometedora
para el tratamiento de las infecciones por M. genitalium. Sin embargo, en los resultados
de estudios observacionales, solo se ha obtenido un 54 % de éxito del tratamiento (139-

142).

La moxifloxacina, una fluroguinolona de cuarta generacién, es altamente efectiva in
vitro e in vivo para el tratamiento de M. genitalium (31). Una de las principales
desventajas de esta quinolona es la gran cantidad de efectos tdxicos secundarios y su
alto precio en el mercado. Es por ello que los esquemas de tratamiento incluyen esta
droga como esquema de segunda linea, solo en aquellos casos donde se ha evidenciado
el fallo al tratamiento con azitromicina (60). La resistencia a las quinolonas esta

mediada por mutaciones puntuales en las regiones determinantes de resistencia a
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quinolonas (QRDR, del inglés , quinolone resistance determining regions) del gen

parC, principalmente en los puntos calientes de mutacion del aminoacido S83 y D87
(numeracion de M. genitalium) (143). Mutaciones en los genes gyrA, gyrB y parE se
han detectado en muestras clinicas de pacientes con uretritis por M. genitalium. La
contribucion a la resistencia fenotipica frente a quinolonas de estos genes no se ha
determinado debido la ausencia de aislados con estas mutaciones (144). La prevalencia
de M. genitalium resistente a moxifloxacina varia en dependencia de la region

geografica, de un 5 % en Europa hasta un 47 % en Japon (23, 145-147).

En los Gltimos afios, la emergencia de cepas de M. genitalium resistente a macrélidos y
fluoroquinolonas constituye un problema en el manejo de las ITS. Estas cepas
multirresistentes han hecho que las infecciones por M. genitalium sean consideradas las

primeras ITS bacteriana intratables (136, 146).

2.9.3 Tratamiento de las infecciones por M. genitalium

A partir de 2015, M. genitalium se incorpor6 en los esquemas de tratamiento de las
guias del Centro para el Control de Enfermedades de EUA (CDC, del inglés, Center for

Disease Control). En estas guias, los protocolos de tratamiento sindromico y especifico

para M. genitalium en la uretritis, cervicitis, EPI, entre otras conciben la utilizacion de
una dosis Unica de 1 g de azitromicina o doxiciclina 100 mg dos veces al dia por siete
dias y como tratamientos alternativos: eritromicina 500 mg cuatro veces al dia durante
siete dias, levofloxacina 500 mg una vez al dia por siete dias u ofloxacina 300 mg dos
veces al dia por siete dias. En caso de fallo al tratamiento, se recomienda utilizar

moxifloxacina 400 mg diarios durante 10 dias (39).

41



CAPITULO 2- REVISION BIBLIOGRAFICA

En 2016 se publican las primeras guias para el diagnostico, tratamiento y manejo de las
infecciones por M. genitalium. Como recomendaciones a los pacientes se tiene que toda
persona infectada con M. genitalium no debe tener relaciones sexuales desprotegidas,
hasta que su pareja complete el tratamiento, sus sintomas hayan desaparecidos y el test
de cura de ambos, a los 30 dias, sea negativo. Aquellos pacientes con infeccion rectal
por esta bacteria deben conocer el alto riesgo de trasmision de este sitio anatomico y
que la eliminacion con antimicrobianos resulta muy dificil en comparaciéon con la
uretra, por lo que el test de cura es muy importante. De igual manera los pacientes
positivos deben ser analizados para otras ITS, pues la infeccion por M. genitalium

duplica el riesgo de infeccion con otros patdgenos de trasmision sexual (60, 61).

El tratamiento antimicrobiano especifico depende del estatus de sensibilidad a
macrolidos de la cepa de M. genitalium infectante. Aquellos pacientes infectados con
M. genitalium sensible a macrolidos deben ser tratados con un tratamiento extendido de
azitromicina (500 mg el primer dia, seguido de 250 mg/dia durante los dias dos —
cuatro). El test de cura se realiza a los 30 dias posterior al inicio del tratamiento. En
caso de fallo al tratamiento con azitromicina o estar infectado con una cepa resistente a
macrolidos, se utiliza moxifloxacina 400 mg diarios durante 10 dias. En caso de
evidenciarse un fallo a tratamiento de segunda linea con moxifloxacina, se recomienda
utilizar pristinamicina o doxiciclina por 14 dias como tratamiento de tercera linea (60,

61).
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2.9.4 Manejo sindromico de las ITS

En los paises de altos ingresos se utilizan ampliamente pruebas de diagndstico de ITS
muy precisas. Esas pruebas son particularmente Gtiles para diagnosticar infecciones
asintomaticas. Ahora bien, en los paises de ingresos bajos y medianos las pruebas de
diagndstico generalmente no estan disponibles. Cuando lo estan, suelen ser costosas y
geograficamente inaccesibles; ademas, con frecuencia, los pacientes tienen que esperar
mucho tiempo (0 deben regresar) para recibir los resultados. En consecuencia, el
seguimiento puede ser dificil y la atencion o el tratamiento pueden quedar incompletos

(13).

En los paises de ingresos bajos y medianos, el manejo de casos se centra en la
identificacion de grupos coherentes de signos y sintomas facilmente reconocibles, que
luego determinaran el tratamiento a seguir, sin recurrirse a pruebas de laboratorio. Esto
se conoce como manejo sindromico. Este método, que suele fundamentarse en el uso de
algoritmos clinicos, permite a los trabajadores sanitarios diagnosticar determinadas
infecciones sobre la base de los sindromes observados (por ejemplo, secrecién vaginal,
secrecion uretral, UGlceras genitales, dolor abdominal) (13). Los componentes
fundamentales de la vigilancia de las ITS para que los programas de control sean
eficaces son: 1- la notificacion de los casos de ITS utilizando enfoques sindromicos y
etioldgicos. La informacion obtenida a partir de la notificacion de casos, se emplea para
definir la magnitud del problema en las poblaciones que acuden a recibir la atencion
correspondiente; 2- la evaluacion de las etiologias de los sindromes: deben evaluarse

periédicamente las etiologias de los sindromes de las ITS, a fin de fundamentar las
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recomendaciones de tratamiento correctas y calcular la carga de morbilidad al hacer la
combinacion con los informes de casos sindromicos. La gestion de los sindromes es
sencilla, asegura un tratamiento rapido en el dia y evita pruebas de diagndstico costosas
0 no disponibles. No obstante, este enfoque pasa por alto las infecciones que no
presentan ningun sindrome, que son la mayoria de la ITS en todo el mundo (148). Si
bien los médicos pueden hacer un diagnostico seguro basandose en los sintomas y
signos clinicos, un diagnostico certero por lo general exige la realizacion de pruebas de

laboratorio especificas (13, 148).

2.10 Ensayos de susceptibilidad antimicrobiana para M. genitalium

Uno de los principales obstaculos en la realizacion de los estudios de susceptibilidad
antimicrobiana para M. genitalium, lo constituye la poca disponibilidad internacional de
aislados. Los primeros ensayos de susceptibilidad antimicrobiana se evaltan en las
pocas cepas adaptadas a crecer en medios libres de células disponibles en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipos (ATCC) (26, 149). En 2005, Hamasuna y colaboradores
describen por primera vez una metodologia basada en el co-cultivo de M. genitalium en
células Vero, que permite la realizacion de estudios de susceptibilidad antimicrobiana
en un menor tiempo que el necesario para la realizacion de los ensayos de dilucion en
caldo. A modo general, esta metodologia se basa en la realizacién de diluciones seriadas
de los antimicrobianos a ensayar, en una placa de cultivo celular que contiene 2 mL de
una suspension de células Vero. Estas placas son inoculadas con una concentracion de

aproximadamente de 10 000 geg/mL de M. genitalium y trascurrido el tiempo de
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incubacion se calcula el porcentaje de inhibicion para cada dilucién del antimicrobiano

mediante la determinacion de la concentracion microbiana por gPCR (17, 19, 20, 33).

En la actualidad no existen normas internacionales para el establecimiento de los
métodos a utilizar en el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana y los puntos de
corte a aplicar para M. genitalium, dada la imposibilidad de realizar estudios
interlaboratorios multicéntricos que evallen una gran cantidad de aislados, asi como la
dificultad, aln hoy existente, para el cultivo de M. genitalium a partir de las muestras
clinicas (34). Es por ello que los esfuerzos se focalizan en la deteccion directa de
genotipos o determinantes genéticos de resistencia antimicrobiana, directamente de la

muestra clinica o del ADN genomico del aislado.

El primer estudio realizado para la deteccion de genotipos resistentes a los macrolidos
mediante PCR y la secuenciacion del gen del ARNr 23S se realiz6 en 2008 (19). Este
ensayo permite la deteccion de los genotipos mutantes directamente de los especimenes
clinicos provenientes de pacientes con fallo al tratamiento con azitromicina, lo cual se
correlaciona con el aislamiento y la corroboracion de este genotipo en los aislados.
Desde ese entonces, varios ensayos de PCR, mas recientemente qPCR, se desarrollaron
y evaluaron para la deteccion directa de mutaciones de resistencia a los macrolidos.
Estas qPCR mostraron una excelente correlacién con los resultados de la secuenciacion

del gen del ARNr 23S (99, 135, 136, 147).

La deteccion directa de resistencia a las quinolonas se implementd mediante la

secuenciacion de los genes gyrA, gyrB, parC. Sin embargo, hasta el momento no se ha
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notificado ningun ensayo de PCR independiente de secuenciacion que permita la

deteccidn de dichas mutaciones (12, 23, 147, 150).

2.11 Infecciones urogenitales por M. genitalium en Cuba. Antecedentes

El estudio de las infecciones por M. genitalium en Cuba comenz6 en el afio 2006 en el
IPK, con la colaboracion de otros centros de salud de La Habana. La presencia de
M. genitalium en muestras de pacientes masculinos con infecciones urogenitales se
demuestra en estudios previos mediante PCR (36, 37). En 2012, Fernandez establece
varios algoritmos de diagnostico molecular para los micoplasmas de origen humano,
incluida la implementacién de dos PCR simples para la deteccion de M. genitalium y
presenta resultados preliminares de la aplicacion de estos ensayos en grupos de
pacientes masculinos y femeninos (37). Esos estudios no contemplaron ensayos para
determinar los genotipos circulantes en el pais ni la obtencién de aislados autoctonos, lo
que conlleva el desconocimiento de los perfiles de la susceptibilidad antimicrobiana,
principalmente a los farmacos recomendados en el tratamiento sindromico de las ITS
causadas por M. genitalium (35, 38, 39, 62), que dificulta, consecuentemente, el manejo
de estas infecciones en la atencion primaria de salud (APS). Esto ultimo se debe a que
el tratamiento sindromico de las ITS depende de que se proporcione el tratamiento
contra los agentes patdgenos comunes que causan los sintomas. En consecuencia, es
importante evaluar de forma periddica los agentes patdgenos causantes de un sindrome

particular, para orientar los protocolos de tratamiento y el manejo clinico (40).
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2. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio general

Durante el periodo comprendido entre enero de 2009 a junio de 2015 se ejecutaron los

siguientes estudios en el IPK para dar cumplimiento a los objetivos trazados.

Se realizaron dos estudios de series de casos de 2009 a 2015 para diagnosticar la
infeccion por M. genitalium en pacientes cubanos con SFV, SDAB, TF, AE y

SU (primer objetivo).

Se realizaron tres estudios experimentales para la obtencion y caracterizacion

genotipica de aislados autéctonos de M. genitalium (segundo objetivo).

Se realizaron dos estudios experimentales para la determinacién de los patrones
de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados cubanos frente a farmacos de

primera y segunda lineas de tratamiento (tercer objetivo).

3.2 Material biologico de referencia

Linea celular: se utiliz6 la linea celular Vero (células de rifidn de mono verde
africano) ATCC CCL-81.
Microorganismos: se utilizaron cepas de referencia de M. genitalium (Anexo 1)

donadas gentilmente por el Statens Serum Institut (SSI) — Copenhague,

Dinamarca.
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3.3. Preparacion de los patrones de ADN de M. genitalium

Se extrajo el ADN gendémico de células Vero y de la cepa de M. genitalium G37-DK

mediante el estuche comercial QlIAamp DNA Mini (Qiagen, Alemania) siguiendo el

protocolo del fabricante. En el extracto obtenido se cuantificd la concentracion de ADN
mediante espectrofotometria. Se prepararon diluciones decimales desde 10°
hasta 1 000 geg/mL de ADN de M. genitalium G37-DK en solucion de ADN de Vero,
se tuvo en cuenta que 0,48 fg de ADN de M. genitalium equivalen a un genoma

equivalente (geq) (91).

3.4 Frecuencia de infeccién por M. genitalium en pacientes cubanos con sindrome
de flujo vaginal y dolor abdominal bajo, sindrome uretral, aborto espontaneo y

trastornos de la fertilidad

3.4.1 Serie de casos I: estudio en mujeres cubanas con el diagnostico clinico de
sindrome de flujo vaginal/ sindrome de dolor abdominal bajo, aborto espontaneo y

trastornos de la fertilidad

Criterios de inclusién: fueron incluidas todas las pacientes cubanas que asistieron al
Hospital del IPK durante el periodo comprendido entre enero de 2009 a junio de 2015,
con manifestaciones urogenitales y un diagndstico clinico previo de SFV/SDAB (62),
AE y TF, realizado en la APS o0 en las consultas de reproduccion asistida, que no
recibieron tratamiento con antimicrobianos en un periodo de 28 dias antes de su estudio

microbiologico.
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Criterios de exclusion: Fueron excluidas de estudio pacientes que no estuvieron de
acuerdo en participar y aquellas que habian recibido un tratamiento antimicrobiano en

menos de 28 dias.

3.4.2 Serie de casos Il: estudio de hombres cubanos con diagndstico clinico de

sindrome uretral.

Criterios de inclusion: fueron incluidos todos los pacientes masculinos que asistieron
al Hospital del IPK durante el periodo comprendido entre enero de 2009 a junio de
2015, con manifestaciones urogenitales caracteristica del SU (62), y que no recibieron
tratamiento con antimicrobianos en un periodo de 28 dias antes de su estudio

microbiologico.

Criterios de exclusion: Fueron excluidos de estudio los pacientes que no estuvieron de
acuerdo en participar y aquellos que habian recibido un tratamiento antimicrobiano en

menos de 28 dias.

3.4.3 Colecta, transporte y conservacion de la muestra biolégica

A cada paciente se le colecté una muestra de exudado endocervical (mujeres) o exudado
uretral (hombres) siguiendo los procedimientos establecidos (9), los que se describen a

continuacion.
3.4.3.1 Muestras de exudado endocervical
Con la paciente en posicion ginecologica, se introdujo suavemente el especulo sin

lubricar (o lubricado con agua templada). Con una torunda seca se limpié el exocervix
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de secreciones vaginales. Se comprimidé cuidadosamente el cérvix con las palas del
espéculo y se introdujo un hisopo en el canal endocervical con un suave movimiento de
rotacion con el objetivo de eliminar las secreciones y el mucus cervical. Luego se tomé
otro hisopo y se repitié la misma operacion, tratando de lograr una descamacion del
epitelio cervical y se retira cuidadosamente sin tocar las paredes vaginales. El hisopo
con la muestra bioldgica se introdujo en un tubo con 3 mL de medio comercial UTM-
RT (Copan, Italia). Los tubos de UTM con los especimenes clinicos se transportaron a
4°C en un contenedor de seguridad bioldgica hasta el LNRIM-IPK, donde se

conservaron a -80°C hasta su procesamiento.

3.4.3.2 Muestras de exudado uretral

La muestra se tomd temprano en la mafiana antes de que el paciente orinara o después
de una hora de realizada la miccién. Para ello, se limpié cuidadosamente la mucosa
circundante con gasas estériles. Se introdujo un hisopo en la uretra unos 5 cm con un
movimiento de rotacion. El hisopo con la muestra bioldgica se introdujo en un tubo con
3 mL de medio comercial UTM-RT (Copan, Italia) y se transportdé al LNRIM-IPK, en

las mismas condiciones antes mencionadas para los exudados endocervicales.
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3.4.4 Diagnostico molecular de M. genitalium en las muestras clinicas

El diagndstico molecular de M. genitalium se implementé siguiendo el algoritmo que se

muestra en la figura 3.1.

PCR ARNr 165

.

MUESTRA NEGATIVA MUESTRA POSITIVA
(geq/mL)

Figura 3.1 Algoritmo de trabajo en el LNRIM-IPK para el diagndstico molecular de infeccion por
Mycoplasma genitalium a partir de las muestras clinicas, 2009 - 2015.

3.4.4.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el método de Chelex® 100 (11). Para ello,
0,1 mL del medio UTM con la muestra bioldgica, se adicionaron a un vial con 0,3 mL
de Chelex® 100 al 5 % en tampén Tris-EDTA (TE) al 1X. Los viales se homogenizaron
en vortex por 1 min y se colocaron en un bloque térmico a 100°C durante 15 min.
Luego, los viales se homogenizaron en vortex, se centrifugaron a 10 000 xg durante 1

min y se conservaron a 4°C hasta su utilizacion.
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Por cada 20 muestras clinicas analizadas, se incluyé un tubo de UTM-RT sin inocular
como control negativo de extraccion, el cual se proceso después de las muestras clinicas

para comprobar la no ocurrencia de contaminacion cruzada.
3.4.4.2 PCR ARNr 16S de M. genitalium

Se realizd una PCR simple descrita por Jensen y colaboradores en 2003 que amplifica
un fragmento de 427 pares de bases (pb) del gen del ARNr 16S de M. genitalium, un

control interno de amplificacion (CIA) con un limite de deteccion de 1000 geg/mL (46).
3.4.4.2.1 Mezcla de reaccion

La mezcla se preparé para un volumen final de 50 pL (45 pL de mezcla méas 5 pL de
muestra). Cada mezcla contenia 1X de Tampdn de PCR (Qiagen, Alemania); 2,5 mM
de MgCl, (Qiagen, Alemania); 200 nM de cada desoxirribonucleodtidos (Qiagen,
Alemania); 100 copias/pL del CIA; 400 nM de cada cebador Mg16S-45F: 5’TAC ATG
CAA GTC GAT CGG AAG TAG C 3’ y Mgl16S-447R: 5 AAACTC CAG CCATTG
CCT GCT AG 3’; 2 U de Top-Tag-polimerasa (Qiagen, Alemania) y suficiente agua
ultrapura para completar un volumen de 45 pL. Como molde se utilizaron 5 pL de los
extractos de ADN de las muestras obtenidos mediante Chelex® 100, 5 uL de ADN de
M. genitalium (10° geg/mL) como control positivo y 5 uL de agua ultrapura como

control negativo.
3.4.4.2.2 Programa de amplificacion

La amplificacion se realizd en un equipo Rotor Gene Q 5-plex HRM (Qiagen,

Alemania), sin lectura en ningun canal de fluorescencia, mediante un programa formado
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por un ciclo de 94°C durante 4 min, seguido de 40 ciclos de 94°C durante 30 s, 60°C

durante 1 min y 72°C durante 1 min, y una amplificacion final a 72°C de 5 min.

3.4.4.2.3 Visualizacion de los resultados

Los productos de las amplificaciones se analizaron mediante electroforesis subamarina
en gel de agarosa al 2% conteniendo 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, empleando un
voltaje de 100 V durante 30 min. La visualizacion de los resultados se realiz6 utilizando
un sistema digital de captura y analisis de imégenes con luz ultravioleta Uvitec
(Cambrige, Reino Unido). El ensayo se considerd valido cuando se obtuvo la talla
esperada de los amplicones de 623 pb (CIA) y 427 pb (control positivo de
M. genitalium), y los controles negativos solo mostraron la amplificacién del CIA. En
cualquier otro caso el ensayo se considerd no valido y se repiti6. En las muestras que
mostraron amplificacion, los amplicones se compararon con los de los controles
positivo. Se consideraron como muestras negativas validas, aquellas que mostraron
amplificacion del CIA, de lo contrario se consideraron inhibidas, se informaron cémo

no validas y se recomendo repetir la toma de muestra.

3.4.4.3 PCR cuantitativo mgpB para M. genitalium

Se realiz6 una gPCR basada en la amplificacion de un fragmento 78 pb del gen mgpB
(MG191) de M. genitalium, con un limite de deteccion de 100 geg/mL, utilizando los

cebadores y sonda descritos Jensen y colaboradores en 2004 (11).
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3.4.4.3.1 Mezcla de reaccion

La mezcla se prepar6 para un volumen final de 25 pL (20 pL de mezcla més 5 pL de
muestra). Cada mezcla contenia 1X de Tampdn de PCR (Qiagen, Alemania); 2,5 mM
de MgCl> (Qiagen, Alemania); 200 nM de cada desoxirribonucleétidos (Qiagen,
Alemania); 1 uM de cada cebador MgPa-35F: 5’GAG AAA TAC CTT GAT GGT
CAG CAA 3’ y MgPa- 432R: 5° GTT AAT ATC ATA TAA AGC TCT ACC GTT
GTT ATC 37; 100 nM de la sonda MgPa 380: FAM- ACT TTG CAA TCA GAA GGT-
BHQ1; 2 U de Top-Tag-polimerasa (Qiagen, Alemania) y suficiente agua ultrapura para
completar un volumen de 25 pL. Como molde se utilizaron 5 pL de los extractos de
ADN de las muestras obtenidos mediante Chelex® 100, 5 pL de cada dilucion de ADN
de M. genitalium (10° — 10° geg/mL) como patrones de la curva estandar y 5 pL de agua

ultrapura como control negativo.
3.4.4.3.2 Amplificacién y visualizacién de los resultados

La amplificacién y el andlisis de los resultados se realizd en un equipo Rotor Gene Q 5-
Plex-HRM (Qiagen, Alemania), utilizando un programa de un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 min, seguido de 50 ciclos de 95°C durante
15 seg, 60°C durante 1 min con lectura de fluorescencia en el canal verde. Se evaluaron
como valores de desempefio el célculo de r? y la eficiencia del ensayo. El ensayo se
considerd valido cuando se obtuvo la amplificacion de todas las diluciones de ADN de
M. genitalium, los controles negativos no mostraron amplificacion; y el r? fue mayor

que 0,98. En cualquier otro caso el ensayo se considerd no valido y se repitio.
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Aquellas muestras positivas al PCR de pesquisa que no mostraron amplificacion
mediante la gPCR mgpB, se consideraron como falsas positivas y fueron informadas

como negativas.

3.4.5 Andlisis estadistico

Se calcul6 la frecuencia de positividad de M. genitalium en las muestras analizadas, asi
como la media geométrica de la concentracion microbiana. Se utilizé la prueba de
Fisher para determinar la significacion de la presencia de M. genitalium en las muestras
de las pacientes con diagndstico clinico de los sindromes urogenitales. Se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis para la comparacion de las medianas de la concentracion

microbiana en dichas muestras. Se utilizé el programa Prism 6 for Windows (2011,

EUA) para realizacion de los anélisis estadisticos.

3.4.6 Comparacion de la frecuencia de positividad y concentracion de

M. genitalium entre las muestras de mujeres y hombres

Se utilizé la prueba de Fisher para determinar la significacion de la presencia
M. genitalium entre ambas series de casos. Se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney
para la comparacion de las medianas de la concentracion microbiana en las muestras

clinicas de ambos grupos de estudios. Se utilizd el programa Prism 6 for Windows

(2011, EUA) para la realizacion de todos los analisis estadisticos.
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3.5. Caracterizacion microbioldgica de los aislados de M. genitalium obtenidos a

partir de muestras urogenitales

3.5.1 Evaluacion de un sistema de cultivo para el aislamiento y multiplicacion de

M. genitalium en linea celular

Para el aislamiento y multiplicacion de M. genitalium se utilizé el sistema de cultivo
descrito por Jensen y colaboradores con modificaciones (15). EI mismo consistié en un
cultivo de células Vero en medio 199 suplementado con 2 % de suero fetal bovino

(SFB) (Hyclone, EUA).

Para la evaluacion del crecimiento en el sistema de cultivo se utilizaron las cepas de
M. genitalium M6271 y M6311, las cuales se inocularon a una concentracion de 200
000 geg/mL (24). EI monitoreo del crecimiento se realiz6 mediante gPCR los dias 0, 7,
14, 21 y 28, y se construyd una curva de crecimiento para ambas cepas utilizando el

programa Prism 6 for Windows (2011, EUA).

3.5.2 Obtencion de aislados autoctonos de M. genitalium

Se utilizaron muestras positivas a M. genitalium obtenidas durante ambos estudios de
series de casos descritos anteriormente y con concentraciones superiores a 1 000
geg/mL, conservadas a -80°C. Estas muestras se inocularon en una suspension fresca de
células Vero suplementado con 2 % de SFB (Hyclone, EUA), el suplemento
antimicrobiano de vancomicina, colistina, nistatina y trimetropin (VCNT) (Biolife,
Italia) y 500 U/mL de penicilina G (Sigma, EUA). Los cultivos se incubaron a 37°C en

atmoésfera de 5 % de CO» durante 14 dias, sin realizar cambio del medio de cultivo.
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Transcurrido el tiempo de incubacion se realiz6 el subcultivo correspondiente, se tomo
una alicuota de 0,1 mL para la extraccion de ADN mediante Chelex® 100 y el posterior

monitoreo del crecimiento por qPCR (24).

Este procedimiento se repitié hasta obtener concentraciones de M. genitalium superiores
a 10° geg/mL. Posteriormente se procedio a la adaptacion de los aislados al crecimiento

en medio FB (Anexo Il) para la obtencion de un cultivo axénico (24).

La confirmacion de los nuevos aislados se realiz6 mediante la genotipificacion de
M. genitalium, tanto en las muestras clinicas utilizadas para la inoculacion de los
cultivos celulares como de los aislados obtenidos, siguiendo la metodologia que se

describe a continuacion.
3.5.2.1 Genotipificacion de M. genitalium

La genotipificacion de M. genitalium se realizd segin la metodologia descrita por

Hjorth y colaboradores en 2006 (21).
3.5.2.1.1 PCR simple para el gen mgpB de M. genitalium

Se realiz6 una PCR simple para un fragmento de 281 pb del gen mgpB segun el

procedimiento descrito por Jensen y colaboradores (89).
3.5.2.1.1.1 Mezcla de reaccion

Se prepar6 una mezcla de PCR para un volumen final de 100 pL, utilizando el mismo
tampon de PCR, concentracién de dNTP y Tag-polimerasa que para la PCR ARNTr 16S.

Se excluyd de la mezcla el CIA y se remplazaron los cebadores por 500 nM de MgPa-1:
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5’AGT TGA TGA AAC CTT AAC CCC TTG G 3° y MgPa-3: 5°CCG TTG AGG
GGTTTT CCATTT TTG C 3. y suficiente agua ultrapura para completar un volumen
de 90 pL. Como molde se utilizaron 10 pL de los extractos de ADN de las muestras
obtenidos mediante Chelex® 100, 10 pL de ADN de M. genitalium G377 (10° geg/mL)

como control positivo y 10 pL de agua ultrapura como control negativo.
3.5.2.1.1.2 Amplificacion

La amplificacion se realiz6 en un equipo Rotor Gene Q 5-plex HRM (Qiagen,
Alemania), sin lectura en ningun canal de fluorescencia, mediante un programa formado
por un ciclo de 94°C durante 4 min, seguido de 45 ciclos de 94°C durante 30 s, 55°C

durante 30 sy 72°C durante 1 min, y una amplificacion final a 72°C de 5 min.
3.5.2.1.1.3 Visualizacion de los resultados

Los productos de las amplificaciones se analizaron mediante electroforesis subamarina
en gel de agarosa al 2% conteniendo 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, empleando un
voltaje de 100 V durante 30 min. La visualizacion de los resultados se realiz6 utilizando
un sistema digital de captura y analisis de imégenes con luz ultravioleta Uvitec
(Cambrige, Reino Unido). El ensayo se considerd valido cuando se obtuvo la talla
esperada de 281 pb en el control positivo de M. genitalium, y el control negativo no
mostré amplificacion. En cualquier otro caso el ensayo se consideré no valido y se
repitié. En las muestras que mostraron amplificacion, los amplicones se compararon

con el control positivo.
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3.5.2.1.1.4 Purificacion de los productos de la PCR

Cada producto amplificado se purific6 mediante el estuche QIAEX Il (Qiagen,
Alemania) de forma automatica, utilizando el equipo QIAcube (Qiagen, Alemania), y

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.5.2.1.2 Reaccidn de secuencia y analisis de los resultados

Para la reaccion de secuencia se utilizé en estuche Dye Terminator Cycle Sequencing

(DTCS) Quick Start Kit (Beckman Coulter, EUA), siguiendo las recomendaciones del

fabricante y que se describe de forma resumida a continuacion.

3.5.2.1.2.1 Mezcla de secuencia

Se prepar6 una mezcla de reaccién por cada cebador MgPa-1 y MgPa-3, compuesta de
8 UL de DTCS Quick Start Mix (Beckman Coulter, EUA), 4 uM de cebador, y
suficiente agua ultrapura para un volumen de 15 pL. Se utilizé6 como molde 5 pL de

producto purificado de la PCR simple mgpB.

3.5.2.1.2.2 Amplificacion de las reacciones de secuencia

La amplificacion se realiz6 en un equipo Rotor Gene Q 5-plex HRM (Qiagen,
Alemania), sin lectura en ningun canal de fluorescencia, mediante un programa formado

por 30 ciclo de 96°C durante 20 s, 50°C durante 20 s y 60°C durante 4 min.

3.5.2.1.2.3 Purificacion de la reaccion de secuencia

Se prepard una solucion de parada de la reaccion formada por 2 pL de acetato de sodio
al 3 uM, 2 uL de EDTA a 100 mM y 1 pL de glicégeno a 20 mg/mL. Se adiciono la
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solucion de parada a cada reaccion de secuencia y se homogenizé en vortex. Luego se
adicionaron 60 pL de etanol frio al 95 %, homogenizando en vortex, y se centrifugo a
20 000 xg por 15 min, a temperatura constante de 4°C. El sedimento se lavé dos veces
con etanol al 70 % y se dejo secar. Cada pellet seco se resuspendio en el tampdn de
corrida (formamida). Las reacciones de secuencias se analizaron en el secuenciador
CEQ™ 8800 (Beckman Coulter; USA) mediante electroforesis capilar, utilizando el
método corto de secuenciacion. Las secuencias obtenidas se ensamblaron utilizando el

programa Sequencher version 4.10 (Gene Codes Corporation, EUA).

Una vez obtenidas las secuencias, se procedio a su analisis bioinformatico mediante el
programa libre Mega 6 (2013, EUA) y la comparacion con las secuencias de los
genotipos  depositadas  hasta  septiembre de 2015 en el GeneBank

(http://www.ncbi.nlm.gob/genebank/ ).

Los resultados obtenidos mediante la secuenciacion se corroboraron en el Staten Serum

Institut (Dinamarca) como un control externo realizado en un centro de referencia.

3.5.3 Determinacion de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de los

aislados cubanos de M. genitalium

Se empleo el co-cultivo en linea celular Vero de los aislados para la deteccion de la
CMI segun la metodologia descrita por Hamasuna y colaboradores (17) con

modificaciones expuestas en los acapites siguientes.

Se utilizaron los antimicrobianos recomendados para el tratamiento de las infecciones

urogenitales de esta bacteria: eritromicina, azitromicina, cirpofloxacina, levofloxacina,
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ofloxacina, tetraciclina (Sigma, EUA); asi como moxifloxacina y doxiciclina (Bayer,
Italia). Cada antibidtico se disolvio segun lo descrito en las guias del Instituto de
Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI) para los ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana de micoplasmas de origen humano, para una concentracion final de 500

mg/L y se conservaron a -80°C (151).
3.5.3.1 Preparacion de la placa

Por cada antibidtico se utiliz6 una placa de cultivo celular de fondo plano de 96 pocillos
(Nunc, EUA). A partir de la solucién madre preparada en la etapa previa (500 mg/L) se
realizaron diluciones seriadas de 1:2 en medio 199 (Sigma, EUA), desde una
concentracion de 16 hasta 0,016 mg/L, que se depositaron entre la columna 1 - 11. La
columna 12 se utilizé como control de crecimiento, por lo que en esta no se adiciond

antimicrobiano.
3.5.3.2 Inoculacion de los aislados

De cada aislado se realizaron dos réplicas. En cada pocillo se adicion6 0,1 mL de una
suspension del indculo conteniendo 10* — 10° geg/mL de M. genitalium en una
suspension fresca de Vero en medio 199 con un 4 % de SFB (Hyclone, EUA). En la
columna 12 se adiciond 0,1 mL de medio 199 con SFB (Hyclone, EUA) al 4 %. Las

placas se incubaron a 37°C en atmésfera de 5 % de CO- durante 14 dias.
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3.5.3.3 Cepas controles de M. genitalium

Como controles del ensayo se utilizaron las cepas de M. genitalium M6271, M2300,
M2341, M6489 (Anexo 1), previamente caracterizadas en el SSI de Copenhague —

Dinamarca (20).

3.5.3.4 Lectura de la CMI

A los 14 dias se cuantifico la concentracion de M. genitalium en cada pocillo mediante
la qPCR mgpB antes mencionada. La CMI se definié como la menor concentracion de
antimicrobiano que causo la inhibicién del 99% del crecimiento de M. genitalium con

respecto al control de crecimiento (17).

3.5.3.5 Confirmacion de la resistencia a los macrolidos y las fluoroquinolonas

mediante secuenciacion

3.5.3.5.1 Confirmacién de la resistencia a los macrolidos

Para la confirmacién de la resistencia a los macroélidos se realizé la secuenciacién de un
fragmento de 147 pb del gen que codifica para el ARNr 23S de M. genitalium (19),

COmo Se resume a continuacion.

3.5.3.5.1.1 PCR ARNTF 23S de M. genitalium

3.5.3.5.1.1.1 Mezcla de reaccion

Se prepar6 una mezcla de PCR para un volumen final de 100 pL, utilizando el mismo
tampon de PCR, concentraciéon de dNTP y Tag-polimerasa que para la PCR ARNTr 16S.
Se excluyé de la mezcla el CIA y se remplazaron los cebadores por 500 nM de Mg 23S-
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1992F: 5’CCA TCT CTT GAC TGT CTC GGC TAT 3’ y Mg 23S-2138R: CCT ACC
TAT TCT CTA CAT GGT GGT GTT 3’ y suficiente agua ultrapura para completar un
volumen de 95 pL. Como molde se utilizaron 5 pL de los extractos de ADN, de las
muestras y de los aislados en células Vero, obtenidos mediante Chelex 100, 5 pL de
ADN de M. genitalium G377 (10° geg/mL) como control positivo y 5 pL de agua

ultrapura como control negativo.
3.5.3.5.1.1.2 Amplificacion y visualizacion de los resultados de la PCR

Se realizé la amplificacion y la visualizacion de los resultados de la PCR de manera
similar al caso de la PCR ARNr 16S. El ensayo se consideré vélido cuando se obtuvo la
talla esperada de 147 pb en el control positivo de M. genitalium, y el control negativo
no mostrd amplificacion. En cualquier otro caso el ensayo se consider6 no valido y se
repitié. En las muestras que mostraron amplificacion, los amplicones se compararon

con el control positivo.
3.5.3.5.1.1.3 Secuenciacion de los productos de la PCR ARNr 23S

Los productos de la PCR ARNr 23S se purificaron y secuenciaron de la misma manera
que para el caso de los productos de la PCR simple mgpB, utilizando los cebadores

correspondientes.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia obtenida de la cepa
M. genitalium G377, considerada el genotipo salvaje (susceptible). Aquellas muestras

gue mostraron transiciones en las posiciones 2058 y 2059 (numeracion de E.coli) se
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consideraron como resistentes a macrélidos y se definieron los genotipos de resistencia

segun la clasificacion de Jensen y colaboradores (19).
3.5.3.5.2 Confirmacion de la resistencia a fluoroquinolonas

Para la deteccion de la resistencia a las fluoroquinolona se realizo6 la secuenciacion de
un fragmento de la region QRDR del gen parC de M. genitalium (23). El ensayo se
realizé siguiendo las mismas condiciones que para la deteccién de resistencia a
macrolidos, pero utilizando los cebadores MGparC-F: 5°GTG CTG TTG GGG AGA
TCA T 3 y MGparC-R: 5 CCA TGG ATA GAA ACA GTT GTT CA 3’. Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con la de la cepa M. genitalium G377,
considerada el genotipo salvaje (susceptible). Aquellas muestras que mostraron cambios
en los aminoacidos en las posiciones 80 y 87 se consideraron como resistentes a

fluoroquinolonas.
3.6 Aspectos éticos

En los estudios realizados se cumplieron los preceptos éticos promulgados en la
declaracion de Helsinki (152) y de acuerdo con las regulaciones nacionales (153). El
protocolo de estas investigaciones se analizd y aprobd por la Comision Cientifica
Especializada de Microbiologia (Anexo I11) y por el Comité de Etica del IPK con

numero de dictamen CEI-IPK-19-11 (Anexo IV).

Los individuos involucrados recibieron toda la informacidn necesaria a través de charlas
y pudieron decidir con libertad su participacién en el estudio. Los participantes en este

estudio manifestaron su consentimiento informado por escrito (Anexo V). Toda la

65



CAPITULO 3- MATERIALES Y METODOS

informacién individual relacionada con los sujetos quedd custodiada por los
investigadores de forma tal que se garantizara la absoluta confidencialidad de los datos

personales.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Frecuencia de infeccion por M. genitalium en pacientes cubanos

Distribucion de las muestras estudiadas

Durante los siete afios del estudio, se analizaron 4 219 muestras de pacientes cubanos.
De ellas 390 (9,2 %) muestras correspondieron a hombres con SU y 3 829 (90,8 %) a
mujeres con sindromes urogenitales. De acuerdo con el diagndstico clinico, 73,5 % (2
816/3 829) de las mujeres estudiadas tenian diagnostico de SFV/SDAB, el 13,9 %

(534/3 829) presentaron TF y el 12,5 % (479/3 829) sufrieron de AE.

Los resultados de la presente investigacion coinciden con lo planteado por otros autores.
Es comin que la mayor cantidad de muestras clinicas analizadas para el diagndstico de
M. genitalium, sean provenientes de mujeres (80, 97, 154). Segln estadisticas del
MINSAP, en el afio 2012, en Cuba se reportan cuatro veces mas casos de sindromes
urogenitales en mujeres, en contraposicion al reporte de sindrome uretral en hombres,
siendo el SFV el que mas contribuye a este acumulado (62). Por lo que no resulta
extrafio encontrar que, durante los siete afios del estudio, las muestras provenientes de

mujeres fueron 10 veces superior a la cantidad de muestras de hombres analizadas.
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4.1.1 M. genitalium en mujeres

Al estudiar las muestras clinicas y analizar la frecuencia de M. genitalium en cada grupo

de mujeres no se obtuvieron diferencias significativas entre estos (tabla 4.4).

Tabla 4.4 Mycoplasma genitalium en los diferentes grupos de pacientes femeninas estudiadas. IPK, 2009
—2015.

Grupo de mujeres  Numero Positivas a MG (%) Valor de p
SFV/SDAB 2816 59 (2,1) 0,8165
TF 534 11 (2,06) 0,9954
AE 479 9(1,88) 0,7616
Total 3829 79 (2,06) -

Leyenda: SFV/SDAB: sindrome de flujo vaginal/sindrome de dolor abdominal bajo; TF: trastornos de la
fertilidad; AE: aborto espontaneo; MG: Mycoplasma genitalium.

En esta investigacion, la frecuencia de infeccion por M. genitalium en las mujeres con
SFV/SDAB fue baja, en comparacién a lo que reportan otros autores. Si bien la
clasificacion sindromica no se ha utilizado en muchas investigaciones sobre esta
bacteria, M. genitalium se encuentra entre el 28,4 — 73,6 % de pacientes con cervicitis y
leucorrea (patologias agrupadas dentro de SFV y SDAB) en los estudios publicados (77,
155-157). Solo un estudio, realizado en Bangladesh, mostr6 una frecuencia de
positividad a M. genitalium de 0,8 % en mujeres con SFV atendidas en las APS de

Dhaka (158).

Nuestros resultados se asemejan a los valores de prevalencia de M. genitalium en
mujeres en estudios epidemiolégicos de poblacion abierta, donde la prevalencia de
infeccion es menor al 10 % (78, 80, 159). Las razones de esta baja frecuencia en las
muestras estudiadas, puede ser resultado del sesgo introducido al asumir la clasificacion

sindrémica como criterio de inclusién, puesto que como se explico anteriormente, la VB
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es el sindrome que mas contribuye en pacientes al SFV. Por tanto, es muy posible que
otros agentes microbianos como C. albicans, T. vaginalis, Ganderella vaginalis,
M. hominis, Ureaplasma spp. y otras bacterias anaerobias exigentes, no estudiados en
esta investigacion, pudieran ser los responsables de las manifestaciones clinicas en las
mujeres estudiadas (39, 158, 160-162). Otro factor a tener en cuenta, es la posible
infeccion por otros agentes asociados al desarrollo de cervicitis y EPI, como
C. trachomatis, la cual no fue estudiada en la presente investigacion (163-165).
Estudios futuros debe tener en cuenta la realizacion de este diagndstico diferencial de la

infeccion por M. genitalium.

Para conocer la prevalencia real y la asociacion de la infeccion por M. genitalium con el
desarrollo de cervicitis y EPI, en mujeres cubanas, se hace necesario realizar otros
estudios de causalidad. Dichos estudios deben tomar como criterio de inclusion los
signos y sintomas de cada entidad clinica por separado y no la clasificacién sindromica

aplicada para el manejo de las ITS en Cuba.

Como ya se explicd anteriormente, M. genitalium se asocia al desarrollo de trastornos
de la fertilidad, aunque la mayoria de las evidencias encontradas son solo seroldgicas
(166-170). Solo un estudio en 2015 logrd detectar M. genitalium en muestras de

mujeres infértiles, mediante una PCR para el gen mgpB (170).

En la presente investigacion la frecuencia de positividad fue inferior al 3 %. Estos
resultados difieren a lo encontrados por Rajkumari y colaboradores en la India, donde al
realizar un estudio de casos y controles para determinar la asociacion entre la infeccién

por M. genitalium y el desarrollo de infertilidad, encontraron un 15 % de infeccion por
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este patdgeno en el grupo de los casos y ninguno en el grupo de los controles (170). La
baja frecuencia en de infeccién por M. genitalium encontrada en las mujeres cubanas
con TF puede deberse a que muchas de estas han sido tratadas con varias terapias
antimicrobianas de forma empirica, previo a los 28 dias establecidos como criterio de
inclusién, en las consultas de reproduccién asistida donde son atendidas. Por otro lado,
se conoce que la infertilidad por micoplasmas no esta aparejada a la infeccion activa o
cronica, sino es la secuela o complicacién de una infeccion previa no tratada (39). Esta
infeccion puede causar un dafio irreversible del epitelio ciliado del aparato genital
superior femenino y evita tanto la fecundacién como la implantacion del cigoto en el
atero (167). Por tanto, es posible que aun cuando los TF en las mujeres estudiadas se
deba a una infeccion por M. genitalium, este microorganismo ya no se encontrara en el
tracto urogenital de las pacientes debido a la eliminacién natural del patégeno, por el
sistema inmune o por el tratamiento anterior antes mencionado, las cuales resultarian

entonces negativas a las pruebas de laboratorio realizadas (171, 172).

En el grupo de las mujeres con aborto espontaneo, M. genitalium se encontré en menos
del 2 % de las muestras estudiadas. Sin embargo, se plantea en la literatura que
M. genitalium se encuentra asociado y en mayor frecuencia en mujeres con abortos
espontaneos y partos pretérminos (173-179). Aunque se conoce que estas patologias son
multicausales, como se explico6 anteriormente en este documento, otros
microorganismos de trasmision sexual, como C. trachomatis, M. hominis y Ureaplasma
spp., son mas frecuentemente relacionado a la misma que M. genitalium (165, 180). En
este sentido, estos patdgenos no fueron objeto de la presente investigacion. Tampoco se

tuvo en cuenta el tiempo entre la ocurrencia del aborto y la colecta de la muestra en el

71



CAPITULO 4- RESULTADOS Y DISCUSION

grupo de mujeres cubanas, periodo en el cual la paciente pudo ser tratada de forma

empirica con antimicrobianos que eliminaran la infeccion por M. genitalium.

Como muestra la figura 4.3 no se obtuvieron diferencias significativas (p> 0.05) al
comparar las medianas de la concentracion de M. genitalium entre los grupos de
estudio, siendo el grupo de las mujeres con SFV/SDAB en el que se encontré mayor

concentracion microbiana (figura 4.1).
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Figura 4.1 Concentracion de Mycoplasma genitalium en las muestras de mujeres estudiadas. La barra
negra representa la mediana de la concentracion con un IC de 95%, SFV/SDAB: 20 000 geg/mL; AE: 1
000 geg/mL y TF: 1 000 geg/mL.

No se observaron diferencias al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con
los informados por Svenstrup y colaboradores quienes describen la presencia de
M. genitalium en concentraciones de aproximadamente 10* geq/mL (164). Como ya fue
explicado y se comprueba en esta investigacién, M. genitalium se encuentra en baja

concentracion en las muestras clinicas, lo que enfatiza la necesidad de utilizar métodos
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diagnosticos de una alta sensibilidad, tanto para la deteccién inicial como para la

evaluacion post- tratamiento de las pacientes (60, 61).

En este estudio se presentan resultados del analisis de un numero suficientes de
muestras provenientes de pacientes con sospecha de posibles infecciones por
micoplasmas, en especial M. genitalium (teniendo en cuenta una prevalencia esperada
del 25 % en ITS en la mayoria de los estudios internacionales, segun recomienda la
OMS (148)) que, si bien no permitio6 inferir el comportamiento poblacional nacional, si
evidenciaron la contribucion de esta bacteria como patégeno urogenital potencial de
pacientes cubanas. Cabe resaltar que se contemplé el analisis de muestras colectadas en
alrededor de siete afios, lo cual aportd mayor robustez a las observaciones realizadas. La
informacion obtenida en el presente estudio brinda una confirmacion objetiva del
diagnostico y el manejo clinico que se realiza, ya que el tratamiento sindrémico de las
ITS depende de que se proporcione una informacion certera y especifica de los agentes
patégenos que causan los sintomas de las entidades clinicas en la poblacion estudiada
en cuestion. En consecuencia, es importante la evaluacién periddica de los agentes
patdgenos causantes de un sindrome particular para orientar los protocolos de

tratamiento aplicados en cada pais (40).

4.1.2 M. genitalium en hombres

Mycoplasma genitalium se encontrd en el 16,2 % (63/390) en el total de las muestras
obtenidas de hombres con SU. La positividad a M. genitalium encontrada fue similar a
la descrita en otro estudio previo realizado en Cuba antes de 2009. En dicho estudio se

incluyen 27 pacientes con SU atendidos en un Hospital Clinico de la ciudad de La
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Habana y 14,8 % (4/27) de las muestras analizadas fueron positivas a M. genitalium

(37).

La frecuencia de positividad encontrada en el presente estudio, resulta similar a lo
referido por otros autores internacionales (112, 133, 181). Pond y colaboradores en un
estudio realizado en Londres en 2014, donde analizan 110 hombres con SU, informaron
un 15,5 % (17/110) de positividad a M. genitalium cuando se aplica el mismo método
de gPCR basado en el gen mgpB (23). Otro estudio realizado por Guschin y
colaboradores al estudiar 320 pacientes rusos con UNG, encontré 47 (14,7 %) casos
infectados con M. genitalium, donde ademas se asocid la alta concentracion microbiana
con fallo al tratamiento con macrélidos (133). Un estudio multicéntrico reciente en
EUA, realizado por Getman y colaboradores, reportan un 17,2 % de infeccion por
M. genitalium en hombres con SU (OR de 4,11), aunque en el mismo se incluyeron
tambien pacientes asintomaticos pertenecientes a grupos claves, y riesgo o sospecha de
una ITS, atendidos en diferentes centros de salud (154). Este ultimo aspecto es
importante a considerar, dada la posible ocurrencia de uretritis asintomatica y su

relacion con la infeccién por M. genitalium.

En la actualidad, se reconoce que el 30 % de los hombres infectados son asintomaticos
y la exclusién (por seleccién solo de pacientes con sintomas de uretritis) 0 no muestreo
de hombres asintomaticos perteneciente a grupos claves (de riesgo), podria sesgar los
estudios de frecuencia de infeccibn por M. genitalium (63, 182, 183). Futuras

investigaciones sobre la prevalencia y la de infeccion por M. genitalium en la poblacién
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masculina cubana, deberian incluir hombres asintomaticos de grupos claves

identificados para el control de las ITS (62).

De igual manera, resultaria muy util incluir la determinacion de la presencia de
leucocitos en la orina, mediante microscopia o por la utilizacion de tiras reactivas para
detectar la leucocitoestersas en el sedimento de la misma, como criterio de clasificacion
clinica de la ocurrencia de SU (183-185). Este hecho se justifica por el alto valor
predictivo positivo que relaciona a la presencia de mas de 70 leucocitos por microlitros
de orina y la infeccion por varios agentes etioldgicos, incluyendo M. genitalium (39, 60,
61). Cumpliendo este criterio, se disminuiria el sesgo de la investigacion, al incluir en
los estudios todos los pacientes con signos de SU, lo que permitiria conocer con mayor

exactitud la contribucién de M. genitalium y el desarrollo de SU en hombres cubanos.

Segun los lineamientos internacionales modernos para el diagndstico, tratamiento y
control de las ITS, M. genitalium tiene una mayor contribucién al desarrollo del SU en
hombres que N. gonorrhoeae y menos que C. trachomatis (39, 63, 67, 69, 112). Aunque
en el presente estudio no se estudid la presencia de estos dos patdgenos, es apropiado
asumir que parte de los pacientes negativos a M. genitalium, pudieron estar infectados
por los mismos. Para conocer la prevalencia y la contribucion real de cada uno de estos
gérmenes como agentes etioldgicos del SU en Cuba, los estudios futuros deben
contemplar la realizacion del diagnostico molecular diferencial entre la infeccion por

M. genitalium, C. trachomatis y N. gonorrhoeae.
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4.1.3 Comparacion de la frecuencia de positividad y concentracion de

M. genitalium entre las mujeres y los hombres estudiados

Al analizar de forma global los resultados de la frecuencia de infeccion por
M. genitalium en hombres y mujeres estudiados, se observan diferencias significativas
entre la positividad a M. genitalium identificada en los hombres con respecto a la
positividad en las mujeres [p=0.000*; OR=14,65 (10,32 — 20,79)], lo que sugiere la
necesidad de considerar la inclusién de este diagndstico en los protocolos cubanos ante
los casos de hombres con SU, especificamente en la UNG. De igual manera,
reafirmaron la necesidad de continuar y ampliar los estudios epidemiol6gicos en este
grupo de pacientes, que permitan establecer la relacion causal entre la infeccion por

M. genitalium y el desarrollo de SU en el contexto de Cuba.

Dada la baja frecuencia de positividad detectada en el estudio de mujeres en
contraposicion a la identificada en los hombres, este autor se propuso determinar si esta
pudo estar relacionada con diferencias en la concentracion microbiana de M. genitalium
en las muestras de ambos grupos. De existir estas diferencias, las mismas pudieron
influir en la deteccion de M. genitalium mediante las pruebas moleculares empleadas en
el diagndstico (9). Sin embargo, cuando comparamos la mediana de la concentracion de
M. genitalium en las muestras de hombres (30 000 geg/mL), con la mediana de la
concentracion en el total de muestras positivas de mujeres (10 030 geg/mL), no se
encontraron diferencias significativas (p =0,2383) (figura 4.2), por lo que otros

elementos no considerados en esta investigacion, como la orientacion sexual, la edad y
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el nivel sociocultural, pudieron influir en que la infeccion por M. genitalium fuera méas

frecuente en los hombres que en las mujeres (154, 186).
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Figura 4.2 Concentracion de Mycoplasma genitalium en las muestras de mujeres y hombres. La barra
negra representa la mediana de la concentracion con un IC de 95%.

4.3  Caracterizacion microbioldgica de los aislados de M. genitalium obtenidos a

partir de las muestras urogenitales

El co-cultivo de M. genitalium en el medio MEM enriquecido con Ultroser G, un
suplemento que tiene las desventajas de ser caro y tener una variable disponibilidad en
el mercado, no es una alternativa sustentable. La eleccion de un sistema de cultivo
simple y econémico es una cuestién fundamental para la multiplicacion eficiente de

aislados de M. genitalium (15-17, 19, 24, 33).

En esta investigacion se selecciond, como suplemento alternativo, el SFB en bajas
concentraciones (2 %) junto con un medio altamente nutritivo como el 199 (Sigma,

EUA). Esta eleccion se justifico en la hipotesis de que la disminucion de la
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concentracion de SFB traeria aparejada dos ventajas fundamentales: la disminucion de
la velocidad de crecimiento de las células Vero a punto de permitir la formacion de la
monocapa celular a los 10 - 14 dias, con una disminucion considerable del
metabolismo y sin causar el agotamiento de todos los nutrientes del medio; ademas de
la dilucion de los posibles inhibidores presentes en el suero animal como anticuerpos,

que pudiesen interferir con el desarrollo de M. genitalium (15, 187).

4.3.1 Evaluacion del crecimiento de M. genitalium en el sistema de cultivo

En esta investigacion la dinamica de crecimiento obtenida mediante la utilizacion del
sistema de cultivo celular Vero con SFB al 2 % mostro un crecimiento exponencial en
los cultivos a partir del dia 7 hasta el 14, lo que coincidi6é con lo reportado al utilizar

Ultroser G (figura 4.3) (17, 24).

A nivel internacional existen dos estudios que evaltan la dindmica de crecimiento y
requerimientos nutricionales de M. genitalium en los cultivos in vitro. El primer estudio
se realiz6 comparando los beneficios para el co-cultivo de M. genitalium con el Ultroser
G y SFB al 10 % como suplemento nutritivo. El segundo estudio evalud la dindmica de
crecimiento solo con el Ultroser G. Ambos estudios demuestran la utilidad del Ultroser
G para la multiplicacion de M. genitalium. La capacidad de promover el crecimiento del
SFB al 10 % fue inferior debido posiblemente a la presencia de inhibidores (15, 17). El
utilizar una menor concentracion de suero fetal bovino disminuye la concentracién de
inhibidores para la multiplicacion de M. genitalium descritos anteriormente (17, 24,

187).
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Figura 4.3 Curva de crecimiento de las cepas de Mycoplasma genitalium M6271 y M6311 en el sistema
de cultivo modificado. LNRIM-IPK, 2012.

Estos resultados muestran que el sistema celular modificado fue permisivo y eficiente
para la propagacion y el mantenimiento de M. genitalium, lo que posibilitd su posterior
utilizacion para el aislamiento a partir de muestras de pacientes con sintomatologia

urogenital.

4.3.2 Obtencidn y genotipificacion de los aislados autdctonos de M. genitalium

Se utilizaron 22 muestras urogenitales (Tabla 4.2) con una concentracion mayor a 1 000
geg/mL. De estas, 59 % (13/22) mostré crecimiento de M. genitalium en el sistema
celular. En 22,7 % (5/22) de los cultivos inoculados se evidencio el sobrecrecimiento de
contaminantes microbianos, principalmente levaduras y bacterias Gramnegativas. En el
18,3 % (4/22) cuatro de los cultivos celulares inoculados no se observd crecimiento

después de tres subcultivos consecutivos por lo que se informaron como negativos.
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Tabla 4.2 Muestras urogenitales positivas a Mycoplasma genitalium cultivadas en células Vero para la
obtencién de aislados autéctonos.

Concentracién de

Primer dia de
confirmacion

. Diagndstico Mycoplasma Identificacion | del crecimiento
Muestra Tipo de muestra o o - .
clinico genitalium del aislado en Vero (dias
(geg/mL) post-
inoculacién)
MICH1 Exudado endocervical | SFV/SDAB 6 700 B1 70
RAPH?2 Exudado endocervical | SFV/SDAB 540 000 B2 42
GAB3 Exudado endocervical | AE 670 000 B3 56
JOF4 Exudado endocervical | AE 601 000 B4 28
CHAMb5 Exudado endocervical SFV/SDAB 509 000 B5 28
URI6 Exudado endocervical | SFV/SDAB 901 000 B6 28
ZAQ7 Exudado endocervical | SFV/SDAB 705 000 B7 42
PHE9 Exudado endocervical | TF 160 000 B8 42
JVH10 Exudado endocervical | TF 230 000 B9 42
BAM11 Exudado endocervical SFV/SDAB 150 000 B10 14
347U Exudado uretral SU 190 000 B12 14
51U Exudado uretral SU 580 000 Contaminado -
49U Exudado uretral SU 120 000 - -
35U Exudado uretral SuU 10 000 Contaminado -
66U Exudado uretral suU 12 000 Contaminado -
1U Exudado uretral SU 1200 000 - -
60U Exudado uretral SuU 3000 - -
719U Exudado uretral SU 2 027 000 B19 14
61U Exudado uretral SU 34000 - -
341EE Exudado endocervical | SFV/SDAB 12 000 Contaminado -
456EE Exudado endocervical | SFV/SDAB 235 000 - -
567EE Exudado endocervical SFV/SDAB 67 000 - -

Al realizar la identificacion genotipica de los aislados se demostrd una contaminacion

cruzada durante el co-cultivo en Vero para 10 de los mismos (B1, B2, B4 —B11), por la

deteccion del mismo genotipo de mgpB. Esta contaminacion cruzada se describe

previamente como una de las principales desventajas de este método de co-cultivo.

Ciertos factores técnicos, en combinacion con la alta concentracion microbiana que se

logra en los cultivos, propician la ocurrencia de la misma (15).

En las investigaciones publicadas el nimero de aislados de M. genitalium oscila entre

dos y 15, por lo que la recuperacion eficiente de al menos tres nuevos aislados de
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M. genitalium en Cuba constituye un hecho relevante desde el punto de vista

internacional (15-17, 19, 24, 33).

Dos de los aislados cubanos mostraron un genotipo diferente a todos los descritos hasta
el momento en la literatura y depositados en las bases de datos internacionales (figura
4.4). Este hallazgo descarta una posible contaminacion con cualquiera de las cepas de
referencia durante los intentos de aislamientos, hecho informado con anterioridad por

Jensen y colaboradores (15).

De esta manera quedaron establecidos dos nuevos genotipos de M. genitalium: cubal
(B3) y cuba2 (B12), cuyas secuencias se depositaron en el GeneBank con los numeros
de acceso KF017612 y KF017613, respectivamente. El tercer aislado cubano (B19)
mostrdé un genotipo similar a la cepa japonesa M6283 (genotipo 4) (24), que se informa
en Japén, EUA y el Reino Unido (164, 188). Al analizar la dindmica de crecimiento de
estos aislados en el sistema celular empleado se obtuvo un comportamiento similar al de
las cepas de referencia M6271 y M6311, con una fase de crecimiento exponencial

posterior a los 14 dias.

El efecto citopatico predominante durante el crecimiento de M. genitalium fue la
vacuolizacién intensa del citoplasma de las células infectadas (figura 4.5), en un periodo
que varidé desde 3 hasta 56 dias en los que se observd por primera vez. Jensen y
colaboradores en 1994 encuentran que en co-cultivos de M. genitalium con células
Vero, 10 % de las células muestran una internalizacion y multiplicacion de
micoplasmas, acompafiadas de la aparicidn de efectos citopaticos e incluso de la muerte

de la célula hospedera (16).
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Figura 4.4 Dendograma del analisis filogenético de la secuencia parcial del gen mgpB de los aislados
cubanos con 56 genotipos de Mycoplasma genitalium, segin el método de Neighbor Joining Tree.

Circulo negro: aislado B3; triangulo negro: aislados B12 y B19.
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Figura 4.5. Microfotografia del aislado cubano B19 creciendo en linea Vero (200X). A- control sin
inocular; B- Mycoplasma genitalium B19- 10 dias, mostrando efectos citopaticos y destruccion de la
monocapa.

Los tres aislados cubanos crecieron en medio Friis liquido y soélido, en cultivo axénico,
a partir de los cuales se procedié a guardar en alicuotas a -80°C como un respaldo para
futuras investigaciones. La adaptacion de los aislados de M. genitalium a crecer en
medio libre de células, constituye un proceso lento que no se logra en todos los casos
(15, 19, 24). De manera general se necesitan entre tres meses a un afio para el mismo, y
depende en gran medida de la calidad del medio de cultivo utilizado (34). En la presente

investigacion se logré el crecimiento axénico a los seis meses posterior a la inoculacion.

4.3.3 Determinacion de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de los

aislados de M. genitalium

Al analizar los resultados del ensayo modificado de determinacion de la CMI utilizando
como controles las cepas de referencia de M. genitalium, se comprobé la similitud de
las CMI obtenidas mediante el mismo (tabla 4.3) y las publicadas con la metodologia

original (17, 19, 20).
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Los aislados cubanos mostraron altos valores de CMI para las tetraciclinas, sin
embargo, la doxiciclina mostré los mejores valores. Para las fluoroquinolonas, se
sugiere una susceptibilidad disminuida con valores de CMI entre 0,2 — 4 mg/L. Sin
embargo, no se detecté ningln aislado resistente a este grupo de antibidticos. Los
resultados de CMI de los macrolidos evaluados mostraron valores inferiores a 0,008
mg/L para los aislados B3 y B12, aun cuando el uso de azitromicina se encuentra

generalizado en la practica clinica.

Este hecho, si bien no permitié aseverar la inexistencia de cepas resistentes, esta en total
correspondencia con los resultados clinicos obtenidos en el manejo del SU en el IPK
durante los afios 2009 — 2013, periodo durante el cual se informa un 100% de cura de

los pacientes con SU tratados con azitromicina.

Tabla 4.3 Resultados de la caracterizacion de aislados cubanos de Mycoplasma genitalium segun a la
susceptibilidad antimicrobiana con el método modificado de co-cultivo en Vero.

M. genitalium CMI (mg/L)

Azi Eri Cipro Oflo Levo Moxi Tet Dox
M6271 >8 >8 1 1 1 0,125 0,25 0,5
M2300 <0,008  <0,008 2 1 4 0,25 0,25 1
M2341 <0,008  <0,008 1 0,5 0,25 0,125 0,25 0,25
M6489 >8 >8 >8 8 >8 >8 2 2
B3 <0,008 <0,008 4 4 0,5 0,25 2 2
B12 <0,008  <0,008 4 1 1 1 4 0,5
B19 >8 >8 2 1 1 1 4 0,5

Leyenda: Azi- azitromicina; Eri- eritromicina; Cipro- ciprofloxacina; Oflo- ofloxacina; Levo-
levofloxacina; Mox- moxifloxacina; Tet- tetraciclina; Dox- doxiciclina. Cepas de referencia: M6271,
M2300, M2341 y M6489. Aislados: B3, B12 y B19
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Sin embargo, cuando se analizaron los resultados de la CMI del aislado B19
proveniente de un hombre con SU, que no refirid la utilizacion de macrolidos previo al
diagnostico de la infeccion por M. genitalium, fue evidente la resistencia del aislado a
este grupo farmacologico, pues se obtuvo una CMI de >8 mg/L para la eritromicina y la
azitromicina. Esta resistencia podria explicarse debido a que el paciente se infecté con
una cepa resistente y no a través de una seleccion de la resistencia por un fallo de
tratamiento, hecho notificado en la literatura con anterioridad (19, 135, 189-192). Este
constituye el primer hallazgo de resistencia a los macrolidos notificado en Cuba y en

América Latina.

4.3.3.1 Confirmacion de la resistencia a los macrolidos y las fluoroquinolonas

mediante secuenciacion

La secuenciacion del fragmento de 147 pb del gen del ARNr 23S de los tres aislados
cubanos de M. genitalium corroboraron los resultados del método fenotipico de estudio
de susceptibilidad. Los aislados B3 y B12 mostraron un genotipo salvaje y en el aislado
B19 se encontrd la mutacion A2059G correspondiente al genotipo mutante 1 (113). Esta
mutacion constituye una de las mas comunes en el caso de M. genitalium y se asocia no
solo con la resistencia a los macroélidos, sino gue influye sobre el aumento de la CMI de
otros antimicrobianos que pueden ser utilizados como alternativa terapéutica, como el

fluoroketolido solitromicin (20).

La secuenciacion de la region QRDR del gen parC de los asilados autdctonos de
M. genitalium no mostré la presencia de mutaciones puntuales que le confieran o

determinen resistencia a las fluoroquinolonas. Por tanto, los valores de CMI obtenidos
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para las fluoroquinolonas con mayor actividad anti-M. genitalium pudo deberse a

variaciones aleatorias normales del método de laboratorio (34).

Los hallazgos obtenidos hasta el momento, no sugieren la necesidad de un cambio en el
tratamiento sindromico en Cuba, sino una modificacion de la dosificacion de la
azitromicina a un tratamiento extendido (1 g dosis Unica, seguido de 250 mg durante
cuatro dias), asi como la introduccion en el cuadro basico de farmacos mas activos
frente a M. genitalium como la moxifloxacina y las fluoroquinolonas de ultima
generacion. Estas Ultimas deben utilizarse como tratamiento de segunda linea para el
manejo de pacientes con un fallo a los macrdlidos. Todo esto debe estar aparejado al
mantenimiento de la vigilancia continua de la resistencia y a los fallos de tratamiento de

los pacientes cubanos con sindromes urogenitales.
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5. CONSIDERACIONES GENERALES

Por mas de 25 afios, las investigaciones sobre ITS enfocan su atencidn sobre el papel de
M. genitalium como un patégeno con una importancia cada vez mas creciente (39, 77,
80, 121, 193, 194). Sin embrago, el estudio de este microorganismo y las infecciones
que provoca es dificil dada las caracteristicas bioldgicas que condicionan su caracter
exigente para el aislamiento en cultivo puro (34). En la actualidad, pocos paises en el
mundo cuentan con laboratorios capacitados y con éxito en el aislamiento de
M. genitalium a partir de muestras clinicas, lo que limita el establecimiento de métodos
diagndsticos diferentes a la PCR y de estudios multicéntricos de susceptibilidad
antimicrobiana que permitan llegar a los puntos de cortes para los antimicrobianos

empleados en la préactica clinica (34).

En la dltima década, aumenta el nimero de evidencias cientificas acumuladas en
relacion con el papel de este micoplasma como agente etioldgico causal de ITS, asi
como el clamor de la comunidad cientifica internacional sobre la necesidad de un mejor
estudio de todos los tdpicos referentes al diagnostico microbioldgico, la caracterizacion

genética y los estudios de susceptibilidad antimicrobiana (75, 193).

Uno de los aspectos mas importantes lo constituyen los actuales métodos diagnosticos

disponibles y su aplicabilidad, reproducibilidad y robustez (9). En el presente trabajo se

88



CAPITULO 5- CONSIDERACIONES GENERALES

implemento una estrategia de diagnostico para las infecciones por M. genitalium, que
se basd en una combinacion de métodos moleculares utilizados en numerosos estudios
clinicos a nivel internacional y publicados en revistas especializadas de alto impacto (2,
11, 46, 97, 113, 195). Entre los principales aspectos a tener en cuenta en la
implementacion de los métodos de PCR para el diagnostico de M. genitalium esta la
necesidad de contar con un bajo limite de deteccion, preferiblemente <10* geg/mL; asi

como una especificidad superior al 99% (9, 113).

Como se explicé en los capitulos anteriores, el método de la PCR utilizado con
anterioridad en Cuba, tenia un limite de deteccion de 50 000 geg/mL (36, 37), que es
insuficiente para el diagndstico microbioldgico, segun el consenso internacional (9). En
este sentido, si se hubiese utilizado el método de Fernandez (37), alrededor de 50 % de
las muestras positivas detectadas en el presente estudio habrian sido clasificadas como
negativas, pues la concentracion de M. genitalium en las mismas se encontraba por
debajo del limite de deteccion de ese ensayo. Aunque en la estrategia molecular
presentada se utilizaron los mismos cebadores sefialados por Fernandez (37), se
incorporé la tecnologia de qPCR, que tiene como ventaja sobreafiadida la posibilidad de
brindar informacion sobre la concentracion microbiana en las muestras clinicas. Este
ultimo aspecto es importante en el manejo clinico de las infecciones por este patdgeno,
y permite al medico de asistencia conocer la existencia 0 no de una mayor probabilidad
de ocurrencia de fallos terapéuticos frente al esquema de tratamiento establecido en

Cuba para el manejo sindromico de las ITS.
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Una vez aplicada esta estrategia de diagnostico, se pudo demostrar que M. genitalium es
un patégeno de mayor importancia en los hombres cubanos con SU que en las mujeres
cubanas con sindromes urogenitales, AE y TF. Este hecho es significativo y de vital
importancia en el manejo sindromico de dichas infecciones a nivel de la APS, pues
brinda al Sistema Nacional de Salud una informacion atil y pertinente sobre la etiologia

de las ITS en Cuba.

La implementacion de un sistema de cultivo para M. genitalium que permite la
obtencion de aislados autoctonos de este microoganismo exigente, reviste importancia
no solo para una mejor comprensién y estudio del mismo, sino que coloca al IPK en la
puntera de las investigaciones sobre este patdgeno. En este mismo sentido, la obtencién
de tres nuevos aislados autoctonos de M. genitalium constituye el primer reporte en
América Latina. Numerosos intentos previos del aislamiento en disimiles medios de
cultivo realizados tanto en Cuba como en otras partes del mundo, fueron fallidos (2); se
reafirma la necesidad de métodos mas eficientes y que basados en la biologia de
M. genitalium, permitan su cultivo in vitro. Hasta el momento y como se comprobd en
la presente investigacion, la metodologia del co-cultivo en linea celular constituye la
maés efectiva para este fin. Sin embargo, esta no deja de ser laboriosa y consumidora de
tiempo, ademas de requerir determinadas condiciones logisticas no disponibles en todos
los laboratorios. Por otro lado, aunque se conoce que el co-cultivo en celulas ofrece
ventajas para el crecimiento y multiplicacion de M. genitalium, depende de variables
constatadas en la presente investigacion, como son una correcta colecta y conservacion
de la muestra clinica, la microbiota acompafante, la naturaleza de la muestra en si, y

otras que no se encuentran sujetas al control por parte de los investigadores como la
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concentracion en la misma de M. genitalium y su viabilidad. Todas estas variables, asi
como su influencia e importancia en el éxito del aislamiento a partir de muestras
clinicas se comprobaron en la presente investigacion. Una de las mas criticas fue la
presencia de la microbiota acompafante, sobre todo resistente a los agentes
antimicrobianos selectivos utilizados. Estos contaminantes dieron al traste con la
recuperacion de algunos aislados, pues la utilizacion de antimicrobianos selectivos que
permitan el crecimiento de M. genitalium, es restringida, no solo en la naturaleza
quimica y farmacoldgica, sino también en cuanto a su concentracion (24). Uno de los
antimicrobianos que se emplea y especificamente se utilizo en la presente investigacion,
es la penicilina G; sin embargo, aun cuando biolégicamente es inactivo contra
M. genitalium, si se puede comprobar que independiente a este hecho, la concentracién
utilizada puede influir sobre el crecimiento in vitro de este micoplasma, debido quizés a
impurezas quimicas u otros mecanismos de accion no descritos. Este mismo caso, puede
extenderse a los otros antimicrobianos empleados, como las polimixinas, la

vancomicina y las sulfamidas (24).

En el mismo sentido, los compuestos antifingicos que acttan sobre el ergosterol de la
pared de los hongos, influyen y destruyen los esteroles de la membrana trilaminar de
M. genitalium (24), por lo que son toxicos, siendo imposible evitar sus influencia en la
multiplicacion de este germen. Se deben utilizar concentraciones “seguras” de estos
agentes selectivos, como las utilizadas en la presente investigacion y que de manera
tradicional se adicionan para el cultivo de otros patdgenos fastidiosos en menor grado
como N. gonorrhoeae. Es posible que las muestras inoculadas que no mostraron

crecimiento ni contaminacion pudieron inhibirse por dichos antimicrobianos.
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En la presente investigacion se demostrd un evento de contaminacion cruzada entre el
aislado B3 y el resto de los aislados provenientes de mujeres (B1,B2, B4 — B11), que
pudo ocurrir durante las primeras etapas del co-cultivo en la linea celular, debido
posiblemente al crecimiento acelerado de la muestra clinica B3, que, al alcanzar
concentraciones altas del microorganismo en cuestion, junto con la generacion de
aerosoles durante los procedimientos de subcultivo, pudo de forma inadvertida
contaminar otros cultivos celulares. Este evento se describio, con anterioridad, en los
intentos de aislamiento publicados y es por ello que se recomienda la confirmacién

genotipica por comparacién entre la muestra clinica y el aislado (15, 24).

Aunque el nimero de aislados fue bajo, es importante sefialar que son los primeros
notificados en la region de América Latina. En este sentido, la genotipificacion de los
mismos mostré genotipos Unicos no vistos anteriormente, por lo que se puede presumir
la probabilidad de un origen comin. Se requieren otros estudios que impliquen una
caracterizacion multilocus para esclarecer este hecho. Se hace necesario el estudio méas
profundo de otras caracteristicas de virulencia de los aislados que permitan determinar
si existe una relacién entre esta y alguna caracteristica genotipica. La variabilidad de la
adhesina celular puede ser la teoria que sustente la afirmacion anterior. Esta es la
proteina inmunodominate de M. genitalium y estd sometida a cambios en la secuencia
de aminoacidos de los epitopes principales mediante eventos de recombinacion
homologa de los genes MG190, MG191 y MG192, lo que conlleva a un mecanismo de
escape al sistema inmune, demostrado en muestras provenientes de pacientes con

infeccion cronica (171).
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La implementacion de una modificacion del protocolo de determinacion de la CMI para
M. genitalium mediante el empleo de un cultivo celular, permitio la optimizacion del
procedimiento por el desescalamiento a micrométodo del método original. La
utilizacion como referencia de cepas de M. genitalium previamente estudiadas por el
método original, permitid comprobar que no existen diferencias entre este y la
modificacion empleada. Una vez comprobada la validez del método, los valores de la
CMI de los aislados cubanos mostraron una disminucion de la sensibilidad
antimicrobiana a las drogas de eleccion de los protocolos de tratamiento cubano. Al
analizar los valores de la CMI del aislado B19 se evidencia la emergencia de cepas
multiresistentes en Cuba, lo que constituye una alarma para el sistema de salud. En este
caso, junto con la presencia de una marcada resistencia a los macrolidos, se detectd una
susceptibilidad disminuida a las tetraciclinas. Este hecho constituye la punta del iceberg
sobre la circulacion y trasmisién de cepas de M. genitalium resistentes, las cuales
pueden ser importadas o como resultado de la presién selectiva por el uso
indiscriminado de antimicrobianos y dosis subdptimas de los mismos (por ejemplo,
azitromicina 1 g dosis Unica). Estos resultados no justifican la necesidad de un cambio
en los protocolos de manejo de las ITS en Cuba, pero si apoyan la idea de una
modificacion en la dosificacion de los antimicrobianos, especificamente de la
azitromicina, a un esquema extendido que disminuya la emergencia de cepas
resistentes. Es necesario incorporar otras drogas con mayor efecto anti-M. genitalium a
los esquemas de primera y segunda linea disponibles en Cuba que permitan el manejo

de fallos de tratamiento.
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Los resultados obtenidos en los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana permiten
contar con una herramienta Gtil para la evaluacion de nuevos aislados de M. genitalium,
como parte de la vigilancia de la resistencia antimicrobiana llevada a cabo por el
LNRIM-IPK. Esto posibilita en Cuba establecer correcciones o ajustes al manejo
clinico-farmacologico de las ITS por M. genitalium, que fortalezcan el Programa de
Control de las ITS y contribuyan a un uso mejor y mas racional de los antimicrobianos

disponibles.

En la presente investigacion se implementd un conjunto de métodos microbiolégicos
para el diagnéstico de las infecciones por M. genitalium en los grupos de pacientes
cubanos vulnerables, asi como la caracterizacion genotipica y el establecimiento de los
patrones de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados autéctonos de este germen.
Se obtuvieron resultados relevantes a nivel internacional en el estudio de
M. genitalium, especificamente en su aislamiento y cultivo in vitro, que contribuyen al
desarrollo de futuras investigaciones encaminadas a un mejor conocimiento y manejo

de las infecciones causadas por este microrganismo.
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6. CONCLUSIONES

Mycoplasma genitalium se demuestra como agente etiolégico poco frecuente en
mujeres con ITS, aborto espontaneo y trastornos de la fertilidad; mientras que su
contribucion al desarrollo de sindrome uretral en hombres es mayor, lo que
denota la necesidad de que esta bacteria sea considerada en los protocolos de

diagnostico y tratamiento de estas infecciones en Cuba.

Se obtienen por primera vez en Cuba, aislados autoctonos de M. genitalium y se
demuestran genotipos nunca antes informados a nivel internacional; lo que

sugiere la circulacion de cepas endémicas en el pais.

Los aislados cubanos de M. genitalium muestran una susceptibilidad a
fluoroquinolonas y tetraciclinas, y se detecta por primera vez en Cuba,
M. genitalium resistente a macrdlidos, lo que plantea la importancia de
implementar una vigilancia sistematica de la susceptibilidad antimicrobiana de
este patogeno como parte del Plan Estratégico Nacional para el Control de las

ITS en Cuba.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar estudios epidemiolégicos de causalidad que permitan determinar la
relacion entre la infeccién por M. genitalium y la ocurrencia de sindromes

urogenitales en Cuba.

Implementar la deteccion molecular de resistencia a macrélidos vy
fluoroquinolonas a partir de muestras clinicas provenientes de pacientes cubanos

positivos a M. genitalium.

Realizar estudios que permitan correlacionar el fallo de tratamiento sindrémico
en pacientes cubanos con sindromes urogenitales con la deteccién de genotipos

resistentes de M. genitalium.
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NOVEDAD CIENTIFICA, VALOR TEORICO

Y PRACTICO



Novedad Cientifica

La novedad cientifica de este trabajo radica en que en el mismo:

e Se aplica una metodologia integral novedosa para el diagnéstico molecular de las
infecciones por M. genitalium en Cuba.

e Se establece y aplica por primera vez en Cuba un sistema de cultivo modificado para
M. genitalium.

e Se informa por primera vez en Cuba y América Latina el aislamiento de M.

genitalium.

Valor Teoérico

El presente documento contiene toda la informacion relacionada con el primer estudio

microbioldgico integral de las infecciones por M. genitalium en Cuba, que incluye:

e La implementacién de una metodologia integrada de diagnostico molecular para las
infecciones por M. genitalium.

e La implementacion de un sistema de cultivo celular modificado para el aislamiento y
propagacion in vitro de M. genitalium.

e Ladeteccion de la presencia de M. genitalium en pacientes cubanos.

e El estudio por primera vez en Cuba y América Latina de la diversidad genética de

cepas autoctonas de M. genitalium.



e La propuesta de una metodologia optimizada para la evaluacion de la susceptibilidad

antimicrobiana de aislados de M. genitalium.

Valor Practico

e Se implementa por primera vez en Cuba, en el LNRIM-IPK, un algoritmo de diagnostico
microbiologico integral para la deteccion y cuantificacion, aislamiento, caracterizacién

genética y el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana de M. genitalium.

e Se estudia un nimero grande de pacientes cubanos con ITS, aborto espontaneo y

trastornos de la fertilidad, para el diagnostico de M. genitalium.

e Se obtienen y caracterizan aislados autoctonos de M. genitalium, llegandose a conocer su
genotipo y sus patrones de susceptibilidad antimicrobiana frente a los medicamentos de

eleccion para el manejo sindrémico de las ITS en Cuba.

e Se detecta por primera vez en Cuba, M. genitalium resistente a macrolidos.
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Anexo |. Cepas de referencia utilizadas, donadas por el Statens Serum Institut- Copenhague,

Dinamarca

Especie Cepa Caracteristica
Mycoplasma genitalium | G37' (DK) | Cepa tipo, Sensible a macrélidos y fluoroquinolonas
Mycoplasma genitalium | M30 (early) | Sensible a macrolidos y fluoroquinolonas
Mycoplasma genitalium | M2288 Sensible a macrélidos y fluoroquinolonas
Mycoplasma genitalium | M2300 Sensible a macrolidos y fluoroguinolonas
Mycoplasma genitalium | M2321 Sensible a macroélidos y fluoroguinolonas
Mycoplasma genitalium | M2341 Sensible a macroélidos y fluoroguinolonas
Mycoplasma genitalium | M6257 Resistente a macrolidos

Mycoplasma genitalium | M6271 Resistente a macrolidos

Mycoplasma genitalium | M6302 Resistente a macrolidos

Mycoplasma genitalium | M6303 Resistente a macrolidos

Mycoplasma genitalium | M6311 Sensible a macrolidos y fluoroguinolonas
Mycoplasma genitalium | M6489 Resistente a macrdlidos y fluoroquinolonas




Anexo I1. Medio Friis (Medio FB modificado)

Medio Base Friis (150 mL)
Agua (Milli Q)
Solucion de Hanks - Friis
Caldo Cerebro — Corazon

Caldo PPLO sin CV

e Ajustar pHa 7,5+ 0,2 con NaOH al 1N estéril

e Autoclavear 120°C/10 min.

e Enfriar a 56°C y adicionar los siguientes suplementos estériles

Medio Friis completo (200 mL)

Medio Base Friis

Extracto fresco de levadura al 15 %

Suero de Caballo, inactivado a 56°C/60 min.

Glucosa, solucion al 33%
Ceftriazona (200 mg/mL)
Colistina (200 mg/mL)

Anfotericina B (1 mg/mL)

Rojo fenol, solucion al 0,2 %

150,0 mL
119 mL
42,5 mL

6,0 mL
0,5mL
0,5mL
0,5mL

1,0 mL

e Ajustar pHa 7,5+ 0,2 con NaOH al 1N estéril

Concentracion final

0,9 %

20 %

1%

0,5 mg/mL

0,5 mg/mL
0,0025 mg/mL

0,001 %



Control de la calidad del medio Friis

e Comprobar pH 7,5+ 0,2.
e Control de esterilidad.

e Promocion del crecimiento con 10* geg/mL de M. genitalium M2288

(cambio de color en 14 dias), M2300 (cambio de color en 4 dias).

Solucion de Hanks- Friis (96 mL)

Solucion salina de Hanks - Stock A (20X) 4,8 mL
Solucion salina de Hanks - Stock B (20X) 4,8 mL
Agua (Milli Q) 86,4 mL

Solucioén salina de Hanks- Stock A, 20 x conc.

Cloruro de sodio 16,0 g
Cloruro de potasio 0,89
Sulfato de magnesio - 7H.0 0,29
Cloruro de magnesio - 6H.O 0,29
Cloruro de calcio, anhidro 0,289
Agua Milli Q hasta completar 100 mL

e Autoclavear 120°C/20 min.

e Dispensar 20 mL en frascos estériles



Solucion salina de Hanks - Stock B, 20 x conc.

NA2HPO4. 2H,0
KH2PO4
D(+)-Glucosa
Rojo fenol al 0,2 %

Agua Milli Q

20,0 mL

hasta completar 100 mL

e Autoclavear 120°C/20 min.

e Dispensar 20 mL en frascos estériles

Solucién de rojo fenol al 0,2%

e Pesar 0,02 g de rojo fenol (sal de sodio) en un recipiente estéril (frasco Erlenmeyer),

utilizando una balanza analitica.

e Adicionar 2,4 mL de una solucién de NaOH al 1N agitando constantemente hasta
disolver el rojo fenol.

e Adicionar agua ultrapura (Milli Q) hasta completar un volumen de 10,0 mL.

e Colocar etiqueta con identificacion.

e Esterilizar a 121°C durante 15 min.

e Dispensar asépticamente en volimenes 2,0 mL

e Colocar etiqueta con identificacion.

e Conservar a 4°C hasta su utilizacion.

Extracto fresco de levadura al 15 % (Método de hidrolisis acida)

e Pesar en un recipiente estéril 15,0 g de levadura panadera fresca con conteo bajo de

bacterias.



e Adicionar 100,0 mL de agua ultrapura homogenizando hasta lograr obtener
suspension uniforme de levadura.

e Incubar en bafio termostado a 37°C durante 30 min.

e Ajustar el pH a 4,5 con HCI al 38 % (concentrado).

e Calentar a 80°C durante 60 minutos agitando constantemente.

e Enfriar y centrifugar a 4 000 rpm (10 000 xg) durante 30 min.

e Recuperar el sobrenadante.

e Clarificar mediante filtracion con papel Whatman #1 o repetir la centrifugacion.

e Adicionar 0,5 g de glutamina y 0,1 g de cisteina.

e Esterilizar mediante filtro prelavado de 0,45 y 0,22 um y dispensar en volumenes de
50,0 mL en tubos de centrifuga estériles.

e Conservar a -20°C hasta su utilizacion.

Solucién de glucosa al 33,3 %

e Pesar en un recipiente estéril 33,3 g de D-glucosa (calidad cultivo celular, ultrapura)
utilizando una balanza analitica.

e Adicionar 100,0 mL de agua ultrapura homogenizando suavemente hasta disolver
completamente la glucosa.

e Colocar etiqueta con identificacion.

e Esterilizar mediante filtro prelavado de 0,45 y 0,22 um y dispensar en volimenes de
50,0 mL en tubos de centrifuga estériles.

e Enfriar a temperatura ambiente y conservar a 4°C hasta su utilizacion.
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La Habana, 12 de junio de 2011

Dra. Nereyda Cantelar
Subdirectora docente
IPK

Estimada Dra. Cantelar:

Después de analizar la importancia y pertinencia del tema, la Comision Cientifica Especializada
de Microbiologia (CEEM) del IPK ha aprobado el Protocolo de Tesis de Maestria en
Bacteriologia Micologia del Lic. Brian Arturo Mondeja Rodriguez.

El tema propuesto por el aspirante, titulado Aislamiento de Mycoplasma genitalium a partir
de muestras urogenitales, aportard una metodologia de trabajo que permitirad el aislamiento
de este importante patogeno y de esta forma contribuir al perfeccionamiento del diagndstico
de las infecciones causadas M. genitalium en nuestro pais.

El Lic. Brian Mondeja es Reserva Cientifica y desarrolla su actividad en el Laboratorio de
Micoplasmas del IPK

w%/

os M. Fernandez Andreu /
Secretano CCEM =
IPK

Teléfono (53 7) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (53 7) 202 0633; Fax (53 7) 204 6051 Telex: 51 1902 CUIPK Y 51 2341 CUIPK
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccién: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 4, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: 601 Marianao 13



INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL I (
“PEDRO KOURI”

Ministerio de Salud Publica

Centro Auspiciado por la UNESCO e
Centro Colahorador de la OMS/OPS NETINID

Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica Pedro Kouri

y control biolégico de vectores y huéspedes intermediarios
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En Tuberculosis y Micobacterias
Para el estudio del Dengue y su vector

COM[TE DE ETICA INSTITUCIONAL

PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 19-11

“Aislamiento de Mycoplasma genitalium a partir de muestras urogenitales”
INVESTIGADOR PRINCIPAL
Lic. Brian A. Mondeja Rodriguez

Después de realizada la valoraciéon y andlisis correspondiente al presente proyecto de
investigacion por los integrantes del Comité de Ftica de la institucion, siguiendo las guias
internacionales de trabajo de estas comisiones de la Organizacion Mundial de la Salud,

emitimos el siguiente:

DICTAMEN

I El documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion de
Helsinki asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los ¢odigos nacionales
de ¢€tica y regulaciones legales vigentes en Cuba.

2. En el proyecto aparece reflejado de forma clara la forma de proteccion de los derechos
y beneficios de los sujetos participantes en la investigacion.
3. Seaprueba el proyecto presentado

Lic. lliana. »’Gf‘fﬁ Herndnde

Secretaria

Dr. René C'}ato Armas

Teléfono (53 7) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (53 7) 202 0633; Fax (53 7) 204 6051 Telex: 51 1902 CUIPK Y 51 2341 CUIPK
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccién: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 Y%, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: 601 Marianao 13
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“PEDRO KOURI”

Ministerio de Salud Publica

Centro Auspiciado por Ia UNESCO _
Centro Colaborador de la OMS/OPS Instituto

Para el adiestramiento e investigaciones en Malacologia Médica Pedro Kouri
y control biolégico de vectores y huéspedes intermediarios
Para el estudio de las Enfermedades Viricas
En Tuberculosis y Micobacterias
Para el estudio del Dengue y su vector

CERTIFICACION DE SEGURIDAD

El que firma certifica que todas las actividades de investigacion de esta solicitud. que
involucra humanos. fueron examinados y aprobadas por el Comité de Etica del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri™, que se reunid en: '

La Habana, Instituto Pedro Kouri, 31 de mayo de 2011
(lugar v fecha)

El Comité de Etica estuvo formado por los siguientes miembros:

iNombre y Apellidos Profesion | Cargo actual/institucion
' Dr. Pedro Mas Bermejo (Presidente)  |Médico | Invest Titular/IPK

| Lic. Iliana Valdés Herndndez (Secretaria) | Lic. Microbiologia | Invest. Agregado/IPK

| Dra René Gato Armas Médico Investigador/IPK

Presidente del Comité de Etica

3l-S -0

Dr. Pedro Mas Bermejo

IFecha

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

Teléfono (53 7) 202 0430 al 40 (pizarra) Teléfono (53 7) 202 0633; Fax (53 7) 204 6051 Telex: 51 1902 CUIPK Y 51 2341 CUIPK
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccion: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 4, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: 601 Marianao 13
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ESTUDIO DE INFECCIONES UROGENITALES DE TRASMISION SEXUAL POR
MYCOPLASMA GENITALIUM
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Propdsito del estudio: Mycoplasma genitalium es una bacteria de trasmisién sexual que causa
infecciones uretrales y cervicales tanto en hombres como en mujeres, las cuales traen como
consecuencia secuelas como infertilidad, uretritis crénica, prostatitis y favorecen la apariciéon de
cancer cervico-uterino y de prdstata, asi como facilitan la infeccidon por VIH. Desde el punto de vista
clinico estas infecciones resultan indistinguibles de las causadas por Neisseria gonorrhoeae vy
Chlamydia trachomatis. Mediante la presente investigacion se pretende establecer algoritmos
diagndsticos diferenciales de laboratorio, ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, seguido del
analisis integral clinico y epidemioldgico para conocer la prevalencia de estos microorganismos y su
asociacién a factores de riesgo en el desarrollo de infecciones urogenitales en el grupo de pacientes
cubanos.

Procedimientos generales del estudio: el doctor o la doctora/enfermera/técnico responsable de la
toma de muestra le realizara un conjunto de preguntas recogidas en la encuesta epidemioldgica que
permitirdn conocer algunos aspectos claves sobre la infeccién que usted padece, asi como le serd
tomadas muestras de exudado uretral o endocervical, y se le solicitarda que terminada la toma de
muestra recoja una muestra del primer chorro de orina. Todas las muestras seran destruidas una vez
terminado el estudio y usted recibira después de la toma de muestra el tratamiento antimicrobiano
especifico para estos gérmenes.

Participacion Voluntaria: la decisién de participar o no en la presente investigacion no influira en la
calidad de la atencién médica que usted recibird. Una vez incluido en el estudio, usted puede
retirase de forma voluntaria sin dar ninguna explicacidn, sin que ello afecte la calidad de la atencidn
médica que usted recibird. Durante la entrevista de la encuesta epidemioldgica usted puede escoger
no responder o no una pregunta en particular.

Riesgos y molestias: usted puede sentir o sufrir algun tipo de molestia, ligero sangramiento o dolor,
durante el procedimiento de toma de la muestra, lo cual resulta normal en este tipo de examen.
Beneficios: dado que estas bacterias son responsables de ITS con secuelas importantes en la
mayoria de los casos en que no se diagnostican y se tratan, la participacidn en este estudio le traerd
como beneficio el diagndstico y tratamiento oportuno de las mismas, asi como permitan el
establecimiento de pautas para su tratamiento y control en la poblaciéon susceptible y con ellos
brindar conclusiones cientificas a nuestro Sistema Nacional de Salud para lograr una mejor atencién
de las ITS en Cuba.

Declaracion de confidencialidad: los registro de participacién en este estudio se utilizaran solo con
fines investigativos durante el mismo. Su hombre o alguna identificacién personal no sera utilizado
para identificar ninguna muestra de laboratorio, ni aparecera en ningun tipo de informe o
publicacion de los resultados del presente estudio. Si usted estd de acuerdo en participar en este
estudio, a usted se le asignard un cddigo numérico Unico, lo que garantizara la confidencialidad
durante toda la investigacion. Solo los investigadores involucrados tendran acceso a esta
informacidn, la cual serd de cardcter restringida a excepcidén de ser requerida por las autoridades

DIRECCION: AUTOPISTA NOVIA DEL MEDIODIA, KM 62 LA LISA, LA HABANA, CUBA.

m INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURI”. CENTRO DE INVESTIGACION, DIAGNOSTICO Y REFERENCIA. DEPARTAMENTO DE BACTERIOLOGIA-MICOLOGIA.

TELEFONO: (07)255 3535
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Fecha:

10.

Fecha:

CONSENTIMIENTO INFORMADO

legales correspondientes (MINIT, MINSAP, PNR) y bajo el principio de confidencialidad y ética
médico-paciente.

Preguntas e inquietudes sobre la presente investigacion: cualquier pregunta que usted tenga,
puede realizarla en cualquier momento a los especialistas/investigadores tratantes de su centro de
atencion de salud o al investigador responsable (ver datos de contacto debajo).

Publicacién de los resultados: los resultados de sus examenes le serdn informados solo de manera
verbal y en persona por su médico tratante/investigador de su centro de salud. Queda prohibida la
informacidn via telefénica o de otra forma impersonal que viole la confidencialidad del estudio. Una
vez terminado el estudio y analizado los datos, los resultados globales y sus implicaciones podran y
deberan ser publicados para el conocimiento de cualquier persona o profesional interesado, en
forma de articulo cientifico, tesis o presentaciones en congresos cientificos.

Declaracion de aceptacion de participacion: yo he sido informado de forma verbal y escrita de este
estudio, y lo que el mismo implica para mi persona y para la salud publica de nuestro pueblo. Yo
conozco a quien y como contactar en caso de tener dudas o preguntas sobre este estudio. Yo
entiendo y soy libre de retirarme en cualquier momento de este estudio sin dar explicaciones sin
que esto afecte la calidad de la atencién médica que recibo. Por lo que, en uso de mis facultades
plenas, yo estoy de acuerdo en participar en el estudio y he recibido una copia de este
consentimiento informado para mi uso, lo cual certifico con mis datosy firma:

!/ / Nombre y apellidos: Firma:

Declaracion del investigador: Yo, el investigador firmante ratifico que he explicado al participante
voluntario de una forma clara y en un lenguaje acorde, todo lo referente al estudio, asi como sus
riegos - beneficios para él y la comunidad, asi como la posibilidad de retirarse en cualquier momento
del estudio sin que esto afecte la calidad de la atencion médica que recibe. Para ello firmo (el
investigador o profesional que ha explicado el estudio al paciente voluntario):

/ / Nombre y apellidos: Firma:

Contacto: A- Centro de salud: B- Direccion:

C- Teléfono:

Nombre y apellidos del investigador principal: MSc. Brian A. Mondeja Rodriguez Firma:

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURI”. CENTRO DE INVESTIGACION, DIAGNOSTICO Y REFERENCIA. DEPARTAMENTO DE BACTERIOLOGIA-MICOLOGIA.

DIRECCION: AUTOPISTA NOVIA DEL MEDIODIA, KM 6

Y2 A LISA, LA HABANA, CUBA.

TELEFONO: (07)255 3535
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