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SINTESIS

Se present6 un conjunto de resultados encaminados a la implementacidn de variantes de un
método molecular basado en la amplificacion del ADN para el diagndstico de especies de
micoplasmas y ureaplasmas de importancia clinica. A partir de cebadores reportados en la
literatura, se desarroll6 una PCR-Simple para clase Mollicutes y una PCR-Anidada para
Mycoplasma pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y Ureaplasma urealyticum, también
se desarrollaron PCR-Mudltiple para U. parvum y U. urealyticum, PCR-Simple para
M. genitalium y PCR-Mdltiple para M. hominis, M. genitalium, U. parvum vy
U. urealyticum. En estudios de validacion estas variantes de PCR fueron especificas para
cada cepa de referencia y fueron aplicadas en estudios de muestras clinicas de pacientes con
sospecha de infeccién por micoplasmas y ureaplasmas. En pacientes con sintomas
respiratorios positivos al VIH predominaron M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum,
en mujeres infértiles predomind U. parvum y en pacientes con sintomas urogenitales
M. hominis y M. genitalium predominaron en hombres y U. parvum en mujeres. Estos
resultados constituyen los primeros aportes sobre el diagnéstico por métodos moleculares
de micoplasmas y ureaplasmas, ademas de la identificacion de un mayor ndmero de

especies estudiadas por primera vez en Cuba.
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. INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

1.1 Introduccién

Los micoplasmas o mollicutes son los microorganismos mas pequefios y simples con
capacidad de replicacion auténoma, clasificados como bacterias carentes de pared celular,
caracteristica distintiva que les permite agruparlas en la clase Mollicutes. Ellos estan
diseminadas ampliamente en la naturaleza, como parasitos comensales o patdgenos en
humanos, otros mamiferos, reptiles, peces, artropodos y plantas. Estos microorganismos se
encuentran principalmente colonizando las superficies mucosas mediante mecanismos de
adhesion, pues necesitan del estrecho contacto con las células hospederas para la
asimilacion de nutrientes vitales y factores de crecimiento, como es el caso de los
precursores de &cidos nucléicos y el colesterol que no pueden ser sintetizados por estos
microorganismos por su reducido genoma (Razin, 1983,; Brooks et al., 2007; Garrity et al.,

2007).

En el humano se describe la presencia de especies de micoplasmas como residentes de la
microbiota normal y un ndmero importante de otras especies se consideran patdgenas en
adultos y nifios de ambos sexos. La infeccion por micoplasmas es a menudo subclinica y
crénica, siendo aun pobremente conocidos los mecanismos moleculares de su

patogenicidad. Cada especie tiene sitios de colonizacion preferentes, donde se encuentra
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con mayor frecuencia, pero durante la infeccion puede diseminarse por diferentes sitios del

hospedero (Krause et al., 1992; Pérez et al., 2001; Waites et al., 2005).

En el aparato respiratorio las especies mas frecuentes son Mycoplasma salivarium y
M. orale, ademéas M. buccale, M. faucium y M. lipophilum, las que forman parte de la
microbiota normal de la orofaringe, mientras M. pneumoniae puede encontrarse tanto en el
tracto superior como en el inferior, siendo una de las especies mas estudiadas por ser el
agente etioldgico de la neumonia atipica primaria y ser causa del 40% de las neumonias
adquiridas en la comunidad. Ademas, M. pneumoniae puede producir faringitis, bronquitis
y miringitis. En pacientes con asma bronquial se reporta M. pneumoniae entre el 24% y
56% de los casos; también nifios con hipogammaglobulinemia desarrollan infecciones
respiratorias y articulares por este microorganismo. Por otro lado, el 25% de las personas
infectadas con M. pneumoniae pueden experimentar complicaciones extrapulmonares

(Krause et al., 1992; Pérez et al., 2001; Waites et al., 2004; Garnier et al., 2005).

M. hominis y Ureaplasma urealyticum son especies aisladas por primera vez del aparato
urogenital, y aunque pueden ser parte de la microbiota normal de la vagina, también pueden
estar asociadas a uretritis no gonocdcica, pielonefritis, vaginosis bacteriana, cervicitis,
enfermedad pélvica inflamatoria y complicaciones durante el embarazo, ademas de
infertilidad. M. genitalium, M. spermatophilum y U. parvum son aisladas por primera vez
del aparato urogenital y se asocian con alteraciones del tracto urogenital antes mencionadas

(Donders et al., 2000; Jensen, 2004; Cervantes, 2009; Gunyeli et al., 2011).
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Otras especies como M. fermentans, M. pirum, M. penetrans y M. amphoriforme, aisladas
de diferentes sitios anatdmicos, son asociadas a enfermedades del tracto respiratorio y
urogenital, ademas a artritis séptica, meningitis, bacteriemias, endocarditis, infecciones de
la piel y afecciones del sistema inmune, principalmente en individuos
inmunocomprometidos, como los seropositivos al virus de la inmunodeficiencia humana

(VIH) (Lo, 1992; Montagnier et al., 1993).

Desde el descubrimiento y la caracterizacién del VIH, queda establecido este agente
infeccioso como causa del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). Sin embargo,
muchos investigadores observan un numero de factores inexplicables que crean dudas en la
hipotesis simplista de la etiologia retroviral Gnica del sida. En la basqueda de estos factores
se incluyen agentes infecciosos no VIH, entre ellos a los micoplasmas, debido a nuevas

especies encontradas en pacientes inmunodeprimidos (Lo, 1992; Montagnier et al., 1993).

Lo, en 1992, plantea tres posibles hipotesis sobre la infeccién con micoplasmas y su

asociacion con el sida (Lo, 1992):

- Los micoplasmas pueden causar infecciones oportunistas por encontrarse en

pacientes inmunocomprometidos con sida.

- Las infecciones con M. fermentans y M. penetrans aumentan marcadamente la
patogenicidad de los virus, incluyendo el VIH, un fendmeno demostrado por

estudios in vitro.

- Las infecciones con algunas especies de micoplasmas pueden promover la

progresion del sida, segin experimentos realizados en primates no humanos.
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Multiples son las infecciones en las que estan asociadas especies de micoplasmas y
ureaplasmas, siendo necesario el diagndstico de laboratorio, donde se utilizan métodos de

cultivo, seroldgicos y de biologia molecular.

Los métodos de cultivos para el diagnéstico de micoplasmas y ureaplasmas son realizados
en medios libres de células o en lineas celulares, éstos se reconocen por su alta sensibilidad,
aungue también son laboriosos y tienen un alto costo econémico, debido a que los
micoplasmas requieren medios selectivos y exigen de condiciones muy especificas para su
viabilidad y multiplicacion in vitro. Ademds, por el lento crecimiento de estos
microorganismos, los resultados del diagnéstico se obtienen a partir de las dos semanas y

no siempre son satisfactorios (Brooks et al., 2007).

Los métodos seroldgicos, principalmente para infecciones producidas por M. pneumoniae,
son cuestionados por su especificidad y sensibilidad, debido a las reacciones cruzadas
existentes entre las multiples especies de micoplasmas, asi como también por los niveles de
anticuerpos que pueden variar entre pacientes y el momento de la toma de la muestra

clinica (Tully, 1995, Ainsworth et at., 2000; Martinez et at., 2008).

Los métodos de biologia molecular, como por ejemplo la hibridacion de &cidos nucléicos
(HAN) y la amplificacion del ADN por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés), son ampliamente utilizados para el diagnostico de infecciones por
micoplasmas y ureaplasmas. Estos métodos superan en cuanto a sensibilidad, especificidad
y rapidez a los métodos de cultivo y a los seroldgicos, lo que facilita aplicar una conducta

médica oportuna (Yoshida et at., 2003; Martinez et at., 2008; Deutschmann et al., 2010).
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Varias PCR son reportadas para la identificacion de las principales especies de
micoplasmas y ureaplasmas, donde las secuencias dianas corresponden a genes especificos,
como el del ARN ribosomal 16S que es uno de los mas utilizados, por sus regiones
variables, semivariables y universales, ademas por considerarse una molécula estable,
segun los estudios de clasificacion filogenética sobre estos microorganismos. Otras dianas
especie-especifica se identifican a partir de genes que codifican para proteinas, como el
gen pl de M. pneumoniae y el mgpa de M. genitalium, ademas el gen de la ureasa y el de
regiones espaciadoras entre genes, reportadas dada su variabilidad nucleotidica entre las
especies de un mismo género (van Kuppeveld et al., 1992; Kong et al., 2000; Jensen et al.,

2003; Hardick et al., 2006)

En Cuba, los métodos moleculares basados en la HAN y la PCR para la deteccion de
especies de micoplasmas y ureaplasmas, se inician en los afios 1990 en el sector de la
medicina veterinaria para el diagnéstico de M. bovis, M. bovigenitalium, M. gallisepticum,
M. hyorhinis y M. hyopneumonieae, extendiéndose estas tecnologias al estudio de muestras
de cultivo de células y de procesos biofarmacéuticos, que pueden contaminarse con

especies de micoplasmas (Chavez et al., 1996; Martinez et al., 1996).

En humanos, el diagndstico de laboratorio de micoplasmas y ureaplasmas se reporta por
vez primera por Fedoseev et al., (1974), quienes a partir de muestras de cultivo de células
obtienen crecimiento de colonias caracteristicas de micoplasmas en medios selectivo, sin

llegar a identificar la especie en cuestion (Fedoseev et al., 1974).
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En muestras clinicas del tracto respiratorio, segin comunicacion personal que realiza Zaes
(1996) el diagndstico de infecciones por M. pneumoniae se realiza mediante métodos de
cultivo bacterioldgico y pruebas bioquimicas, sin estudiar otras especies de micoplasmas y
ureaplasmas asociadas a infecciones respiratorias (Zaes SC. [comunicacion personal]

Instituto Nacional de. Higiene, Epidemiologia y Microbiologia. La Habana. Cuba. 1996).

Almanza en el 2001, refiere el estudio de M. hominis y U. urealyticum en muestras
urogenitales de hombres y mujeres, a través de métodos de cultivo bacterioldgico y pruebas

bioguimicas (Almanza, 2001).

Sin embargo, otras especies también de origen humano como M. genitalium,
M. fermentans, M. penetrans, M. spermatophilum, M. amphoriforme y U. parvum no se
diagnostican, y por tanto no se estudian como causa de enfermedades e infertilidad en

pacientes cubanos.

De esta forma se propone con este trabajo contribuir a la identificacion de un mayor
nimero especies de micoplasmas y ureaplasmas en pacientes cubanos, mediante la

utilizacion de un método molecular basado en la amplificacion del ADN.

1.2 Hipdtesis

La implementacion de variantes de un método molecular basado en la amplificacion de
acidos nucléicos, permite incrementar la capacidad diagnéstica de un mayor ndmero de
especies de micoplasmas y ureaplasmas en pacientes con sospechas de infecciones por

estos microorganismos.
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1.3 Objetivos

Objetivo general:

Implementar variantes de un método molecular basado en la amplificacion de acidos
nucléicos para el diagndstico de infecciones por micoplasmas y ureaplasmas de importancia

clinica.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar un método de PCR-Simple y uno de PCR-Anidada para el diagndstico de
M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum en muestras clinicas de

pacientes con sintomas respiratorios.

2. Desarrollar un método de PCR-Multiple para el diagnostico de U. parvum vy
U. urealyticum e identificar la frecuencia de estas especies y de M. hominis en el tracto

genital de mujeres infértiles y fértiles.

3. Seleccionar un método de PCR-Simple para el diagnostico de M. genitalium.

4. Estimar la frecuencia de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum en
pacientes con sintomas urogenitales a partir del desarrollo de un método de PCR-

Mdltiple especifico para estas especies de micoplasmas y ureaplasmas.
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1.4 Novedad cientifica

Se desarrolla y aplica por primera vez en Cuba un método molecular basado en la
amplificacion de acidos nucléicos para el diagnostico de especies de micoplasmas y
ureaplasmas de interés clinico en salud pablica. Los resultados alcanzados han contribuido
a elevar el conocimiento de nuevas especies de mollicutes asociadas a infecciones del
aparato respiratorio y urogenital, ademas de estudiar estas especies en mujeres infértiles.
Por otro lado, los métodos desarrollados permiten realizar investigaciones dirigidas al
conocimiento de especies de micoplasmas y ureaplasmas y su papel como patégeno en el

hombre.

1.5 Valor teorico

El presente documento recopila informacion cientifica relacionada con el desarrollo de
metodologias para el diagndstico microbioldgico de infecciones causadas por especies de
micoplasmas y ureaplasmas, ademas de incluir informacion tedrica relacionada con los
métodos moleculares basados en la amplificacion de acidos nucléicos para la deteccién de
estas especies asociadas a enfermedades del tracto respiratorio y urogenital,

proporcionando un diagndstico microbioldgico sensible y especifico.

Los resultados que integran parte del contenido de este trabajo han recibido los siguientes
reconocimientos: Resultados relevantes aprobados por el Consejo Cientifico del IPK (1996,
2002 y 2004). Resultado Relevante Municipal del XV y XVI Férum de Ciencia y Técnica

(2003 y 2005). Resultado Relevante Provincial del XV y XVI Forum de Ciencia y Técnica
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(2003 y 2005). Ademas, pate de los resultados obtenidos en esta tesis estan publicados en
15 articulos cientificos en revistas nacionales e internacionales, también han sido
presentados en 11 eventos cientificos nacionales e internacionales y han constituido temas
de 14 tesis, de Residente de Microbiologia del IPK, de Maestrias en Bacteriologia-
Micologia del IPK, de Maestria en Infectologia del IPK, de Maestria de Microbiologia de la
Universidad de La Habana (UH), Trabajos de Diplomas de la Facultad de Biologia de la

UH y Trabajos de Diplomas del Politécnico “Martires de Girén”.

1.6 Valor practico

Los resultados obtenidos mediante el presente trabajo permiten fortalecer el diagnostico
microbioldgico en el Laboratorio Nacional de Referencia de Micoplasmas del Instituto
“Pedro Kouri”, al disponer de métodos moleculares altamente sensibles y especificos
basados en la amplificacion de é&cidos nucléicos para la deteccion de especies de
micoplasmas y ureaplasmas asociadas a afecciones respiratorias y urogenitales en hombres
y mujeres, permitiendo aplicar una adecuada terapia de medicamentos a pacientes con

afecciones por estos microorganismos.
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2.1 Generalidades

Los mollicutes son considerados parésitos en el hombre, animales, plantas y cultivos de
c¢lulas. Estos microorganismos se distinguen de los demas procariotas por carecer de pared
celular y ser extremadamente sensibles a cambios de pH, temperatura, presion osmotica,
rayos ultravioletas, agentes tensoactivos, anticuerpos y complemento, ademds presentan
una marcada resistencia a la accién de antimicrobianos, como B—lactamicos, vancomicina,
bacitracina y fosfomicina, que interactiian directamente en la sintesis del peptidoglucano.
Estas bacterias muestran diferentes formas en dependencia de la especie, de los
constituyentes del medio de cultivo y la fase de crecimiento del cultivo (Waites y Taylor-

Robinson, 2007).

2.2 Antecedentes histéricos

En el afio 1898 dos bacteridlogos franceses, E. Nocard y E. Roux, estudiando el liquido
pleural de animales enfermos de pleuroneumonia, aislaron un microorganismo que se
diferenciaba de las bacterias y virus, nombrandole “Organismo de la Pleuroneumonia”
(PPO por sus siglas en inglés). Pasados 25 afios, J. Bridge y A. Donnatien, también

franceses, cultivaron un nuevo microorganismo asociado a la agalactia en ovejas y cabras
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con semejanzas al PPO. Estos descubrimientos estimularon el interés por estos
microorganismos y a finales de 1930 comenzaban a conocerse como “Organismo Parecidos
al de la Pleuroneumonia” (PPLO por sus siglas en inglés). En Inglaterra, Leingham estudio
su morfologia, Kleinerberger-Nelson los aislo de roedores, Laidlaw y Elford en el afio 1936
descubrieron que no so6lo eran especies parasitas, ya que obtuvieron cultivos tipicos a partir
de material de alcantarillas. Estas observaciones fueron confirmadas por Seiffert en
Alemania, cuando aislé gérmenes similares a partir del suelo, abono, deyecciones y hojas
en descomposicion. En Estados Unidos de América (E.U.A.), Nelson hizo aislamientos de
los PPLO en pollos y roedores. Sabin realizd también estudios de un microorganismo

similar con propiedades neurotoxicas (Harwick et al., 1972).

En el afio 1937, se realiz6 el primer reporte de aislamiento de un PPLO del aparato
urogenital, el microorganismo fue obtenido aparentemente en cultivo puro a partir de un
absceso de la glandula de Bartolino. Después, numerosos reportes aparecieron de
frecuentes aislamientos de estos gérmenes en el hombre, considerandose muchos patégenos
por provenir de pacientes con lesiones, aunque también se encontraron en muestras clinicas
de personas sanas, por lo que se pensd que este agente podia ser parte de la microbiota

normal (Hayflick y Chanock, 1965).

Por otra parte, la primera descripcion de la neumonia atipica primaria en el hombre, como
un sindrome clinico, ocurrié a finales del afio 1930, con el reconocimiento de que en
algunos casos de neumonia fracasaba la terapéutica con sulfas o penicilinas. El pionero en
los estudios de esta entidad fue el Dr. Monroe Eaton, quien finalmente en el afio 1944,
reprodujo experimentalmente la neumonia en ratas y hamsters mediante la inoculacion con
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muestras de esputo de pacientes infectados, observando que el agente podia ser
neutralizado con el suero de pacientes convalecientes y demostré que era filtrable, por lo
que inicialmente se pensé que podia ser un virus y se le llamo6 desde entonces agente Eaton

(Hayflick y Chanock, 1965).

En la década de los afios 50 del siglo XX se le denomino con el término Mycoplasma (del
griego mykes: hongo y plasma: forma) a los microorganismos filtrables y sin pared celular
con formas filamentosas y aspectos parecidos a los hongos, conocidos como PPLO (Razin

y Hayflick 2010).

Marmion y Goodburn en el afio 1961, después de la observacion de pequefios cocobacilos
en el tejido bronquial de pollos infectados con esputo de pacientes con neumonia atipica
primaria, plantearon que el agente Eaton era similar al agente de la pleuroneumonia bovina,
y ese mismo afo los postulados de Koch se cumplieron para dicho agente, con la
transmision de la enfermedad a voluntarios inoculados con estos microorganismos aislados
en el laboratorio (Marmion y Goodburn, 1961). Un afo mas tarde, en 1962, se logro el
crecimiento en un medio artificial y finalmente su reconocimiento oficial en el Instituto
Nacional de Salud en E.U.A. Esto provocd, no s6lo el estimulo para el estudio de estos
gérmenes en el hombre y su patogenicidad, sino también la motivacion para realizar
investigaciones mas profundas para su clasificacion y nomenclatura (Hayflick y Chanock,

1965).

En el afio 1963, se propuso el nombre Mycoplasma pneumoniae para el agente Eaton, y el

Comité Internacional de Taxonomia propuso que todos los miembros de esta coleccion
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fueran asignados en el género Mycoplasma. Posteriormente comenzaron a aislarse ¢
identificarse nuevos y diferentes microorganismos, por lo que comenzaron a utilizarse
nuevos nombres taxonoémicos y diferentes niveles de clasificacion, apareciendo los géneros
Acholeplasma, Ureaplasma, entre otros; asi, después de una rectificacion, todos los
procariotas carentes de pared celular y filtrables se consideraron dentro de la clase

nombrada Mollicutes: del latin Molli-blando y cutes-piel (Edward y Freundt, 1967).

2.3 Clasificacion taxondmica

La taxonomia de la clase Mollicutes esta basada en criterios de requerimientos nutritivos,

actividades bioquimicas, morfologia y caracteristicas seroldgicas. Ver Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de la clase Mollicutes (Brown et al., 2010).

DOMINIO: Eubacteria
PHYLUM: XVI Tenericutes
CLASE I: Mollicutes

Familia I:
Mycoplasmataceae

Género |: Mycoplasma
Género Il: Eperythrozoon
Género I11: Haemobartorella
Género IV: Ureaplasma

Género |: Entomoplasma
Género I1: Mesoplasma

ORDEN I:
Mycoplasmatales

Familia I:
Entoplasmataceae

ORDEN I1:
Entomoplasmatales

Familia I1:

. Género |: Spiroplasma
Spiroplasmataceae

ORDEN I11:
Acholeplasmatales

Familia I:
Acholeplasmataceae

Género I: Acholeplasma

ORDEN IV: Familia I Género I: Anaeroplasma
Anaeroplasmatales Anaeropasmataceae Género I1: Asteroleplasma
ORDEN V: Familia I: Género I: Erysipelothrix

Incertae sedis

Erysipelotrichaceae

Género I1: Bulleidia
Género I11: Holdemania
Género IV: Solobacterium
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El término micoplasmas o mollicutes ha sido intercambiado desde hace tiempo para

nombrar cualquier especie incluida en la clase Mollicutes.

En la familia Mycoplasmataceae, los géneros Mycoplasma y Ureaplasma presentan gran
importancia por encontrarse asociados a enfermedades en el hombre y animales (Garrity et
al., 2007), y en la familia Acholeplasmataceae, con el género Acholeplasma, las especies
A. laidlawii y A. oculi han sido encontradas formando parte de la microbiota normal de

hombre (Waites y Taylor- Robinson, 2007).

El género Mycoplasma cuenta con alrededor de 125 especies, de ellas 14 son de origen
humano. Las especies con mayor importancia clinica son: M. hominis, M. genitalium,
M. pneumoniae y M. fermentans (Pérez y Almanza, 2001; Waites y Taylor - Robinson,

2007).

En el género Ureaplasma se agrupan siete especies, de las cuales solamente dos son
relevantes desde el punto de vista médico: U. urealyticum con diez serovares (serovar 2, 4,
5,7 y 13) y U. parvum con cuatro serovares (serovar 1, 3, 6 y 14) (Kong et al., 1999). La
diferenciacion de ambas especies solo se logra mediante técnicas serologicas y moleculares,
puesto que sus caracteristicas culturales y bioquimica-fisiologicas son idénticas (Kong et

al., 2000).

2.4 Morfologia y caracteristicas fisiologicas

Los miembros de la familia Mycoplasmataceae se distinguen por presentar caracteristicas

morfologicas y fisioldgicas propias. Las células de los micoplasmas al carecer de pared
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celular, presentan una membrana citoplasmatica trilaminar rica en esteroles (Brooks et al.,
2007); esto le confiere a los micoplasmas una gran sensibilidad a las variaciones de presion
osmotica, accion de solventes organicos, alcoholes de cadena larga y otros agentes que
afecten la composicion de la membrana celular e induzcan a la célula a un choque osmotico

(Fletcher et al., 1981; Brooks et al., 2007).

Los micoplasmas presentan una morfologia celular pleomorfica condicionada por la
ausencia de pared celular. En condiciones ambientales favorables o en las fases tempranas
del cultivo, las formas celulares esféricas de 0,3 um de didmetro son las predominantes
(Robertson et al., 1975). Cuando las condiciones ambientales no son las Optimas o el
cultivo ha envejecido, comienzan a aparecer formas cilindricas (100 pm de largo, 0,4 pm
de ancho), que contienen varios nucleoides (Razin, 1981). Estas estructuras fibrilares se
fragmentan y dan origen a estructuras esféricas de 0,1 a 0,25 um, denominadas “cuerpos
elementales”, que en su mayoria carecen de viabilidad. Cuando estas estructuras son re-
inoculadas en un medio fresco, algunas son capaces de crecer y multiplicarse, dando origen

nuevamente a células esféricas (Robertson et al., 1975; Brown et al., 2007).

La presencia de esteroles en la membrana de las células de estos microorganismos y su
incapacidad de biosintesis de los mismos, condiciona uno de sus requerimientos
nutricionales mas relevante, el requerimiento de colesterol para su crecimiento y desarrollo,
el cual debe estar incorporado en los medios de cultivo libres de células (Razin y Tully,

1970).
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Ademas de ser incapaces de sintetizar esteroles, los micoplasmas carecen de las vias
biosintéticas necesarias para la sintesis de acidos grasos y precursores de los acidos
nucléicos (Brooks et al., 2007); es por ello que en su mayoria se presentan como parasitos
de organismos eucaridticos asociados a la membrana, tanto a la célula como a los organulos

citoplasmaticos (Dallo et al., 2000; Rottem, 2003).

La mayoria de los micoplasmas pueden utilizar glucosa y otros carbohidratos sencillos
como fuente de energia mediante la via glicolitica Embden-Meyerhof-Parnas. En el caso de
los micoplasmas no fermentadores de carbohidratos otras vias metabolicas han sido
planteadas, aunque la mas universal es la de obtencion de trifosfato de adenosina (ATP)
mediante la hidrélisis de la arginina. Por esta via la arginina es convertida en citrulina por
la enzima arginina diaminasa, seguidamente la citrulina es transformada a ornitina y
cabamoilfosfato mediante la ornitina carbamoil transferasa y finalmente el carbamoilfosfato
es hidrolizado en amonio y didxido de carbono mediante la carbatoquinasa, con la
consecuente produccion de ATP y un aumento del pH del medio (Razin, 1981; Miles et al.,

1994; Pollack et al., 1996).

Ureaplasma spp. es el tnico organismo vivo que requiere urea como fuente de carbono en
su metabolismo. Esta caracteristica viene dada por ser microorganismos no glicoliticos y
carentes de arginina diaminasa, por lo que la obtencion de ATP ocurre mediante el
establecimiento de un gradiente electrostatico generado por el amonio liberado durante la

degradacion intracelular de la urea (Raziny, 1983; Brown et al., 2007).
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2.5 Caracteristicas culturales de los micoplasmas

Los micoplasmas son microorganismos muy exigentes desde el punto de vista nutricional.
Sus requerimientos culturales son muy altos y generalmente crecen de forma idénea en

cultivos de células de mamiferos (Brooks et al., 2007).

La mayoria de los micoplasmas patégenos se desarrollan en medios libres de células,
aunque algunas especies, como M. genitalium, no son capaces de desarrollarse o
multiplicarse en estos tipos de medios o requieren de un periodo largo para su crecimiento
(Jensen et al., 1996; Jensen, 2006; Baseman et al., 2004; Blaylock et al., 2004); por lo que
para el cultivo de estos microorganismos se requieren medios altamente nutritivos, que le
brinden a la célula todos los cofactores enzimaticos necesarios para el desarrollo de las
funciones metabdlicas basicas (Pérez y Almanza, 2001; Brooks et al., 2007). En la
elaboraciéon de los medios de cultivo pueden ser utilizados generalmente como base
nutritiva los medios comunes en el laboratorio, como Agar Triptona Soja, Caldo de Cerebro
y Corazon, aunque la base recomendada para el cultivo de estos microorganismos es el
medio PPLO (Shepard, 1983). Los medios de cultivo se elaboran adicionandole a la base
nutritiva los diferentes suplementos y el suero fresco de caballo, siendo este ultimo la

fuente de colesterol requerida para el desarrollo de los micoplasmas (Brooks et al., 2007).

Atendiendo a la utilizacion de determinados compuestos como fuente de energia y carbono,
los micoplasmas se pueden clasificar en tres grupos (Velleca et al., 1980; Brown et al.,

2007):
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e Grupo de los fermentadores: utilizan la glucosa como fuente de carbono y energia,
dando como productos finales acido lactico y CO,, lo cual causa una disminucion

del pH del medio de cultivo. Ej. M. pneumoniae y M. fermentans.

e Grupo de los hidrolizadores de la arginina: utilizan la hidrdlisis de este aminoacido
como fuente de carbono y ATP, como producto final amonio, que se disuelve en el
medio aumentando el pH, hasta valores superiores a 7,5. Ej. M. orale, M. hominis y

M. lipophilium.

e Grupo de urea-dependiente: dependen de la hidrdlisis de la urea como Unica fuente
de carbono y energia, y como metabolito final se libera gran cantidad de amonio, el
cual provoca un rapido aumento del pH del medio, incluso en menos de 24 horas.

Ej. U. urealyticum y U. parvum.

Los micoplasmas requieren una atmosfera propia para su desarrollo en condiciones de
cultivo in vitro, exceptuando a las especies del genero Ureaplasma, las cuales se
desarrollan en una atmosfera de 10 - 20% de CO, y 80 - 90% de N», mientras que las demas
requieren solo de 5 - 10% de CO, y 90 - 95% de N, en microaerofilia (Robertson, 1982;
Pérez y Almanza, 2001). Dado sus caracteristicas fisiologicas, cada género de la familia
Mycoplasmataceae se desarrolla a un pH especifico. Las especies del género Mycoplasma
se desarrollan en un pH entre 7,0 - 7,8 y las del género Ureaplasma entre 6,0 - 6,2 (Waites
y Taylor—Robinson, 2007). Estas diferencias fisiolégicas y su pH es regulado en
dependencia de la especie que se desea aislar. De forma rutinaria se utilizan los medios en
estado liquido y sélido descritos por Bolske, 1988, conocidos por las letras “F” y “UN". El
medio F propicia el desarrollo de las especies del género Mycoplasma, puesto que su pH
oscila entre 7,0 — 7,45, mientras que las especies del género Ureaplasma son aisladas en el

medio UN con un pH regulado a 6,0 — 6,2 (Shepard, 1983; Bolske, 1988). Otros medios se
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utilizan para el cultivo de micoplasmas patégenos como el SP4, agar A7 y A8 (Waites et
al., 2005). Los mismos contienen los requerimientos nutricionales universales de todos los
micoplasmas, por lo que pueden ser utilizados indistintamente para el cultivo de ambos

géneros (Shepard et al., 1976; Brown et al., 2007; Brown, 2010).

Las colonias de los micoplasmas son pequeiias (0,02 — 0,5 mm de didmetro), con el centro
granuloso y embebido en el agar, recordando la apariencia de un “huevo frito” (Razin,,
1983). Las colonias de U. urealyticum son de un tamafio mas pequeno (0,01 a 0,5 mm), lo
que explica su nombre original de cepas T (del inglés tiny: pequefio), de color carmelita con
un centro oscuro opaco y muy poco crecimiento periférico, semejantes a "erizo de mar"
cuando son tefiidas con solucion de urea con sulfato o cloruro de manganeso, por lo que las
mismas para ser observadas requieren un mejor poder de resolucion del microscopio

(Shepard et al., 1976; Waites y Taylor—Robinson, 2007).

2.6 Biologia molecular y filogenia de la clase Mollicutes

Los miembros de la clase Mollicutes son los microorganismos procarioticos mas pequenios
capaces de autoreplicarse, conteniendo la informacién genética minima esencial para el
desarrollo de la vida (Razin, 1985; Glass et al., 2006). El genoma circular de doble cadena
de estos microorganismos, con una talla promedio de 500 MDa en los géneros Mycoplasma
y Ureaplasma, se caracteriza por su bajo contenido de guanina mas citocina (G + C) que
oscila entre el 24 - 40 % (Garrity et al., 2007). La replicacion del material genético ocurre
de forma similar a otros procariontes, reconociéndose un solo sitio de iniciacion y otro de

terminacion a lo largo del cromosoma bacteriano (Razin, 1985; Fadiel et al., 2007).
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Los ribosomas de estos microorganismos presentan las caracteristicas tipicas de las
eubacterias, con un coeficiente de sedimentacion de 70S, tres ARN ribosomal (ARNr 58S,
16S y 23S), alrededor de 50 proteinas, las cuales presentan un perfil fisico-quimico similar
a las proteinas ribosomicas de los bacilos Gram positivos. Este comportamiento estd dado
por el alto grado de conservacion que poseen los genes de las proteinas ribosémicas en el
genoma de los micoplasmas, sin importar la pequena capacidad genética del mismo (Razin,

1985).

Los genes mejor caracterizados en la clase Mollicutes son los del ARNr, lo cual se explica
por varias razones: 1- los genes del ARNr y sus productos estan muy conservados, lo cual
los convierte en excelentes marcadores para estudios de filogenia. 2- La seleccion y
amplificacion de los mismos es relativamente facil. 3- La amplificaciéon de los genes
ribosomales sirve como prueba de deteccion e identificacion de los micoplasmas en
muestras clinicas. 4- El hecho de que estos genes no se encuentren repetidos en el genoma,
permite su utilizacion para estudios de mecanismos de control de sintesis de los ARNr

(Razin et al., 1998).

Otros genes, como los ARN de transferencia (ARNt) han sido estudiados y caracterizados
para su empleo en la identificacion de especies de micoplasmas (Stakenborg et al., 2005).
En el genoma de los micoplasmas, los ARNt presentan un alto contenido en G + C de 50 %
y se ha demostrado que en algunos micoplasmas un mismo ARNt es comin para mas de
tres aminoacidos diferentes (ARNt isoaceptores) de forma similar a los ARNt de las
mitocondrias (Razin, 1985). Ambos genes de ARNt (mitocondrial y de micoplasma) han
evolucionado como consecuencia de simplificacion del genoma primario, hacia la
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eliminacion de la sintesis de elementos no esenciales y un aumento en la economia celular

en cuanto a nimero de moléculas y funciones de las mismas (Razin, 1985).

La secuenciacion de los genes, tanto del ARNr, ARNt, proteinas estructurales y genes de
enzimas claves en el metabolismo de los micoplasmas, han brindado una informacion util a
la hora de establecer las relaciones filogénicas de estos microorganismos (Rocha y
Blanchard, 2002). El modelo filogénico mas aceptado en la actualidad, establece como
antecesores de los micoplasmas a microorganismos del género Clostridium, los cuales
eventualmente perdieron la pared celular y sufrieron una reduccién del genoma (Razin,
1985). Algunos miembros de la clase perdieron los genes de las enzimas de vias
biosintéticas claves para el desarrollo del metabolismo de lipidos y acidos nucléicos, por lo
que comenzaron a evolucionar como simbiontes de otros organismos (Brock y Madigan,

2001).

2.7 Atributos patogénicos asociados a micoplasmas

La patogenicidad de los micoplasmas se asocia con un conjunto de atributos o
caracteristicas patogénicas que le permiten a los micoplasmas colonizar, parasitar y persistir
en las células y tejidos del huésped. Los mollicutes son los primeros microorganismos
asociados a las mucosas del tracto respiratorio y genitourinario, en intima asociacién con
las células epiteliales (Waites et al., 2005). En varias especies, particularmente en
M. fermentans, M. penetrans, M. genitalium y en algunos casos M. pneumoniae y
M. hominis, la invasion a la célula hospedera ocurre y el microorganismo reside

intracelularmente (Taylor-Robinson et al., 1991). Otras especies como M. penetrans
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infectan a la célula localizdndose en el citoplasma y en la region perinuclear (Girén et al.,
1996). Mediante este mecanismo, los micoplasmas evaden la respuesta inmune del
hospedero, lo que contribuye a la persistencia del microorganismo y a la cronicidad de la

infeccion (Baseman et al., 1995; Cassell et al., 2001; Waites et al., 2005).

El primer paso en la colonizacion e infeccion de la célula hospedera por los micoplasmas es
la localizacion y citoadherencia (Rottem, 2003). Tanto Mycoplasma spp. como
Ureaplasma spp., son capaces de reconocer y unirse a varios tipos de células humanas,
entre las que se encuentran eritrocitos, espermatozoides y células epiteliales. En estos
microorganismos la citoadherencia es el principal factor de virulencia. Los mutantes

adherentes - deficientes carecen de virulencia (Razin y Jacobs, 1992).

La unién a las membranas celulares ocurre mediante un conjunto de estructuras proteicas
que conforman el organelo de adhesion celular (Su et al., 2007). Esta estructura esta
formada por un cuerpo electrodenso compuesto por un grupo de fosfoproteinas de
reconocimiento y unién a receptores celulares que se polimerizan, formando estructuras
fibrilares que se extienden lateralmente hacia el centro de la célula microbiana (Rottem,

2003).

Las principales proteinas involucradas en el proceso de adhesion, penetracion y fusion de
membranas que forman este organelo han sido aisladas y purificadas a partir de la
membrana de M. pneumoniae, M. genitalium, M. hominis y Ureaplasma spp. (Waites et al.,

2005; Su et al., 2007).
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Los micoplasmas capaces de fusionarse, como los que solo se comportan como parasitos
extracelulares, presentan un conjunto de mecanismos para desarrollarse a expensas de las
células vivas y causan dafio celular al hospedero. Entre estos mecanismos encontramos la
competencia por precursores biosintéticos esenciales, dafio por citoadherencia, por fusion,

efectos citopaticos y mutaciones (Rottem, 2003).

Durante el proceso de fusion entre los micoplasmas y la membrana plasmatica de la célula
huésped, los componentes citosolicos del microorganismo son descargados en el interior de
la misma. Dentro de estos componentes se encuentran una gran cantidad de enzimas
hidroliticas que atacan y degradan los componentes celulares. Las mas notables de esta
bateria enzimatica son las nucleasas, las que hidrolizan rapidamente los acidos nucléicos
celulares, liberando los precursores requeridos para la replicacion y sintesis de los mismos
en la célula microbiana (Razin et al., 1998). Los efectos citopaticos estan dados por una
vacuolizaciéon y reorganizacion del citoesqueleto, causado por la internalizacion y
multiplicacion en el citosol u organelos celulares de los micoplasmas. Esta vacuolizacion
puede estar dada por la produccion de perdxidos orgénicos, puesto que algunos agentes
antioxidantes como el a-tocoferol evitan la aparicion de este efecto citopatico (Borovsky et

al., 1998; Maniloff, 2002).

La interaccion prolongada entre los micoplasmas y la célula huésped puede inducir a una
inestabilidad cromosémica que debuta en algunos casos en transformacién maligna del
tejido parasitado, promoviendo el crecimiento de tumores (Tsai et al., 1995; Yang et al.,
2010). Las variaciones del cariotipo celular y las aberraciones cromosémicas en algunas
células, son el resultado del secuestro de arginina por micoplasmas, puestos que las
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histonas son proteinas ricas en este aminoacido (McGarrity et al., 1992). La expresion de
algunos oncogenes ha sido encontrada en las etapas iniciales, tanto en la etapa reversible
como irreversible de la transformacion mediada por micoplasmas de las células animales

(Rottem, 2003).

La produccion de proteasas por los micoplasmas, tiene un papel fundamental en el proceso
de colonizacién y persistencia de la enfermedad, mediante la evasion de la respuesta
inmune mucosal. La principal enzima de este tipo es la [gA1-proteasa, una serina proteasa,
que hidroliza a la IgA de las mucosas, lo que constituye una forma de evitar la eliminacion

de los microorganismos por opsonizacion (Waites et al., 2005).

Otras enzimas como las fosfolipasas A y C han sido caracterizadas en Ureaplasma spp. y
comprobado su efecto sobre la induccidon prematura del parto. La accion de estas enzimas
sobre los fosfolipidos celulares libera cantidad suficiente de acido araquidonico y altera la
sintesis de prostaglandinas, lo cual desencadena una cascada de sefiales bioquimicas que
inician las contracciones del utero en mujeres embarazadas y por ende el comienzo de la

labor de parto (De Silva y Quinn, 1991; De Silva y Quinn, 1999; Goldenberg et al., 2008).

La inmunomodulacién constituye otro mecanismo patogénico mediante el cual los
micoplasmas causan dafio al huésped. Estos microorganismos son considerados
superantigenos, siendo capaces de activar una gran parte de la poblacion de linfocitos T
periféricos sin necesidad de llevarse a cabo el procesamiento del antigeno por las células

presentadoras de antigenos (APC del inglés Antigen Presenting Cell) (Razin et al., 1998;

Waites et al., 2005). Esta activacion es mediada solo por el complejo mayor de
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histocompatibilidad clase II (MHC II del inglés Major Histocompatibility Complex Class

II) y la region variable de la cadena B del Receptor de Células T (TCR del inglés T Cell

Receptor) (Rottem, 2003).

Uno de los mecanismos de inmunomodulacion mejor documentados, es la induccion de la
produccién de citoquinas o modulinas por los monocitos. Los agentes desencadenantes de
este mecanismo son las lipoproteinas de la membrana plasmatica microbiana, estas

lipoproteinas se unen a los receptores tipo Toll (TRL del inglés Toll-like Receptors) de la

célula huésped, los que traducen la senal y activan la expresion del factor de transcripcion
NF-kB, el cual tiene sitios de unién en la region 5° de los genes que codifican para
citoquinas (TNF-a, IL-1B y IL-6), induciendo la transcripcion de los mismos (Wu et al.,
2008). Estas modulinas reclutan hacia el sitio de infeccién primaria una gran cantidad de
neutrofilos, causando la infiltracion e inflamacion del tejido, contribuyendo a la patogénesis
de la enfermedad y al dafio tisular, ocasionado por la infeccion de M. genitalium (Wu et al.,

2008).

El NF-kB también influye sobre las células inmunolédgicas regulando o modulando la
muerte celular programada de las mismas de dos formas diferentes: por inhibicion de la
apoptosis o aceleracion de la misma (Rottem, 2003; Wu et al., 2008). La induccion
prematura de la apoptosis de un gran nimero de células durante la infeccioén primaria de los
micoplasmas, contribuye de manera significativa a la expansion y diseminacion del

microorganismo en el tejido parasitado (Wu et al., 2008).
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2.8 Infecciones de micoplasmas asociadas a enfermedades

Segun el sitio de colonizacion primaria, las 16 especies de micoplasmas de origen humano,
pueden clasificarse en micoplasmas respiratorios y micoplasmas urogenitales,

independientemente del tejido u 6rgano al que puedan afectar (Waites et al., 2005).

Dentro del grupo de micoplasmas respiratorios considerados como parte de la microbiota
normal de la orofaringe se reconocen a M. salivarium con una incidencia entre 60 y 80% en
la cavidad oral en los adultos y M. orale entre 30 y 60% en la orofaringe también de
adultos, M. buccale, M. faucium y M. lipophilum son otras especies de la microbiota normal
de la orofaringe pero con menor frecuencia. M. pneumoniae es la especies de mayor
importancia, reconocida como el agente etiolégico de la neumonia atipica primaria, es
causa del 30% de las neumonias adquiridas en la comunidad, con predominio de bronquitis,
también esta especie esta asociada a faringitis, miringitis, asma bronquial y enfermedades

extra pulmonares (Waites et al., 2005).

Como micoplasmas urogenitales se reconocen a M. hominis, M. genitalium, U. parvum y
U. urealyticum, las que se asocian a enfermedades genitourinarias en pacientes
inmunocompetentes, aunque en pacientes inmunocomprometidos estas especies también
pueden causar enfermedades genitourinaria y extra genitourinaria (Arya et al., 2001;
Manhart y Kay, 2010; Pascual et al., 2010). Otras especies son M. fermentans y
M. penetrans que han sido encontradas como patégenos oportunistas en pacientes

inmunocomprometidos (Waites et al., 2005). M. pirum solamente ha sido reportado como
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patogeno de células del sistema inmune en pacientes infectados con el VIH, siendo un

agente desencadenante del sida (Montagnier y Blanchard, 1993).

Los micoplasmas urogenitales son capaces de producir un gran numero de enfermedades en
los distintos érganos. Las principales enfermedades causadas por estos microorganismos en
el tracto genitourinario incluyen procesos tales como: pielonefritis, uretritis no gonocoécica,
vaginosis bacteriana, cervicitis, enfermedad pélvica inflamatoria, ademas de infertilidad,
corioamnionitis, aborto espontaneo y parto prematuro (Schlicht et al., 2004; Waites et al.,

2005; Shu et al., 2011).

La colonizacién del epitelio vaginal por M. hominis debe ser por debajo de 10* UCC/mL y
de U. urealyticum por debajo de 10° UCC/mL para ser consideradas microbiota vaginal
normal, donde el pH se mantiene por debajo de 4 por el predominio de lactobacillus. Sin
embargo, por multiples factores atin no bien esclarecidos, puede ocurrir un desequilibrio en
la microbiota vaginal con aumento del pH, lo que favorece la multiplicacion exacerbada de
diferentes microorganismos, entre ellos M. hominis y U. urealyticum que elevan sus
concentraciones por encima de las antes mencionadas, y hacen que lleguen a las partes altas
del tracto genital femenino, principalmente al endocervix y cavidad pelviana, pudiendo
causar enfermedades, abortos, partos prematuros, ademas de infertilidad cervical y tubarica

(Carey et al., 1991; Hillier y Holmes, 1999; Yoon et al., 2003).

Estudios recientes han demostrado que U. urealyticum es capaz de infectar a los
espermatozoides, disminuyendo su movilidad. La eliminaciéon de este microorganismo

mediante terapia antimicrobiana ha sido bien correlacionada con un aumento o mejora de la
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calidad del semen (Waites et al., 2005). La infeccion por M. hominis y M. genitalium ha
sido bien correlacionada con la disminucion de las variables normales del semen en

hombres infértiles (Gdoura et al., 2007).

M. hominis se ha encontrado que es capaz de multiplicarse dentro de trofozoitos de
Trichomonas vaginalis, lo cual le permite a este micoplasma evadir la respuesta inmunitaria
de la mucosa vaginal y permite explicar la capacidad de estos microorganismos de
sobrevivir a las condiciones adversas que representa el epitelio vaginal (pH bajo,
condiciones de anaerobiosis desfavorables, microbiota normal protectora, tratamientos
antibidticos). Este comportamiento sugiere que, T. vaginalis juega un papel importante en
la trasmision de M. hominis, siendo el primer caso reportado de simbiosis entre dos

parasitos humanos obligados (Van der Shee et al., 2001; Dessi et al., 2005).

Estudio sobre infeccion de micoplasmas urogenitales y coinfeccion con el Virus del
Papiloma Humano (VPH), han demostrado que la infeccion por micoplasmas facilita la
infeccion del VPH, lo que incrementa el riesgo del dafio cervical patologico, siendo este

una de las causas de infertilidad en la mujer (Denks, 2007; Zhang et al., 2010).

Otras enfermedades extragenitales, también pueden ser causadas por este grupo de
micoplasmas urogenitales, entre las que se encuentran neumonias, artritis séptica,
meningitis, bacteriemias y endocarditis, ademas de infecciones de la piel y del sistema

inmune (Waites et al., 2005; Geifdorfer et al., 2008).

2.9 Diagnostico microbiologico de las infecciones causadas por micoplasmas
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- Métodos bacterioldgicos

El cultivo bacterioldgico es la “prueba de oro” en el diagnostico de las infecciones por
micoplasmas. Sin embargo, dada la fragilidad fisiologica de los micoplasmas y su poca
tolerancia a los factores ambientales, junto a su alto requerimiento nutricional, hacen que
los métodos bacterioldgicos requieran de atenciones y procederes especiales, que incluyen
cultivo en medios selectivos, aislamiento de cepas y la identificacion por métodos

bioquimicos y serologicos (Deutschmann et al., 2010).

El aislamiento en cultivo puro incluye una etapa primaria, denominada cultivo primario,
precultivo o enriquecimiento, donde se utilizan medios de cultivo liquido selectivos para
los géneros Mycoplasma y Ureaplasma. El crecimiento se comprueba por un cambio en el
indicador de pH del medio, pues por su pequefio tamafo, los micoplasmas no producen

enturbiamiento del medio (Velleca et al., 1980; Bolske, 1988).

La obtencion del cultivo puro se lleva a cabo mediante la re-inoculacién en medio liquido y
la inoculacién en medio solido, esta ultima se realiza en condiciones de microaerofilia,
generalmente por el método de la vela a 37°C y por un periodo que puede variar desde dos

dias hasta dos semanas para visualizar las colonias(Robertson, 1982).

Las colonias de micoplasmas presentan una morfologia caracteristica para cada uno de los
géneros, aunque la visualizacion de las mismas generalmente requiere de procedimientos
especiales de tincion para ser visualizadas mediante un estereoscopio o microscopio optico.

En el caso de las especies de micoplasmas se utiliza la tincion de Dienes para la
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identificacion de las colonias presuntivamente clasificadas como tales, puesto que solo las
colonias de este género son capaces de retener la tincion del coloante de Dienes por mas de
30 min., mientras que las colonias de ureaplasmas son detectadas mediante la adicion de la
solucion de cloruro de manganeso y urea, esta solucion permite que se deposite una
pelicula de didoxido de manganeso sobre las colonias de ureaplasmas, como resultado de la
reaccion del amonio liberado a partir de la accion de la ureasa celular sobre la urea y el
cloruro de manganeso, mostrando una apariencia de “erizo de mar” de un color marrén

oscuro a las mismas (Velleca et al., 1980; Razin, 1983y).

El nimero de pruebas bioquimicas para detectar la actividad enzimatica de los micoplasmas
es relativamente pequefia, pero a pesar de esto, constituye una parte significativa de la base
para la diferenciacion de los mollicutes en familias y géneros, y en muchos casos puede
ayudar a definir el nivel de especie. De forma rutinaria se evalia la capacidad de hidrolizar
la arginina, fermentacion de la glucosa, hidrolisis de urea y la inhibicion del crecimiento

por digitonina de la forma siguiente:

e Hidrolisis de la arginina: Este ensayo permite diferenciar a los micoplasmas que
utilizan este aminoacido, principalmente M. hominis, M. fermentans y M. penetrans,
mediante un cambio de color del medio. Se fundamenta en la caracteristica
fisiologica de estos microorganismos de producir ATP a expensas de la hidrélisis de
este aminodcido y la consecuente liberacion de amonio, lo que causa un aumento del

pH del medio y el viraje del indicador (Barile, 1983).

e Fermentacion de azlcares: Algunas especies de micoplasmas de interés para el
hombre, como M. pneumoniae, son capaces de metabolizar azucares, mas

especificamente la glucosa mediante la via fermentativa. La técnica se basa en la
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demostracién de disminucién del pH durante el crecimiento de los microorganismos
en presencia de glucosa en el medio de cultivo o més directamente en la medicion de
la desaparicion de la glucosa o en la determinacion de los productos 4cidos o de la

actividad hexoquinasa (Razin y Cirillo, 1983).

e Inhibicion del crecimiento por la digitonina: el ensayo para establecer los
requerimientos de esterol constituye un elemento esencial en la identificacién y
descripcion taxonomica de los mollicutes. Mediante este ensayo pueden identificarse
Acholeplasma y Mesoplasma, que no requieren colesterol para su desarrollo, mientras
los demas mollicutes si lo necesitan. Esta prueba esta fundamentada en la evidencia
de inhibicidon del crecimiento por la digitonina, sustancia que interactia con el
colesterol del medio de cultivo y no permite su asimilacién por los microorganismos

que lo requieren como factor nutritivo esencial (Tully, 1983).

- Métodos serologicos

Las técnicas seroldgicas tradicionales utilizadas para el diagnostico de otras enfermedades
infecciosas, son poco utiles para la deteccion de micoplasmas, sobre todo de los que se
encuentran en el tracto genital, ya que estos microorganismos son capaces de desarrollarse
en personas sanas formando parte de la microbiota normal (Waites et al., 2005). La
deteccion de M. hominis, M. genitalium y Ureaplasma spp. por métodos de
microinmunofluorescencia, inhibicion del metabolismo por antisueros especificos y ELISA

(del inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay) han sido desarrollados con fines

investigativos, pero ninguno ha sido comercializado para su utilizacién rutinaria en el
diagndstico microbiologico. Diversos sistemas seroldgicos son reportados para el
diagnoéstico de M. pneumoniae basados en la deteccion de IgM, sin embargo los resultados

son cuestionados, pues los niveles alcanzados de estos anticuerpos en la fase aguda de la
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enfermedad son similares a los de la fase convaleciente, y por otra parte, cuando ocurre una

reinfeccion no hay aumento de niveles de anticuerpos (Waites et al., 2005).

- Métodos moleculares

El advenimiento de los métodos moleculares ha permitido un rapido avance en las
investigaciones biologicas y en especial microbiologicas. La implementaciéon de métodos
moleculares mas sensibles y eficientes permite lograr un incremento de la sensibilidad,
especificidad y rapidez del diagndstico microbiolégico. La Micoplasmologia Clinica, como
rama de la Microbiologia Médica, también se ha visto beneficiada con el uso de estos

métodos moleculares (Louie et al., 2000; Mallard et al., 2005).

Dentro de los métodos moleculares uno de los mas utilizados es la amplificacion del ADN
por la PCR, aun cuando presenta algunos requisitos para su implementacion, se considera
una herramienta superior al cultivo bacterioldégico o la serologia para el diagndstico de
infecciones causadas por micoplasmas. La utilizaciéon de la PCR no solo esta dada en la
elevada sensibilidad de la misma para detectar la presencia de micoplasmas en determinada
muestra clinica, sino también permite la identificacién y clasificacion de especies en un
breve periodo de tiempo. Actualmente, segin la Organizacion Internacional de
Micoplasmologia para la clasificacion y caracterizacion de los aislamientos de micoplasmas
resulta un requisito indispensable la aplicacion de técnicas moleculares, principalmente de
la PCR, combinada a una bateria de pruebas fenotipicas que permitan la identificacion

inequivoca de especies. La PCR ha sido ademas empleada para la identificacion y deteccion
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de marcadores moleculares de resistencia antimicrobiana, marcadores de patogenicidad y

marcadores inmunologicos (Stellrecht et al., 2004; Nilsson et al., 2008).

La PCR es una técnica enzimatica termo controlada, mediante la cual un fragmento de
ADN es amplificado varias veces hasta lograr aproximadamente un millon de copias. La
talla del fragmento amplificado en pares de base (pb) depende de los cebadores o primers
empleados. Estos ultimos no son mas que secuencias cortas de ADN (oligonucleo6tidos)
definidos por el investigador en dependencia del fragmento de interés a amplificar y que
sirven como iniciadores de la reaccion al ser utilizados por la enzima ADN polimerasa
como punto de partida de la elongacion de la nueva cadena de ADN a formarse (Saiki et al.,

1985; Sambrook et al., 1989,; Bacich, 2011)

Diversas son las variantes del método de la PCR que son aplicadas en el diagnostico de
infecciones por micoplasmas, entre las que se reportan la PCR cualitativa (PCRc) para un
amplificar fragmento especifico, la PCR-Anidada y PCR-Semianidada para amplificar un
fragmento menor a partir de uno previamente amplificado, la PCR-Multiple para la
identificacion conjunta de diferentes especies de micoplasmas, PCR en tiempo real o PCR
cuantitativa (PCRq) para la deteccion y cuantificacion de microorganismos en cultivos y

muestras clinicas (Knox y Timms, 1998; Stellrecht et al., 2004; Svenstrup et al., 2005).

En la actualidad han sido desarrolladas PCR para la deteccion e identificacion de todas las
especies de micoplasmas que infectan al hombre. Los genes mas empleados como diana

han sido los del ARN ribosomal y sus secuencias espaciadoras, proteinas de adhesion y
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otros marcadores de patogenicidad. La especificidad y sensibilidad de cada ensayo depende

del gen escogido y el tipo de muestra (Espy et al., 2006; Kim et al., 2011).

Basado en las diferentes regiones del ARNr 16S: Universales, Semivariables y Variables,
han sido disenados diferentes juegos de cebadores para la deteccion o identificacion de la
clase, la familia, el género y la especie. En la deteccion o identificacion de la clase
Mollicutes se utilizan cebadores disefiados a partir de algunas de las regiones universales
del ARNr 16S, mientras que la identificacion de las especies se utilizan cebadores

complementarios a las regiones semivariables y variables (Johansson, 1995).

Aunque el gen del ARNr 16S permite la identificacion de las especies de micoplasmas de
origen humano, otros genes también han sido empleados, entre ellos el gen de la ureasa y el
de la proteina Multi-Banda en Ureaplasma, el de la proteina de adhesion de M. genitalium
y el gen del ARNt para diferentes especies de micoplasmas, ademas la region espaciadora
entre el gen del ARNr 16S y el 23S reportado por su variabilidad entre especies de
micoplasmas (Teng et al., 1994; Kong et al., 2000; Lee et al., 2007). En algunas ocasiones
esto se sustenta por el hecho de aumentar la sensibilidad del método, puesto que aquellas
PCR que utilizan como diana genes con un nimero mayor de copias en el genoma de los
micoplasmas, resultan mucho mas sensibles que las basadas en el ARNr 16S, el cual se
encuentra en un nimero reducido de copias (1 — 3 copias/genoma). Otros disefios de PCR
utilizan genes constitutivos propios del género en cuestion, pero que presentan una marcada
diferencia entre las secuencias nucleotidica de las especies en si (Colaizy et al., 2003;

Waites et al., 2005; Wetmore et al., 2011).
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En general el método de la PCR debe realizarse con extremo cuidado para evitar
contaminaciones o que el ADN se degrade, siendo necesario realizar la PCR en una zona o
area destinada solo a la preparacion de mezcla de reaccion de la PCR, que debe estar
fisicamente separada del area de extraccion del ADN y del area de electroforesis (zona
blanca, zona gris y zona negra, respectivamente). Durante todo el trabajo de biologia
molecular (extraccion del ADN, la PCR y la electroforesis) debe trabajarse utilizando
medios de proteccion personal, principalmente guantes y bata, con el objetivo primario de
proteger a la muestra de las nucleasas de cuerpo humano o cualquier microorganismos
presente en la ropa o manos del investigador. Debe evitarse hablar durante cualquiera de las
etapas de preparacion y comprobacion de la PCR, puesto que en la cavidad bucal existen
especies de micoplasmas que pueden falsear los resultados, junto a las DNasas salivales
que pueden degradar el ADN de la muestra o el ADN ya amplificado (Roche, 2005;

Bacich, 2011).

Al comparar la PCR con el cultivo bacteriologico se obtiene que esta técnica es mas
sensible, especifica y rdpida en la mayoria de los casos; pues con una correcta
estandarizacion puede ser detectada hasta una copia de genoma/uL de reaccion de la PCR,
lo que avala el empleo de esta técnica en la deteccion y diagnostico de aquellas especies de
dificil aislamiento. Sin embargo, el cultivo bacteriologico, con los requerimientos
nutricionales y condiciones 6ptimas para la viabilidad y multiplicacion de los micoplasmas
tiene la mayor ventaja, pues permite la multiplicacion de toda célula viable presente en la

muestra clinica y la posibilidad del aislamiento de la cepa (Stellrecht et al., 2004)
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Otros métodos moleculares son la hibridacion ADN-ADN, microarreglos, estudios de
cortes con enzimas de restriccion y secuenciacion de genes, estandarizadas para la
deteccion, identificacion y clasificacion de los taxones de la clase Mollicutes. Aunque, por
su complejidad, requerimientos de reactivos y equipos, como de personal altamente
especializado, no constituyen una herramienta utilizada en el diagndstico microbioldgico

rutinario de las infecciones causadas por micoplasmas (Razin, 1985).

2.10 Susceptibilidad antimicrobiana

Los micoplasmas por ser microorganismos sin pared celular, son insensibles a los agentes
antimicrobianos que afectan la sintesis o ensamblaje del peptidoglicano como son los -
lactdmicos y la vancomicina. No son susceptibles a las sulfamidas ni al trimetropin-
sulfametoxasol, ya que no sintetizan acido folico. Sin embargo, son sensibles a ciertos

antibidticos que afectan la sintesis de proteinas (Waites et al., 2005).

Ureaplasma spp. es resistente a las lincosamidas, excepto a las altas concentraciones de las
mismas, y aun cuando se han reportado algunos aislamientos resistentes a altas
concentraciones de eritromicina in vitro, es sensible a la accidén de los macrolidos, como la
eritromicina, y la aparicion de mutantes resistentes es un hecho infrecuente (Palu et al.,
1989). En contraste con esto, M. hominis es de por si resistente a la eritromicina,
azitromicina y claritromicina en condiciones in vitro, pero sensible a otros macrolidos
como la josamicina, la miocamicina y también al grupo de las lincomicinas (Furneri et al.,

2000; Waites et al., 2005).
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El mecanismo de resistencia a las tetraciclinas de los micoplasmas esta basado en la
adquisicion del determinante tetM. La frecuencia de aparicion de resistencia ante este
antibiotico puede estar mediado por varios factores como la localizacion geografica,
prescripcion antibidtica innecesaria y promiscuidad sexual (Cassell et al., 2001; Haggerty et

al., 2008).

La sensibilidad antimicrobiana es determinada en relacion a puntos de corte de las
concentraciones minimas inhibitorias para los distintos antimicrobianos que han mostrado
determinada actividad in vitro o en el tratamiento empirico de infecciones causadas por
micoplasmas (Hilliard et al., 2005). Los valores de resistencia antimicrobiana de los
micoplasmas han aumentado considerablemente en los ultimos afios y antibidticos de
eleccion como las quinolonas, aminoglusidos y tetraciclinas, han comenzado a disminuir su
efectividad. Por tanto, el hecho de contar con métodos de evaluacion de la sensibilidad
antimicrobiana a diferentes antibioticos faciles de incorporar al diagndstico rutinario ofrece
ventajas a la hora de determinar el tratamiento adecuado a las infecciones asociadas a estos

microorganismos. (Waites et al., 2001; Hilliard et al., 2005)

2.11 Tratamiento antimicrobiano para las infecciones por micoplasmas

El tratamiento de las infecciones por micoplasmas resulta limitado en comparacion con el
de otros microorganismos. Esta limitacién viene dada principalmente por la necesidad de
realizar ensayos de susceptibilidad antimicrobiana (Waites et al., 2005). Algunos

antimicrobianos han mostrado una gran efectividad para la erradicacion de estas
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infecciones, pero el tratamiento sigue siendo empirico (Rios et al., 2005; Waites y Taylor -

Robinson, 2007).

En los ultimos afios se han reportado un gran niimero de casos de fallos en la utilizacion de
determinados antibidticos para la erradicacion de infecciones por micoplasmas.
Antimicrobianos como azitromicina, eritromicina, cefixitina y doxiciclina, se encuentran

dentro de este grupo (Baier et al., 2003; Bradshaw et al., 2006; Haggerty et al., 2008).

2.12 Epidemiologia de las infecciones causadas por micoplasmas

La epidemiologia de las infecciones por micoplasmas no estd completamente dilucidada. La
adquisicion de especies de micoplasmas puede estar asociada principalmente con la
transmision primaria, que estd involucrada con el contacto directo o transferido mediante
aerosoles o fomites, alimentos, agua, insectos vectores y también adquisicion nosocomial.

(Waites, 2000; Waites et al., 2001; Brooks et al., 2007).

En adultos inmunocompetentes, la infeccion por micoplasmas es localizada y no resulta en
enfermedades severas, atendiendo a la baja virulencia y caracter oportunista de estos
microorganismos. En los pacientes inmunocomprometidos, las infecciones extra genitales
son comunes, pudiendo llegar a ser graves (Waites, 2000; Pérez y Almanza, 2001;

Anagrius et al., 2008).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Tipo de estudio

Las investigaciones se realizaron a través de cuatro estudios de andlisis de corte transversal,
a partir de la implementacion del método de la PCR y sus variantes desarrolladas en el
Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de Micoplasmas (LNRIM), para
deteccion e identificacion de especies de micoplasmas y ureaplasmas de interés clinico en

salud publica.

3.2 Marco de la investigacion

Este trabajo fue desarrollado LNRIM, perteneciente al Departamento de Bacteriologia-
Micologia de la Vice Direccion de Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro

Kouri” (IPK) en La Habana, Cuba, entre los afios 1996 al 2008.

3.3 Procedimientos generales por objetivos

3.3.1 Obijetivo 1. Desarrollar un método de PCR-Simple y uno de PCR-Anidada para
el diagndstico de M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum en

muestras clinicas de pacientes con sintomas respiratorios
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En el LNRIM del IPK (LNRIM-IPK) entre los afios 1996 y 1998 se desarroll6 una
combinacién entre dos variantes de la PCR, la primera fue una PCR-Simple para la
deteccion de muestras positivas a la clase Mollicutes y la segunda fue una PCR-Anidada
para la identificacion de M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum; una
vez validadas estas variantes en cepas de referencia, fueron aplicadas en el estudio de

muestras clinicas de pacientes con sintomas respiratorios.

3.3.1.1 Validacién del método de la PCR-Simple y PCR-Anidada en cepas de

referencia

3.3.1.1.1 Procedimientos para la obtencion del ADN de cepas de referencia

Cepas de referencia: En el estudio fueron utilizadas cepas de referencia de la “Coleccion
de Cultivos Tipo Americana” (ATCC, siglas en inglés) de M. hominis (ATCC 23114),
M. pneumoniae (ATCC 22451), M. fermentans (ATCC 19989) y U. urealyticum (ATCC

27618), pertenecientes a la coleccién de cepas del LNRIM-IPK.

Cultivos primarios de cepas de referencia: De cada cepa referencia se tomaron 0,2 mL y
se inocularon en un tubo con 2,5 mL de medio de cultivo F liquido selectivo para
micoplasmas descrito por Bolske et al., 1988; Seguidamente los tubos inoculados se
incubaron a 37°C y se realizaron lecturas diarias hasta los siete dias para detectar cambios
de coloracion. Los cultivos que mostraron cambio de color de rosado claro a rosado fuerte
se denominaron “cultivos primarios positivos”, mientras los que no cambiaron de color se

consideraron *“cultivos primarios negativos” y fueron eliminados.
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Obtencidn del ADN de referencia: De cada cultivo primario positivo se tomo 1 mL y se
transfirio a un vial estéril, se centrifugd a 12 000 rpm por 10 min, el sobrenadante se
desechd y el sedimento se resuspendi6 en 0,1 mL de Tampdn Fosfato Salino (TFS) estéril,
se homogenizo6 en vartex durante 2 minutos y se repitid la centrifugacién; nuevamente el
sobrenadante se desechd y el sedimento se resuspendié en 0,1 mL de agua bidestilada
estéril y se homogenizé en vortex durante 1 minuto, seguidamente se colocé la suspensién
en blogue térmico (Labnet, E.U.A.) a 100°C durante 10 minutos e inmediatamente se

colocd en un recipiente con hielo. Cada vial fue conservado a -20°C hasta su uso.

3.3.1.1.2 Procedimientos para la amplificacion del ADN de cepas de referencia

3.3.1.1.2.1 Método de la PCR-Simple para la deteccion de la clase Mollicutes

Juego de cebadores: Para el método de la PCR-Simple se seleccionaron los cebadores
Moll-1 y Moll-2, complementarios a un fragmento del gen del ARNr 16S de la clase

Mollicutes, reportados por Deng et al., 1992. Obsérvese la tabla 2.

Tabla 2. Informacion de los cebadores especificos para la clase Mollicutes.

_— Secuencia de nucledtidos Tm Talla del
Especificidad Cebadores . ) fragmento
e O o

Moll-1 AGAGTTTGATCCTGG CTCAGGA 56
Clase Mollicutes 1500
Moll-2 | CGT AGGGATACCTTGTTACGACT 68

Tm: temperatura melting
pb: pares de base
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Programa de amplificacion: Conociendo el tamafio del fragmento a amplificar y las
temperaturas melting (Tm) de cada cebador, se disefié un programa de amplificacion para

una PCR-Simple especifica a la clase Mollicutes, ver tabla 3.

Tabla 3: Programa para la PCR-Simple de clase Mollicutes.

Etapas Temperaturas y tiempos Ciclos
Desnaturalizacion 95°C por 4 min 1
Desnaturalizacién 94°C por 1 min

Hibridacién 55°C por 1 min 40
Extension 72°C por 2 min
Extension final 72°C por 10 min 1

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,

Alemania).

Mezcla de reaccion: La mezcla de reaccion en un volumen final de 50 uL contenia 0,5 uM
de cada cebador, 1X del Tampon I (Perkin Elmer, E.U.A.), 1,5 mM de MgCl; (Perkin
Elmer, E.U.A.), 200 uM de cada desoxinucleotidos trifosfato (ANTP) (Promega, E.U.A)),
1,25 U de Taq ADN polimerasa (Perkin Elmer, E.U.A.) y 5 uL de muestra de ADN de cepa

de referencia.

Anélisis de los productos de ADN amplificados: Los productos de ADN amplificados
por la PCR fueron analizados mediante electroforesis submarina en geles de agarosa al 1%,

segun metodologia descrita por Sambrook et al., 1989.

3.3.1.1.2.2 Método de la PCR-Anidada para la identificacion de M. pneumoniae,

M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum
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Juegos de cebadores: Para el método de la PCR-Anidada fueron seleccionados cuatro
juegos de cebadores complementarios (tabla 4), cada uno a regiones variables del gen del
ARNr 16S, el Mpnl-Mpn2 para M. pneumoniae, el Mh1-Mh2 para M. hominis, el Mf1-
Mf2 para M. fermentans y Uul-Uu2 para U. urealyticum, todos reportados por van

Kuppeveld et al., 1992.

Tabla 4. Informacion de los cebadores especificos para especies de micoplasmas.

. - Talla del
. Secuencia de nucledtidos Tm
Especificidad Cebadores N o fragmento
6 -3) (0 ;

(pb)

M. breUmoniae Mpnl AAG GACCTGCAAGGGTTCGT 62 77
P Mpn2 CTCTAGCCATTACCTGCT AA 58
. Mh1 TGA AAG GCGCTG TAAGGC GC 62

M. hominis 281
Mh2 GTCTGCAATCATTTCCTATTIGCAAA 68

M. fermentans Mfl GAAGCCTITCTTCGCTGG AG 62 970
' Mf2 ACAAAATCATITCCTATTCTGTC 60

U. urealvicum Uul CATTAAATG TCG GCT CGAACG AG 60 315
' v Uu2 GCAGTATCGCTAGAAAAGCAAC 64

Tm: temperatura melting
pb: pares de base

Programa de amplificacion: Conociendo el tamarfio de los fragmentos a amplificar y las
Tm de cada cebador, se disefio el siguiente programa (tabla 5), para amplificar por una

PCR-Anidada las cuatro especies en estudio.

Tabla 5. Programa para la PCR-Anidada para
M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum.

Etapas Temperaturas y tiempos Ciclos
Desnaturalizacion 95°C por 4 min 1
Desnaturalizacion 94°C por 30 seg

Hibridacion 55°C por 30 seg 30
Extension 72°C por 1 min
Extension final 72°C por 8 min 1
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,

Alemania).

Mezcla de reaccion: Se prepararon cuatro mezclas de reaccion con un volumen final de 50
uL, cada mezcla contenia uno de los juegos de cebadores seleccionados en concentracion
de 0,5 uM, ademas de 1X del Tampdn Il (Perkin Elmer, E.U.A.), 1,5 mM de MgCl, (Perkin
Elmer, E.U.A.), 200 uM de cada dNTP (Promega, E.U.A.), 1,25 U de Taq ADN polimerasa
(Perkin Elmer, E.U.A.) y 5 uL del producto del ADN amplificado por la PCR-Simple Clase

Mollicutes.

Analisis de los productos del ADN amplificados: Los productos de ADN amplificados
fueron analizados en geles de agarosa al 2%, mediante electroforesis submarina siguiendo

la metodologia descrita por Sambrook et al., 1989.

3.3.1.2 Aplicacion del método de la PCR-Simple y la PCR-Anidada para determinar la
frecuencia de M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum en muestras

clinicas de pacientes con sintomas respiratorios

Disefio y universo de trabajo

Se realiz6 un estudio analitico de corte transversal conformado a partir muestras clinicas de
172 pacientes; de ellos 82 eran positivos al VIH y 90 negativos al VIH. Todos los pacientes
con sintomatologia respiratoria aguda y con sospecha de infeccion por micoplasmas
incluidos en el estudio fueron atendidos en el Hospital del IPK, en el periodo comprendido

de enero a septiembre de 1997.
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3.3.1.2.1 Procedimiento para la obtencion del ADN de muestras clinicas

Muestras clinicas: Se analizaron 172 muestras de esputo, correspondiendo una muestra
por cada paciente. Cada muestra fue recolectada en horas de la mafiana y se trasladaron en

contenedor de bioseguridad a temperatura ambiente al LNRIM-IPK.

Cultivos primarios de muestras clinicas: Cada muestra de esputo se resuspendio 2 mL de
TFS, se homogenizé vigorosamente y se tomaron 0,2 mL para inocularlos en un tubo con
2,5 mL de medio de cultivo F liquido siguiendo la metodologia descrita para la obtencion

de los cultivos primarios de cepas de referencia.

Obtencion de ADN: Se obtuvieron muestras de ADN de cada cultivo primario positivo de
las muestras clinicas, para lo cual se siguié la metodologia descrita con las cepas de

referencia.

3.3.1.2.2 Métodos y procedimientos para la amplificacion del ADN de muestras

clinicas

Meétodo de la PCR-Simple y PCR-Anidada para el andlisis de las muestras clinicas:
Todas las muestras de ADN se analizaron por la PCR-Simple para la deteccion de la clase
Mollicutes descrita en el acapite 3.3.1.1.1 y las que fueron positivas a mollicutes se les
realiz6 la PCR-Anidada descrita en el acdpite 3.3.1.1.2 para identificar las especies de

M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum.
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3.3.2 Objetivo 2. Desarrollar un método de PCR-Mudltiple para el diagndstico de
U. parvum y U. urealyticum e identificar la frecuencia de estas especies y de

M. hominis en el tracto genital de mujeres infértiles y fértiles.

En el LNRIM-IPK, entre los afios 2001 y 2003 se desarroll6 una PCR-Multiple para
identificar U. parvum y U. urealyticum. Una vez validada la PCR-Mudltiple en cepas de
referencia, se estimo la frecuencia de M. hominis, U. parvum y U. urealyticum en muestras
clinicas de mujeres infértiles y fértiles, donde se combinaron las metodologias del estuche
de diagndstico comercial Mycofast Evolution-2 (MFE-2) de la International Microbiol,

Francia y el PCR-Multiple desarrollado en este acapite.

3.3.2.1 Validacion del método de la PCR-Multiple para identificar U. parvum y

U. urealyticum

3.3.2.1.1 Procedimiento para la obtencion del ADN de cepas de referencia

Cepas de referencia: En el estudio fueron utilizadas cepas de referencia de U. parvum
(ATCC 2815) y U. urealyticum (ATCC 27618) y M. hominis (ATCC 23114), todas de la

coleccion de cepas del LNRIM-IPK.

Cultivos primarios de cepas de referencia: Las cepas de referencia se analizaron por el
estuche de diagnostico comercial MFE-2 siguiendo la metodologia del fabricante.
Brevemente, cada cepa se inocul6 en un frasco con el medio de transporte U.M.M.transp.®
y el contenido del frasco se verti6 en otro frasco con el medio U.M.M.lyo.®, se homogenizé

y se transfirié 0,1 mL en cada pocillo de la galeria, como se describe en el Anexo de este
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documento. El frasco con un remanente de 1 mL del medio U.M.M.lyo.® con la cepa de
referencia se incub6 a 37°C por tres dias, nombrandole “cultivo primario”; si el cultivo
cambia de color de amarillo a rosado, se clasificdé como positivo, sino como negativo y se

elimind.

Obtencion del ADN de cepas de referencia: A todos los cultivos primarios positivos se
les realizo la extraccion del ADN por el método de choque osmético y térmico descrito en

el 3.3.1.1.1.

3.3.2.1.2 Procedimientos para la amplificacion del ADN de cepas de referencia

Juegos de cebadores: Para el método de la PCR-Mudltiple fue necesario seleccionar dos
juegos de cebadores de regiones dianas diferentes. En la tabla 6 se muestran los juegos de
cebadores seleccionados, el UPS-UPSA complementarios a un fragmento del gen del ARNr
16S de U. parvum y el UUS2-UUA2 complementarios a un fragmento del gen de la ureasa

de U. urealyticum, reportados por Kong et al., 2000.

Tabla 6. Informacidon de los cebadores especificos para especies de ureaplasmas.

Secuencia de nucledtidos Tm Talla del
Especificidad Cebadores e o fragmento
6 -3) (0) A

(pb)
UPS CAT CAT TAAATG TCGGCCCGAATG G 72

U. parvum 812
UPSA TAG AATCCGACCATATGAATTTITA 64

U. urealvticum uus2 CAG GAT CATCAAATCAATTCAC 60 A18
' n UUA2 CAT AATGTTCCCCTT CGTCTA 60

Tm: temperatura melting
pb: pares de base
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3.3.2.1.2.1 Métodos de la PCR-Simple de U. parvum y PCR-Simple de U. urealyticum.
Previamente al método de la PCR-Multiple se realizé un estudio de especificidad mediante
una PCR-Simple para cada especie, donde se utilizaron muestras de ADN de referencia de

U. parvum, U. urealyticum y M. hominis.

Programa de amplificacion para la PCR-Simple de U. parvum y PCR-Simple de
U. urealyticum: Conociendo el tamafio de los fragmentos a amplificar y las Tm de cada
cebador, se disefiaron programas de amplificacion (tabla 7), para evaluar la especificidad de

cada PCR.

Tabla 7. Programas para la PCR-Simple de U. parvum y PCR de U. urealyticum.

PCR-Simple U. parvum PCR-Simple U. urealyticum
Etapas
Temperaturas y tiempos | Ciclos | Temperaturas y tiempos Ciclos
Desnaturalizacion 95°C por 4 min 1 95°C por 4 min 1
Desnaturalizacion 94°C por 30 seg 94°C por 30 seg
Hibridacion 55°C por 30 seg 35 57°C por 30 seg 35
Extension 72°C por 1 min 72°C por 1 min
Extension final 72°C por 8 min 1 72°C por 8 min 1

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,

Alemania).

Mezclas de reaccion de las PCR-Simple: Para ambos PCR se prepararon dos mezclas de
reaccion con volumenes finales de 50 uL, a una mezcla se le adiciond el juego de cebadores
UPS-UPSA 'y a la otra el juego de cebadores UUS2-UUA2, ambos a concentraciones de 0,5
uM, ademés 1X de Tampon Il (Perkin Elmer, E.U.A.), 1,5 mM de MgCl, (Perkin Elmer,
E.U.A), 200 uM de cada dNTP (Promega, E.U.A.), 1,25 U de Tag ADN polimerasa

(Perkin Elmer, E.U.A.) y 5 uL de muestra de ADN de cepa de referencia.
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Analisis de los productos del ADN amplificados por las PCR-Simple: Los productos del
ADN amplificado fueron analizados mediante electroforesis submarina en geles de agarosa

al 2% y se siguid la metodologia descrita por Sambrook et al., 2000.

3.3.2.1.2.2 Método de la PCR-Multiple para U. parvum y U. urealyticum

Programas de amplificacion de la PCR-Multiple para U. parvum y U. urealyticum: A
partir de los resultados de las PCR-Simple para cada especie de ureaplasmas, se realizé una
PCR-Multiple con dos programas de amplificacion (tabla 8), donde solo se variaron las

temperaturas de hibridacion.

Tabla 8. Programas para la PCR-Multiple de U. parvum y U. urealyticum.

Programa #1 Programa #2
Etapas Temp_)eraturas y Ciclos Temperaturas y Ciclos
tiempo tiempo
Desnaturalizacién 95°C por 4 min 1 95°C por 4 min 1
Desnaturalizacion 94°C por 30 seg 94°C por 30 seg
Hibridacion 55°C por 30 seg 35 57°C por 30 seg 35
Extension 72°C por 1 min 72°C por 1 min
Extension final 72°C por 5 min 1 72°C por 5 min 1

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,

Alemania).

Mezcla de reaccion de la PCR-Multiple para U. parvum y U. urealyticum: En una sola
mezcla de reaccion, con un volumen final de 50 ulL, se adicionaron los dos juegos de
cebadores a concentraciones de 0,5 uM, ademés 1X de Tampédn Il (Perkin Elmer, E.U.A.),

1,5 mM de MgCl;, (Perkin Elmer, E.U.A.), 200 uM de cada dNTP (Promega, E.U.A.), 1,25
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U de Taq ADN polimerasa (Perkin Elmer, E.U.A.) y 5 uL de muestra de ADN de cepa de

referencia.

Analisis de los productos del ADN amplificado por la PCR-Multiple para U. parvum y
U. urealyticum: Los productos del ADN amplificado fueron analizados mediante
electroforesis submarina en geles de agarosa al 2% y se siguio la metodologia descrita por

Sambrook et al., 2000.

3.3.2.2 ldentificacion de la frecuencia de M. hominis, U. parvum y U. urealyticum en

muestras clinicas de mujeres infértiles y fértiles

Disefio y universo de trabajo

Se realizé un estudio analitico de corte transversal a partir de muestras clinicas de 300
mujeres, de ellas 150 eran mujeres infértiles y 150 mujeres fértiles, todas atendidas en
consultas externas del Hospital Docente Ginecobstétrico “Ramén Gonzalez Coro”

(HDGRGC), en Ciudad de La Habana, en el periodo de enero a mayo del afio 2002.

3.3.2.2.1 Procedimientos y métodos para la identificacion de U. parvum, U. urealyticum

y M. hominis en muestras clinicas

Muestras clinicas: De cada paciente se obtuvo una muestra de exudado endocervical, para

un total de 300 muestra clinicas.
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Diagnostico de M. hominis y Ureaplasma spp.: A partir de las muestras de exudado
endocervical se realizo la identificacion de M. hominis y Ureaplasma spp. mediante el
estuche comercial MFE-2, siguiendo el flujograma del fabricante descrito en el Anexo de

este documento.

Cultivos primarios de muestras clinicas: Al finalizar el flujograma del MFE-2, el frasco
con un remanente de 1 mL del medio U.M.M.lyo.® y muestra clinica, se incubé a 37°C, y
se le nombré “cultivo primario”; si la muestra de este cultivo resultaba positiva a
Ureaplasma spp. por el MFE-2, este cultivo se colocaba a 4°C y antes de los siete dias se
trasladaba en un contenedor de bioseguridad al LNRIM-IPK. Los cultivos primarios de las

muestras negativas a Ureaplasma spp. por el MFE-2 fueron eliminados.

Obtencion de ADN: A todos los cultivos primarios positivos a Ureaplasma spp. por el
MFE-2 se les realiz6 la extraccion del ADN por el método de choque osmético y térmico

descritoenel 3.3.1.1.1.

PCR-Muiltiple para U. parvum y U. urealyticum: De las muestras de ADN obtenidas de
los cultivos primarios positivos a Ureaplasma spp. por el MFE-2, se realiz6 la
identificacion de U. parvum y U. urealyticum mediante la PCR-Mdltiple descrita en el

acapite 3.3.2.2.1.

3.3.3 Objetivo 3. Seleccionar un método de PCR-Simple para el diagnostico de

M. genitalium
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En el LNRIM-IPK entre los afios 2006 y 2007 se desarrollé un método de PCR-Simple para
el diagndstico de M. genitalium, para lo que fue necesario estudiar dos juegos de cebadores
para validar el método de la PCR-Simple en cepas de referencia y su posteriormente

aplicacion en el estudio de muestras clinicas.

3.3.3.1 Validacion del método de la PCR-Simple para M. genitalium en cepas de

referencia

3.3.3.1.1 Muestras de ADN de referencia

ADN de cepas de referencia: En el estudio se utilizaron muestras de ADN de cepas
referencia conservadas a -20°C, correspondientes a M. genitalium (R326), M. hominis
(ATCC 23114), U. parvum (ATCC 2815) y U. urealyticum (ATCC 27618) de la coleccion

de cepas del LNRIM-IPK.

3.3.3.1.2 Procedimientos para la amplificacion del ADN de cepas de referencia

Meétodo de la PCR-Simple para la identificacion de M. genitalium

Juegos de cebadores para la PCR-Simple de M. genitalium: Fueron seleccionados los
juegos de cebadores MgF-MgR complementarios a una regién del gen del ARNr 16S y el
MgPaF-MgPaR complementarios a una region del gen de la proteina de adhesion (mgpa),
ambos especificos para M. genitalium y descritos por Jensen et al., 2003 y Jensen et al.,

2004. Obsérvese tabla 9.
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Tabla 9. Informacion de los cebadores especificos para M. genitalium.

Secuencia de nucleétidos m Talla el
Especificidad | Cebadores S o . fragmento
6 -3) (0 .
(pb)
M. genitalium | MgF TAC ATG CAAGTC GAT CGG AAGTAGC 68 127
(Gen ARNr 16S) | MgR AAA CTC CAGCCATTGCCTGCT AG 62
M. genitalium | MgPaF | GAG AAATAC CTT GAT GGT CAG CAA 63 -8
(Gen mgpa) MgPaR | GTT AAT ATCATATAAAGCTCTACCGTTGTTATC | 60

Tm: temperatura melting
pb: pares de base

Programas de amplificacion de la PCR-Simple para M. genitalium: Conociendo el
tamano de los fragmentos a amplificar y las Tm de cada cebador, se disefié un programa de

amplificacion (tabla 10).

Tabla 10. Programa para la PCR-Simple de M. genitalium.

Etapas Temperaturas y tiempos Ciclos
Desnaturalizacion 95°C por 4 min 1
Desnaturalizacion 94°C por 30 seg

Hibridacién 55°C por 30 seg 35
Extension 72°C por 1 min
Extension final 72°C por 5 min 1

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,

Alemania).

Mezcla de reaccion de la PCR-Simple para M. genitalium: Se prepararon dos mezclas
de reaccion, con un volumen final de 50 uL, a cada una se le adicion6 uno de los juegos de
cebadores seleccionados a concentraciones de 0,5 uM, ademas de 1X del Tampon I
(Perkin Elmer, E.U.A.), 1,5 mM de MgCl; (Perkin Elmer, E.U.A.), 200 uM de cada dNTP
(Promega, E.U.A.), 1,25 U de Tag ADN polimerasa (Perkin Elmer, E.U.A.) y 5 uL de

muestra de ADN de cepa de referencia.
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Analisis de los productos del ADN amplificado por la PCR-Simple para
M. genitalium: Los productos del ADN amplificado fueron analizados mediante
electroforesis submarina en geles de agarosa al 4%, segun metodologia descrita por

Sambrook et al., 2000.

Ensayo de especificidad de la PCR-Simple para M. genitalium: A partir de 5 pL del
ADN de las cepas de referencia de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum
se realizaron ensayos de especificidad de la PCR-Simple con los dos juegos de cebadores

seleccionados y el programa disefiado para esta PCR-Simple.

Ensayo de sensibilidad de la PCR-Simple para M. genitalium: A partir del ADN de la
cepa de referencia de M. genitalium se realizaron diluciones de 1:10 desde una
concentracion de 12 500 pg/uL hasta 0,00125 pg/uL. De cada dilucion se tomaron 5 puL
para realizar los ensayos de la PCR con los dos juegos de cebadores seleccionados y el

programa disefiado para esta PCR-Simple.

3.3.3.2 ldentificacién de M. genitalium por la PCR-Simple en muestras clinicas de

pacientes con uretritis no gonocécica

Disefio y universo de trabajo

Se realiz6 un estudio analitico de corte transversal a partir de muestras clinicas de 34
pacientes masculinos con diagnostico clinico de uretritis no gonococica (UNG) que
acudieron al laboratorio de microbiologia del Hospital Militar “"Carlos Juan Finlay”

(HMCJF), en el periodo comprendido entre octubre - diciembre del 2006.
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3.3.3.2.1 Procedimientos y métodos

Muestras clinicas: En el laboratorio del HMCJF se recolectaron una muestra clinica de
cada paciente, para un total de 34 muestras de exudados uretrales. Las tomas de las
muestras se realizaron siguiendo la metodologia descrita por Vandepitte et al., 2003; una
vez tomada la muestra, inmediatamente el hisopo se sumergi6 en un tubo con 2,5 mL de
medio de cultivo UN descrito por Bolske et al., 1988, el hisopo se agit6 vigorosamente
dentro del medio de cultivo y se retird del tubo presionando contra las paredes para

descargar la mayor cantidad de medio posible.

Cultivos primarios de las muestras clinicas: Los tubos de cultivo con la muestra clinica
se incubaron a 37°C nombrandoles cultivos primarios y antes de los siete dias fueron

trasladados al LNRIM-IPK en contenedores de bioseguridad.

Obtencion de ADN: En el LNRIM-IPK a todos los cultivos primarios obtenidos de
muestras clinicas se les realizé el método de choque osmético y térmico para la obtencion

del ADN, segun se describe en el acapite 3.3.1.1.1.

Deteccidén de muestras positivas a la clase Mollicutes: Las muestras de ADN obtenidas
de los cultivos primarios de exudados uretrales se analizaron por la PCR-Simple de clase

Mollicutes descrita en el objetivo 1.

Identificacién de M. genitalium: Las muestras de ADN positivas a la clase Mollicutes

fueron estudiadas por las dos PCR-Simple desarrolladas en este acépite.
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3.3.4 Objetivo 4. Estimar la frecuencia de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y
U. urealyticum en pacientes con sintomas urogenitales a partir del desarrollo de un

método de PCR-Multiple especifico para estas especies de micoplasmas y ureaplasmas

En el LNRIM-IPK, entre los afios 2007 y 2008, se desarrollé un método de PCR-Mudltiple
para identificar las especies de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum, el
que fue validado con cepas de referencia y después aplicado en estudios de muestras

clinicas de pacientes con sintoma urogenitales.

3.3.4.1 Validacion del método de la PCR-Mdltiple para identificar M. genitalium,

M. hominis, U. parvum y U. urealyticum en cepas de referencia

3.3.4.1 Muestras de ADN de referencia

ADN de cepas de referencia: En el estudio se utilizaron muestras de ADN de cepas
referencia conservadas a -20°C, correspondientes a M. genitalium (R326), M. hominis
(ATCC 23114), U. parvum (ATCC 2815) y U. urealyticum (ATCC 27618) de la coleccion

de cepas del LNRIM-IPK.

3.3.4.2 Procedimientos para la amplificacion del ADN de cepas de referencia

PCR-Mudltiple para la identificacion de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y

U. urealyticum

Juegos de cebadores para la PCR-Multiple: Fueron seleccionados cuatro juegos de

cebadores especies-especificos (tabla 11), el Mh1-Mh2 para M. hominis (descrito en el
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acapite 3.3.1.2.2), UPS-UPSA para U. parvum, UUS2-UUA2 para U. urealyticum

(descritos ambos en el acépite 3.3.2.2.1) y el MgPaF-MgPaR para M. genitalium (descrito

en el acépite 3.3.3.2.1).

Tabla 11. Informacion de los cebadores especificos para especies de micoplasmas.

e Secuencia de nucleétidos Tm Talla del
Especificidad | Cebadores Lo . fragmento
5 -3) O |
(pb)
o Mhl TGA AAG GCGCTG TAAGGCGC 62
M. hominis 280
Mh2 GTCTGCAAT CATTTCCTATTG CAAA 68
o MgPaF | GAG AAATAC CTT GAT GGT CAG CAA 65
M. genitalium 78
MgPaR | GTT AAT ATCATATAAAGC TCTACCGTTGTTATC | 62
UPS CAT CATTAAATG TCGGCCCGAATGG 72
U. parvum 812
UPSA | TAGAATCCGACCATATGAATTTITA 64
) uus2 CAG GAT CATCAAATCAATTCAC 60
U. urealyticum 418
UUA2 | CATAATGTTCCCCTTCGTCTA 60

Tm: temperatura melting

pb: pares de base

Programa de amplificacion: Conociendo el tamafio de los fragmentos a amplificar y las

Tm de cada cebador, se disefiaron tres programas (tabla 12), para la PCR-Multiple especie-

especifica.
Tabla 12. Programas para la PCR-Mdltiple de
M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum
Programa #1 Programa #2 Programa #3
Etapas
p Tem;_)eraturas y Ciclos Temperaturas y Ciclos Temperaturas y Ciclos
tiempo tiempo tiempo

Desnaturalizacion 95°C por 4 min 1 95°C por 4 min 1 95°C por 4 min 1

Desnaturalizacion 94°C por 30 seg 94°C por 30 seg 94°C por 30 seg
Hibridacion 55°C por 30 seg 35 57°C por 30 seg 35 |60°C por 30 seg 35

Extension 72°C por 1 min 72°C por 1 min 72°C por 1 min
Extension final 72°C por 5 min 1 72°C por 5 min 1 72°C por 5 min 1
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,

Alemania).

Mezcla de reaccion para la PCR-Mdltiple: Se prepar6 una sola mezcla de reaccion con
un volumen final de 50 uL, conteniendo los cuatro juegos de cebadores a concentraciones
de 0,5 uM cada uno, ademés de 1X del Tampdn Il (Perkin Elmer, E.U.A)), 1,5 mM de
MgCl; (Perkin Elmer, E.U.A.), 200 uM de cada dNTP (Promega, E.U.A.), 1,25 U de Taq

ADN polimerasa (Perkin Elmer, E.U.A.) y 5 uL de muestra de ADN de cepa de referencia.

Analisis de los productos del ADN amplificado: Los productos del ADN amplificado,
fueron analizados mediante electroforesis submarina en geles de agarosa al 4%, segun la

metodologia descrita por Sambrook et al., 2000.

3.3.4.2 Aplicacion de la PCR-Multiple de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y
U. urealyticum para estimar la frecuencia de estas especies en muestras clinicas de

pacientes con sintomas urogenitales

Disefio y universo de trabajo

Se realiz6 un estudio analitico de corte transversal a partir de muestras clinicas de 84
pacientes con sintomas urogenitales. En universo quedo conformado por un grupo de 50
mujeres con diagnostico clinico de inflamacion pélvica y con secrecion endocervical, que
acudieron al laboratorio del Hospital del IPK en el periodo de entre abril y mayo del 2008,
y otro grupo de 34 hombres con uretritis no gonococica, citados en el acapite 3.3.3 del

objetivo 3.
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3.3.4.2.1 Procedimientos y métodos

Muestras clinicas: En el laboratorio del Hospital del IPK, de cada mujer se tomd un
muestra de exudados endocervical, segin metodologia descritas por Vandepitte et al., 2003;
una vez tomada la muestra, inmediatamente el hisopo se sumergié en un tubo con 2,5 mL
de medio de cultivo UN descrito por Bolske et al., 1988, el hisopo se agitdé vigorosamente
dentro del medio de cultivo y se retird del tubo presionando contra las paredes para
descargar la mayor cantidad de medio posible, posteriormente el tubo fue trasladado hacia
el LNRIM-IPK en un contenedor de bioseguridad. Las muestras de ADN correspondientes

a los pacientes masculinos estan citadas en el acépite 3.3.3.2.

Cultivo primario de muestras clinicas: En el LNRIM-IPK se recibieron 50 tubos con el
medio de cultivo mas la muestra de exudado endocervical, estos tubos se incubaron a 37°C

hasta siete dias, nombrandoles cultivos primarios.

Obtencion de ADN: La extraccion del ADN, procedente de los cultivos primarios de los
exudados endocervical, se realiz6 por el método de choque osmotico y térmico descrito en
el acapite 3.3.1.1. Las muestras de ADN de los pacientes masculinos fueron las mismas que
se usaron en el acapite 3.3.3.2, las que se mantuvieron conservadas a -20°C en el LNRIM-

IPK.

Deteccién de las muestras positivas a la clase Mollicutes: Las muestras de ADN
obtenidas de los cultivos primarios de los exudados endocervical y uretral, se analizaron

por la PCR-Simple para la clase Mollicutes descrita en el objetivo 1.
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Identificacion de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum: Las muestras
de ADN que fueron positivas mollicutes fueron estudiadas por la PCR-Mdiltiple descrita en
este acapite para la identificacion de M. genitalium, M. hominis, U. parvum vy

U. urealyticum.

3.4 Procesamiento y analisis estadistico de la informacién

Se confecciond una base de datos por el programa Excel de Microsoft Office para el

almacenamiento de la informacién. Los datos se procesaron en SPSS version 13,5.

En dependencia de los objetivos trazados, se calcularon frecuencias absolutas, relativas y el

valor de p, considerando asociacién cuando este fue inferior a 0,05.

Se utilizo la razén de prevalencia (RP) como medida estadistica para evaluar la frecuencia
de infecciones por micoplasmas o ureaplasmas en pacientes con riesgos (positivos al VIH y
mujeres infértiles) comparandolos con poblacion general que acuden o se hospitalizan en

servicios de salud.

Los resultados se presentan en forma de tablas y gréficos.

3.5 Aspectos éticos

Los protocolos de las investigaciones desarrolladas correspondieron a Proyectos Ramales
aprobados por el Ministerio de Salud Publica, la Comision Cientifica Especializada de

Microbiologia y el Comité de Etica de la Investigacion del IPK.
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Las buenas practicas de laboratorio se cumplieron estrictamente, junto con las medidas de
bioseguridad establecidas para el trabajo y manipulacion de microorganismos segun los
niveles de riesgo establecidos por la Comisién Nacional de Seguridad Bioldgica en la

Resolucion 38/2006 (CITMA, 2006).

Las muestras clinicas recibidas en el LNRIM-IPK fueron tomadas de pacientes que
acudieron a las &reas de toma de muestras del HDGRGC, HMCJF y del IPK. No se revel6
la identidad de los pacientes. La informacion fue conservada con carécter confidencial. Los
resultados obtenidos del diagnostico por el laboratorio se enviaron por escrito
exclusivamente a los médicos de asistencia que habian indicado las pruebas, también estos

resultados fueron utilizados por los investigadores con fines cientificos.

La informacion relacionada con las investigaciones desarrolladas se mantuvo conservada y

protegida en los archivos del LNRIM-IPK.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Desarrollo de un método de PCR-Simple y uno de PCR-Anidada para el
diagnostico de M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum en

muestras clinicas de pacientes con sintomas respiratorios

4.1.1 Validacion de las variantes de la PCR en cepas de referencia

Cultivos primarios: De las cepas de referencia de M. pneumoniae, M. hominis,
M. fermentans y U. urealyticum se obtuvieron cultivos primarios positivos de cada una de
ellas, para un 100%. La realizacién de cultivos primarios en el medio de cultivo F como
selectivo para micoplasmas y ureaplasmas, facilita la multiplicacion inicial in vitro de
especies de micoplasmas y ureaplasmas. Ademas, estos medios de cultivo contienen
antimicrobianos que eliminan o atenlan otros microorganismos que pudieran estar
presentes en muestras clinicas. Por otro lado, la realizacion de cultivos primarios permite
diluir inhibidores presentes en las muestras clinicas que pueden interferir en los resultados
del diagnostico, sobre todo si este se realiza por métodos moleculares (Altwegg, 1995;

Daxboeck et al., 2003).
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Obtencién del ADN: La metodologia de chogue osmotico seguido de uno térmico,
permitié la obtencién de muestras de ADN a partir de los cultivos primarios positivos de las
cuatro cepas de referencia Esta metodologia sencilla para la extraccion del ADN, se
justifica para las especies de mollicutes debido a la carencia de la pared celular en estos
microorganismos. Barbeyrac et al., no recomiendan el calentamiento de las muestras para la
extraccion del ADN, pues no garantiza la eliminacion de todos los factores inhibitorios
(Barbeyrac et al., 1996). En nuestra investigacion no se utilizan muestras clinicas directas,
sino que se obtiene cultivos primarios, que ayudan a eliminar y diluir factores inhibitorios

presentes en muestras clinicas.

Otros métodos de extraccion del ADN estan reportados, no solo para micoplasmas y
ureaplasmas, sino también para otros microorganismos, los que se basan en pasos de
extraccion con fenol cloroformo, tampdn de lisis y proteinasa K, y los mas novedosos se
presentan en formatos de estuches comerciales, que pueden 0 no necesitar de equipamiento
semi-automatizado o automatizado, obteniéndose muestras de ADN de alta pureza

(Thurman et al., 2009).

4.1.1.1 Método de la PCR-Simple para la deteccion de la clase Mollicutes

En las muestras de ADN, de los cultivos primarios de cepas de referencia, mediante el
programa disefiado para la PCR-Simple y utilizando los cebadores complementarios al gen
del ARNr 16S de la clase Mollicutes, se obtuvieron amplicones con tallas de 1 500 pb en

las cuatro cepas en estudio, como se muestran en la figura 1.
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2176
1766

1500 pb

1033

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los amplicones de la PCR-Simple para la
clase Mollicutes. Linea PM patron de peso molecular VI-Roche, linea Mp cepa de
M. pneumoniae, linea Mh cepa de M. hominis, linea Mf cepa de M. fermentans, linea Uu
cepa de U. urealyticum y linea A muestra de agua.

Los cebadores Moll-1 y Moll-2 estan reportados por Deng et al., para el estudio de
contaminaciones por especies de mollicutes en lineas celulares (Deng et al., 1992). Estos
autores en sus experimentos primero realizan una PCR con los cebadores Moll-1 y Moll-2
para amplificar un fragmento de 1500 pb y posteriormente estos fragmentos son
identificados mediante un método basado en cortes con enzimas de restriccién, obteniendo
patrones de fragmentos diferentes para cada una de las especies de micoplasmas, conocidas
como contaminantes de lineas celulares. En nuestra investigacion, estos cebadores se
utilizan para la deteccion de mollicutes en muestras de cultivos primarios de cepas de
referencia y de muestras clinicas de pacientes con sintomas respiratorios positivos y

negativos al VIH.

Shahhosseiny et al., reportan un método de PCR basado en la deteccion de fragmentos

complementarios al gen del ARNr 16S, para la deteccion de mollicutes con una alta
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sensibilidad, especificidad, rapidez y reproducibilidad. (Shahhosseiny et al., 2010). La
utilizacion de este gen se justifica principalmente al utilizar como diana las regiones
variables, donde se reporta la mayor especificidad para cada especie de micoplasmas

(Johansson et al., 1995).

4.1.1.2 Método de la PCR-Anidada para la identificacion de M. pneumoniae,

M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum

Los resultados de las PCR-Anidadas, usando los cebadores especie-especificos del gen del
ARNr 16S para cada una de las 4especies se muestran en la figura 2. Los resultados
mostraron amplificaciones de fragmentos de ADN correspondiente a sus secuencias
homdlogas. Asi, se obtuvieron fragmentos de tallas especificas para cada una de las
especies. En la figura 2a, se observa una banda de 277 pb con el ADN de M. pneumoniae y
no con el de otras especies estudiadas, de igual manera en la figura 2b se muestra una banda
de 281 pb con el ADN de M. hominis, y en las figuras 2c y 2d se observan bandas de 272

pby 311 pb con los ADN de M. fermentans y U. urealyticum, respectivamente.
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PM Mp Mh Mf Uu A PM Mp Mh Mf Uu A

281pb

2a. PCR-Anidado para M. pneumoniae 2b. PCR-Anidado para M. hominis
PM Mp Mh Mf Uu A PM Mp Mh Mf Uu A

272pb 311pb

2c. PCR-Anidado para M. fermentans 2d. PCR-Anidado para U. urealyticum

Fig. 2. Electroforesis en geles de agarosa al 2% de los amplicones de las PCR-Anidada para
cada especie de mollicutes. Lineas PM Patron de peso molecular VIII-Roche, lineas Mp cepa
de M. pneumoniae, lineas Mh cepa de M. hominis, lineas Mf cepa de M. fermentans, lineas Uu
cepa de U. urealyticum y lineas A muestra de agua.

van Kuppeveld et al., reportan juegos de cebadores especies-especificos para amplificar
fragmentos de regiones variables de gen del ARNr 16S (van Kuppeveld et al., 1992). A
partir de este reporte nosotros seleccionamos los juegos de cebadores especificos para
M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum para ser utilizados en una
PCR-Anidada especie-especifica. Fue necesario disefiar un programa de amplificacion a
partir de las Tm conocidas de cada cebador y las tallas de los fragmentos a amplificar por la
PCR-Anidada. Con el programa y las demas condiciones establecidas se identifican por
separado cada una de las cepas de referencia seleccionadas en esta investigacion, como se

observa en la figura 2.

El gen del ARNr 16S es ampliamente utilizado como diana para el diagnostico molecular

de infecciones por micoplasmas, asi como también para estudios filogenéticos (McAuliffe
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et al., 2003). Hashimoto et al., realizan un estudio en pacientes seropositivos al VIH para la
deteccion de especies de micoplasmas y ureaplasmas, combinando un método de PCR
basado en el gen ARNr 16S y la secuenciacion de los amplicones obtenidos, para el
posterior andlisis filogenéticos; como resultados obtienen 15 prototipos de cepas
correspondientes a: M. genitalium (11,2%), M. hominis (5,9%) y U. urealyticum (70,6%);
demostrando la factibilidad de utilizar la molécula del ARNr 16S como diana para el
diagnéstico de infecciones y estudios filogenéticos sobre estos microorganismos

(Hashimoto et al., 2006).

Otros métodos de PCR-Anidada estan reportados para la deteccion de especies de
micoplasmas por varios autores (Nadal et al., 2001; Sung et al., 2006; Yang et al., 2010 y
Cheong et al., 2011). Uno de estos métodos de PCR-Anidada se desarrolla para la deteccion
de 13 especies de micoplasmas en muestras de cultivo de células, detectando de una a dos
copias del ADN diana sin evidenciar reacciones cruzadas con otros microorganismos, por
lo que se sugiere la utilizacion de la PCR-Anidada como una herramienta efectiva para el

diagnostico de contaminaciones por micoplasmas (Sung et al., 2006).

4.1.2 Estimacion de frecuencia de micoplasmas y ureaplasmas en muestras clinicas de

pacientes con sintomas respiratorios

De las 172 muestras de esputo estudiadas, se obtuvieron por cambio de coloracién 54
(31,4%) cultivos primarios positivos y de ellos 48 (89%) fueron positivos a la clase
Mollicutes por la PCR-Simple, correspondiendo significativamente el mayor porcentaje a

pacientes positivos al VIH, en los que se registrd6 una frecuencia de infeccién por
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micoplasmas cinco veces mayor que en los paciente negativos al VIH (RP = 5,08, IC 95%

2,40 — 10,74). Estos resultados se muestran en la tabla 13.

Tabla 13: Deteccion de la clase Mollicutes en muestras de pacientes con sintomas
respiratorios positivos y negativos al VIH.

Clase Mollicutes
Grupo de Valor de RP
pacientes Positivos Negativos D (1C-95%)
n % n %
Poi}tl':")s al | 4 750 | 46 | 371 5,08
0.000 (2,40-10,74)
Ne%fﬂjosa' 12 250 | 78| 629 e
Total 48 100,0 124 100,0

Fuente: LNRIM-IPK

La alta positividad de micoplasmas y ureaplasmas en pacientes positivos al VIH (75%) con
sintomas respiratorios fue significativamente tres veces mayor que en el grupo de pacientes
negativos al VIH (25%) con iguales sintomas. Estos resultados son mayores a los reportados
por Shankar et al., quienes encontraron una frecuencia dos veces mayor de especies de
micoplasmas en el tracto respiratorio de pacientes positivos al VIH (36%) que en los
negativos al VIH (16,6%) (Shankar et al., 2005). Numerosas observaciones reportan la
existencia de varias especies de mollicutes como cofactores en el desarrollo del sida en
pacientes positivos al VIH (Lo, 1992; Montagnier et al., 1993; Waites y Taylor-Robinson,

2007).
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En nuestro estudio por la PCR-Anidada se identifican las especies de micoplasmas y
ureaplasmas en el 70,8% (34/48) de las muestras clinicas, mientras el 29,2% (14/48) no se

identificaron.

En la tabla 14 se muestran los resultados de la identificacion por la PCR-Multiple de las
especies de mollicutes, segun los grupos de pacientes con sintomas respiratorios positivos y
negativos al VIH. Obsérvese que la especie M. hominis se identifico con mayor frecuencia
(36,1%) en los pacientes positivos al VIH, mientras que M. pneumoniae fue la de mayor
frecuencia (75%) en los pacientes negativos a este virus, resultados estadisticamente
significativos. Otras especies que solo se identificaron en los pacientes positivos al VIH
fueron M. fermentans (5,6%) y U. urealyticum (5,6%). Ademas, existié coinfeccion en
ambos grupos de pacientes entre U. urealyticum y M. pneumoniae y entre U. urealyticum y
M. hominis; quedando la mayor frecuencia de especies (36,1%) sin identificar en el grupo

de pacientes positivos al VIH.

Tabla 14. Frecuencia de especies de micoplasmas y ureaplasmas en pacientes
positivos a la clase Mollicutes.

_ Grl_Jpo de pacientes . Valor de
Especies VIH positivos | VIH negativos
n % n % P
M. pneumoniae 1 2,7 9 75,0 0,000
M. hominis 13 36,1 0 0 0,014
M. fermentans 2 5,6 0 0 0,404
U. urealyticum 2 5,6 0 0 0,404
U. urealyticum y M. pneumoniae 2 5,6 1 8,3 0,730
U. urealyticum y M. hominis 3 8,3 1 8,3 1,000
Especies no identificadas 13 36,1 1 8,3 0,667
Total 36 100 12 100

Fuente: LNRIM-IPK

73



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Desde el afio 1998, Cultrera et al., detectan por PCR las especies de M. fermentans y
M. salivarium en muestras de esputo y lavados bronquiales de pacientes positivos al VIH,
ademas de M. hominis y U. urealyticum, resaltando que estas dos Ultimas especies es un
hallazgo no esperado, por ser especies del tracto urogenital, y sugieren que éstas pueden
tener un rol en determinar o exacerbar infecciones del trato respiratorio en pacientes

positivos al VIH (Cultrera et al., 1998).

Ainsworth et al., realizan un estudio para la deteccion de M. fermentans en muestras de
lavados bronquiales y en muestras de sangre de pacientes positivos al VIH, y demuestran
que esta especie pueden presentarse como oportunista y causar enfermedades en pacientes

inmunodeprimidos (Ainsworth et al., 2000).

En nuestro estudio M. pneumoniae se detecta en un 2,7% de los pacientes positivos al VIH,
lo que difiere de lo reportado por Nadagir et al., quienes a través de un sistema ELISA-IgM
detectan un 32% de muestras positivas a M. pneumoniae en pacientes de edad pediatrica
infectados con el VIH (Nadagir et al., 2010). Estas diferencias se explican por el tipo de

muestra, método de deteccidn y edades de los pacientes, que difieren en cada estudio.

M. hominis, M. fermentans, M. penetrans, M. pirum y M. genitalium, son especies aisladas
de pacientes positivos al VIH (Grau et al, 1993; Waites y Taylor-Robinson, 2007;
McGowin et al., 2009; Jian-Ru et al., 2011). En nuestro estudio se identifican dos de estas
especies (M. hominis y M. fermentans), las otras tres no son identificadas, las que pueden

estar incluidas en el 36,1% de muestras no identificadas, como se muestra en la tabla 13.
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Con relacion al diagnostico de infecciones por micoplasmas, varios métodos
microbioldgicos son reportados y evaluados, siendo la PCR la de mejores resultados y
recomendada para el diagnéstico de infecciones por estos microorganismos (Amores et al.,
2010). Uno de los estudios realizado es el de She et al., quienes comparan métodos de
cultivo, serolégicos para IgM y PCR, para el diagnostico de M. pneumoniae Yy
Chlamydia pneumoniae. Estos autores demuestran la baja sensibilidad y el bajo
rendimiento del cultivo, concluyendo en su trabajo que el diagnostico de estos patdgenos
no es recomendado realizarlo por el método de cultivo, y debe ser eliminado del

diagndstico de rutina (She et al., 2010).

4.2 Desarrollo de un método de PCR-Mudltiple para el diagnostico de U. parvum y
U. urealyticum e identificacion de la frecuencia de estas especies y de M. hominis en el

tracto genital de mujeres infértiles y fértiles

4.2.1 Validacién del método de la PCR-Multiple para U. parvum y U. urealyticum

4.2.1.1 Métodos de la PCR-Simple para U. parvum y U. urealyticum

Para la amplificacién de ADN por las PCR-Simple en estudio se evaluaron dos programas,
con el #1 (Ta 55°C) se obtuvieron fragmentos especificos de ADN en el PCR-Simple para
U. parvum, mientras en el PCR-Simple para U. urealyticum se obtuvieron fragmentos
inespecificos. Al aumentar la Ta a 57°C, correspondiente al programa #2, en la PCR-

Simple para U. parvum se mantuvo la amplificacion de fragmentos de 812 pb con el ADN
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de U. parvum (figura 3a) y en la PCR-Simple de U. urealyticum se logré la amplificacion

solo de fragmentos de 418 pb con el ADN de U. urealyticum (figura 3b).

PM Up Up Uu Uu A PM Up Up Uu Uu A

114
902
812pb 6w

1114
902

692

3a. PCR-Simple para U. parvum 3 b. PCR-Simple para U. urealyticum

Fig. 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de las PCR-Simple. Lineas PM
patrén de peso molecular VIII-Roche, lineas Up cepa de U. parvum, lineas Uu cepa de
U. urealyticum y lineas A muestra de agua.

Con estos resultados se demuestran que en dependencia de las Tm de los cebadores y las Ta
seleccionadas para los programas de la PCR, se obtienen fragmentos de ADN de mayor

especificidad (Saiki et al., 1985; Sambrook et al., 1989,; Bacich, 2011).

4.2.1.2 Método de la PCR-Mudltiple para U. parvum y U. urealyticum

En la PCR-Mdltiple, al utilizar en una misma reaccion los dos juegos de cebadores
especificos para U. parvum y U. urealyticum y la Ta de 57°C, se obtuvieron
amplificaciones de fragmentos con tallas de 812 pb con el ADN de U. parvum y

fragmentos de 418 pb en el ADN de U. urealyticum, como se muestra en la figura 4.
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1m4
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Fig. 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de las PCR-Mdltiple.
Linea PM patrdn de peso molecular VIII-Roche, lineas Up cepa de U. parvum, lineas
Uu cepa de U. urealyticum, linea A muestra de agua.

Los resultados que se obtiene por la PCR-Multiple realizada en esta investigacion
coinciden con lo reportado por Kong et al., quienes le confirieren gran importancia a los
cebadores complementarios a regiones espaciadoras, las que muestran mayor
heterogeneidad entre las especies de un mismo género (Kong et al., 2000). Ademas, en la
tesis se demuestra que la seleccion de cebadores complementarios a regiones de genes
diferentes, facilita la identificacion de las especies por electroforesis en geles de agarosa,

segun la talla de los fragmentos amplificados.

De seleccionar juegos de cebadores para cada una de las especies y complementarios a una
misma region, se obtienen fragmentos de ADN con tallas similares o iguales, aunque con
secuencias diferentes, siendo necesario realizar otras técnicas moleculares, como
secuenciaciones de ADN o cortes con enzima de restriccion para la identificacion de las

especies (Pitcher et al., 2001).
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Gupta et al., reportan un método de PCR-Mdiltiple para amplificar fragmentos de 448 pb y
403 pb, especificos para U. parvum y U. urealyticum, respectivamente, y complementarios
ambos al gen mba como molécula diana (Gupta et al., 2008). En nuestro estudio, con los
cebadores seleccionados complementarios a genes diferentes, se obtienen fragmentos de
tallas distantes (812 pb y 418 pb), lo que permite identificar las especies con mayor

facilidad mediante electroforesis submarina.

Cao et al., Yoshida et al. y Xiao et al., refieren un método de PCR en Tiempo Real (PCR-
TR) para la deteccidn, identificacion y cuantificacion de U. urealyticum y U. parvum con
mayor sensibilidad y rapidez, al compararlo con los métodos de cultivo y la PCR
convencional, y reportan la utilidad de la PCR-TR en estudios sobre la patogénesis y la
epidemiologia de las infecciones por ureaplasmas en el humano (Cao et al., 2007; Yoshida

et al., 2007; Xiao et al., 2010).

4.2.2 ldentificacion de la frecuencia de U. parvum, U. urealyticum y M. hominis, en

muestras clinicas de mujeres infértiles y fértiles

En la tabla 15 se muestran los resultados de la distribucion porcentual de micoplasmas
urogenitales por grupos de estudio, vea que fueron positivas a micoplasmas urogenitales el
68% vy el 35% de mujeres infértiles y fértiles, respectivamente, siendo la frecuencia de
infeccion por micoplasmas y ureaplasmas tres veces mayor en las mujeres infértiles con

respecto a las fértiles (RP = 3,88, IC 95% 2,40 - 6,28).
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Tabla 15. Distribucion porcentual de micoplasmas urogenitales por grupos de estudio.

Deteccion de Grupos de estudio Valor de P
micoplasmas Mujeres infértiles | Mujeres fértiles (1C-95%)
urogenitales B % n % P 0
Positivas 102 68,0 53 35,0 388
0.0000 | 5 40-6.28)
Negativas 48 32,0 97 65,0 : :
Total 150 100,0 150 100,0

Fuente: LNRIM-IPK

La mayor frecuencia de micoplasmas urogenitales en el grupo de pacientes infértiles,
coincide con lo reportado en la literatura sobre el tema de infertilidad e infecciones por
micoplasmas y ureaplasmas. Fenkci et al., reportan un 56% y 39% de frecuencia de
micoplasmas urogenitales en mujeres infértiles y fértiles, respectivamente (Fenkci et al.,

2002), lo que coincide con nuestros resultados.

El estuche comercial MFE-2, ver figura 5, refiere el diagndstico de M. hominis y
U. urealyticum, utilizando la antigua clasificacion taxondmica sobre U. urealyticum, que
incluye el biovar parvum y biovar T960, con 4 y 10 serovariantes, respectivamente.

Muestra negativa a Muestra positiva a
micoplasmas urogenitales U. urealyticum (biovar parvum o T960)

e

Fig. 5. Galerias del estuche comercial MFE-2 para el diagndstico de

M. hominis y U. urealyticum.
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En el afio 2000 se reconoce al biovar parvum como U. parvum con 4 serovariedades y al
biovar T960 como U. urealyticum con 10 serovariedades. Por lo que mediante los métodos
de cultivo bacteriologico y estuches de diagndsticos comerciales, como el MFE-2, el
resultado obtenido solo refiere la identificacion del genero Ureaplasma, siendo necesario la
identificacion de las especies por métodos moleculares basados en el ADN o anticuerpos

monoclonales (Kong et al., 2000).

En la tabla 16 se muestran los resultados de la frecuencia de especies de micoplasmas y
ureaplasmas en mujeres infértiles y fértiles, segin los métodos de laboratorios utilizados.
Obsérvese que la frecuencia de U. parvum (38%) y U. urealyticum (22,6%) fue mayor en
mujeres infértiles, mientras M. hominis (30,7%) fue la de mayor frecuencia en las mujeres
fertiles, resultados que mostraron diferencias estadisticamente significativa. Por ultimo,
prevalecio el mayor hallazgo de negatividad a micoplasmas y ureaplasmas en las mujeres
fértiles (64,7%) con respecto a las infértiles (32%), existiendo de igual manera diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla 16. Frecuencia de especies de micoplasmas y ureaplasmas en mujeres infertiles
y fértiles, segun los métodos de laboratorios utilizados.

Grupos de estudio
Especies Mujeres infértiles | Mujeres fértiles Valor de
n % n % P
U. parvum 57 38,0 5 3,3 0,000
U. urealyticum 34 22,6 2 1,3 0,000
M. hominis 10 6,7 46 30,7 0,000
M. hominis y Ureaplasma spp. 1 0,7 0 0 1,000
Negativas 48 32,0 97 64,7 0,000
Total 150 100,0 150 100.0

Fuente: LNRIM-IPK

80



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Desde el afio 1998, Elias et al. reportan el 18,2% de U. urealyticum (biovar parvum o T960)
y el 3% de M. hominis en exudados endocervicales, de 33 mujeres con el diagndstico de
infertilidad (Elias et al., 1998). Por otra parte, Witkin et al. detectan que el 62.1% de las
muestras endocervicales de mujeres infértiles presentaban U. urealyticum (biovar parvum o
T960) y en el 2.1% M. hominis (Witkin et al.,2000). En el 2008, Imudia et al., reportan en
pacientes infértiles mayor frecuencia (20,1%) de U. urealyticum (biovar parvum o T960),
con relacion a M. hominis (1,3%) (Imudia et al., 2008). Estos reportes, coinciden con los

resultados presentados en esta tesis.

Debattista et al., obtienen un 28,2% de U. parvum en mujeres infértiles y no identifican
M. hominis (Debattista et al., 2004). Otros investigadores, como Borovkova et al. en el
2011, realizan un estudio de la microbiota del tracto genital de parejas infértiles, y
encuentran mayor infeccién a U. parvum (59%) (Borovkova et al., 2011). Estos resultados

coinciden con los obtenidos en esta tesis.

En la literatura consultada, U. parvum se detecta con mayor frecuencia en mujeres infértiles,
sin embargo en hombres infértiles Zeighami et al., reportan una prevalencia mayor de

U. urealyticum (9%) que de U. parvum (3%) (Zeighami et al., 2009).

En esta tesis, la frecuencia de M. hominis fue mayor en mujeres fértiles, estos resultados
coinciden con lo reportado por Elias et al., Witkin et al., Debattista et al. e Imudia et al.

(Elias et al., 1998; Witkin et al., 2000; Debattista et al., 2004; Imudia et al., 2008).
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4.3 Desarrollo de un método de PCR-Simple para el diagnéstico de M. genitalium

4.3.1 Método de PCR-Simple para M. genitalium

Ensayo de especificidad de la PCR-Simple para M. genitalium

Por la PCR-Simple al amplificar el ADN de referencia de M. genitalium con los cebadores
especificos para el gen del ARNr 16S (MGF-MGR) se obtuvieron fragmentos de 427 pb
(figura 6A), a su vez con los cebadores del gen de la proteina de adhesién (MgPaF-MgPaR)
se obtuvieron fragmentos de 78 pb (figura 6B). No se visualizaron amplificaciones en las
muestras de ADN de las cepas de M. hominis, U. parvum y U. urealyticum (figuras 6A y

6B), lo que confirma la especificidad de la PCR-Simple utilizada.

A. PCR-Simple - Gen ARNr 16S B. PCR-Simple - Gen PaMg
PM Mg Mh Uu Up A

Mh Uu Up A

g g 8 88

Fig. 6. Electroforesis en gel de agarosa al 4% de los productos de las PCR-Simple. Lineas PM
patrén de peso molecular de 50 pb - Invitrogen, lineas Mg cepa de M. genitalium, lineas Mh cepa
de M. hominis, lineas Up cepa de U. parvum, lineas Uu cepa de U. urealyticum y lineas A
muestra de agua.

El programa de amplificacion disefiado y las concentraciones de las mezclas de reacciones
para los dos juegos de cebadores MGF-MGR y MgPaF-MgPaR, permiten obtener

resultados de especificidad que coinciden con los reportes realizados en el 2003 y en el
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2004 por Jensen et al. Estos autores utilizan los dos juegos de cebadores para amplificar
fragmentos especificos del gen del ARNr 16S y del gen mgpa de la proteina de adhesion de

M. genitalium (Jensen et al., 2003; Jensen et al., 2004).

Sensibilidad la PCR-Simple para M. genitalium

En la figura 7 se muestra los resultados de las dos PCR-Simple a partir de las diluciones del
ADN de referencia de M. genitalium, véase que se obtuvieron bandas de amplificaciones
hasta una concentracion de 1,2 fg/uL con los cebadores del gen del ARNr 16S (figura 7A),
que corresponde a tres copias del genoma/uL, mientras que con los cebadores del gen de la
PaMg se obtuvo amplificacion hasta 12 fg/uL (figura B), correspondiendo a 30 copias de
genoma/ulL.

A. PCR-Simple Gen ARNr 16S B. PCR-Simple Gen PaMg

PM123456®89PM12345®789

Fig. 7. Electroforesis en gel de agarosa al 4% de los productos de las PCR-Simple.
Lineas PM patrén de peso molecular VIII-Roche, lineas de la 1 a la 8
concentraciones de ADN de M. genitalium y lineas 9 agua.

El ensayo de la PCR-Simple, con muestras de ADN de referencia, es diez veces méas

sensible con el juego de cebadores del ARNr 16S que con el juego de cebadores del gen de
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la proteina de adhesion. En muestras de ADN de referencia se describe que la secuencia del
gen del ARNr 16S es relativamente estables y por tanto contiene pocos o ningln
polimorfismo en la poblacion de M. genitalium. Sin embargo, los antigenos expresados en
la superficie muchas veces tienen secuencias de genes inestables, y se reporta estas
variaciones en el gen de la proteina MgPa de M. genitalium (Edberg et al., 2008). Este

analisis es valido en la interpretacion de nuestros resultados.

4.3.2 ldentificacion mediante la PCR-Simple de M. genitalium en muestras clinicas de

hombres con uretritis no gonocdcica

De las muestras clinicas de exudado uretral estudiadas el 79,4% (27/34) fueron positivas a
la clase Mollicutes. En la figura 8 se observan las muestras positivas a M. genitalium por la
PCR-Simple con el juego de cebadores complementarios al gen del ARNr 16S, por donde
se obtuvieron el 7,4% (2/27) de muestras positivas a M. genitalium, mientras por la PCR-
Simple con los cebadores del gen mgpa se obtuvieron el 14,8% (4/27) de muestras positivas

a M. genitalium.
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Fig. 8. Muestras positivas por las PCR-Simple utilizando los juegos de cebadores
complementarios al gen del ARNr 16S y al gen mgpa de M. genitalium.
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Nuestros resultado coinciden con el reporte realizado por Hardick et al. y Shipitsyna et al,
quienes desarrollan un método de PCR para multiples genes como diana y encuentran un
mayor nimero de muestras positivas al utilizar la region del gen mgpa (Hardick et al.,

2006; Shipitsyna et al., 2009).).

Edberg et al., realizan un estudio comparativo entre tres métodos: PCR-ARNr 16S, PCR-
TR-ARNr 16S y PCR-TR mgpa para la deteccion de M. genitalium en muestras clinicas, y
demuestran que la region diana del ARNr 16S es menos sensible para la deteccion de
M. genitalium en muestras clinicas con respecto a otros sitios, como el de la proteina de
adhesion MgPa, con la que se obtienen los mejores resultados de sensibilidad y

especificidad mediante la PCR en Tiempo Real (Edberg et al., 2008).

Manash et al., utilizan un método de PCR para el gen mgpa y detectan M. genitalium con
mayor frecuencia en casos con UNG y positivos al VIH (7,7%) que en los casos negativos
al VIH (3,3%). Estos autores demuestran que los pacientes con UNG tienen mas riesgo de
ser infectados por micoplasmas genitales, independientemente de ser positivo o negativo al

VIH (Manash et al., 2009).

Nuestros resultados coinciden con la necesidad de establecer en la practica clinica el
diagndstico de M. genitalium en los pacientes con UNG, mediante la amplificacion del
ADN por la PCR utilizando los juegos de cebadores complementarios al gen de la proteina

de adhesion.
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4.4 Desarrollo de una PCR-Multiple para identificar M. genitalium, M. hominis,
U. parvum y U. urealyticum y conocer la frecuencia de estas especies en pacientes con

sintomas urogenitales

4.4.1 Método de PCR-Multiple para la identificacion de M. genitalium, M. hominis,

U. urealyticum y U. parvum con ADN de referencia

En la amplificacion del ADN de las cepas de referencia por el método de la PCR-Muiltiple,
con los programas #1 (Ta 55°C) y #3 (Ta 60°C) no se lograron amplificaciones al unisono
de fragmentos especificos de las cuatro muestras del ADN de referencia. Sin embargo, con
el programa #2 (Ta 57°C) se obtuvieron resultados especificos para cada ADN de las cepas
de referencia estudiadas (figura 9), visualizandose fragmentos de 812 pb en el ADN de
U. parvum, fragmentos de 418 pb en el ADN de U. urealyticum, fragmentos de 280 pb en

el ADN de M. hominis y fragmentos de 78 pb en el ADN de M. genitalium.

PM Agua U.pqrvum U.ur(?alyticum M. hon|1inis M.genlitalium

Fig. 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los amplicones de PCR-Mdiltiple.
Linea PM Patr6n de peso molecular de 50 pb - Invitrogen.
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Los resultados que se obtienen confirman la factibilidad de la PCR-Multiple como una
herramienta para la identificacion de especies bacterianas, e incluso de virus y parasitos,

segun lo reportan Mclver et al. (Mclver et al., 2009)

Vojdani et al., desarrollan una PCR-Mdiltiple para detectar M. fermentans, M. hominis y
M. penetrans en pacientes con sindrome de fatiga cronica, fibromialgia, artritis reumatoide,
y sindrome de la guerra del golfo, este ensayo rapido y eficiente permite detectar estas tres
especies de micoplasmas, potencialmente patdgenas, en muestras clinicas (Vojdani et al.

1999).

Numerosos autores utilizan los métodos de diagndsticos basados en la PCR-Multiple para
la identificacion de especies de micoplasmas y ureaplasmas asociadas con infecciones del
tracto genitourinario, en los que se reportan una alta sensibilidad y especificidad al
compararlos con otros métodos de diagnosticos, considerando a la PCR-Multiple una
herramienta eficaz para la identificacion de estos microorganismos. (Stellrecht et al., 2004;
Daxboeck et al., 2005; Workowski y Berman, 2006; Takahashi et al., 2006; Shim et al.,

2010; Diaz et al., 2010; Kim et al., 2011).

4.4.2 Estimacion de la frecuencia de la M. genitalium, M. hominis, U. parvum y

U. urealyticum en muestras clinicas de mujeres y hombres con sintomas urogenitales

Muestras clinicas de mujeres

De los cultivos primarios, correspondientes a las muestras clinicas de las mujeres con

sintomas urogenitales, el 94% (47/50) fueron positivos a la clase Mollicutes y el 6% (3/50)
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fueron negativos. En las muestras positivas a mollicutes se identificd la especie infectante

en el 91,5% (43/47), mientras que el 8,5% (4/47) quedo sin identificar.

En la figura 10 se muestran los resultados de la identificacion de la especies de micoplasmas
y ureaplasmas realizada por la PCR-Mdltiple, donde U. parvum fue la especie de mayor
frecuencia identificada (74,5%), con un porcentaje mayor que el de M. hominis (6,4%) y

M. genitalium (6,4%), seguido por U. urealyticum (2,1%).
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Fig. 10. Frecuencia de especies de micoplasmas y ureaplasmas en mujeres con sintomas
urogenitales. LNRIM-IPK, 2009.

De Francesco et al., desarrollan un método de PCR para identificar en cultivos de muestras
de exudado endocervical positivos a ureaplasmas, las especies de U. parvum vy
U. urealyticum, referidos como biovar Parvo y T960, respectivamente. Estos autores

encuentran U. parvum en el 86% de las muestras y U. urealyticum en el 14% (De
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Francesco et al., 2009). Estos resultados coinciden con los de nuestro estudio, donde el
mayor porcentaje detectado corresponde a U. parvum (74,5%) y el menor a U. urealyticum

(2,1%).

Abelé-Horn et al., Kong et al. y Picther et al., también encuentran en sus estudios a
U. parvum con mayor frecuencia que U. urealyticum (Abelé-Horn et al., 1997; Kong et al.,

1999; Picther et al., 2001).

La frecuencia de deteccion de M. genitalium encontrada en nuestro trabajo en las mujeres
con sintomas urogenitales (6,4%), coincide con la determinada por Anagrius et al., los que
encuentran un 6,3% de muestras positivas de un total de 405 mujeres estudiadas (Anagrius

et al., 2008).

En un estudio realizado por Gaydos et al., encontrn a M. genitalium como el agente
infeccioso de mayor prevalencia en mujeres con cervicitis (Gaydos et al., 2009); mientras
que Kataoka et al., estudiando mujeres embarazadas con amenaza de parto prematuro

reportan un 0,8% de positividad a M. genitalium (Kataoka et al., 2006).

En el grupo de muestras positivas a la clase Mollicutes, en las que no se identificaron las
especies de micoplasmas (8,5%), pueden estar incluidas otras especies tales como
M. fermentans, M. primatum, M. spermatophilum y M. pirum, inclusive M. pneumoniae,
que aunque esta Ultima es una especie del tracto respiratorio, puede causar infecciones

urogenitales (Waites y Talkington, 2004; Waites y Taylor-Robinson, 2007).
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Muestras clinicas de hombres

De los cultivos primarios correspondientes a las muestras clinicas de los hombres con UNG

el 79,4% (27/34) fueron positivas a la clase Mollicutes y el 20,6% (7/34) fueron negativas.

Manash et al., en un estudio sobre micoplasmas genitales en hombres con UNG utilizan
métodos bacterioldgicos para el diagnéstico de M. hominis y U. urealyticum, y de PCR para
el diagnostico de M. genitalium. Estos autores obtienen un 6% de muestras positivas a
micoplasmas urogenitales (Manash et al. 2009). En nuestro estudio se reporta el 79,4% de
positividad, cifra superior a la reportada por estos autores. Numerosos factores pueden
influir en las diferencias encontradas, entre estos se pueden citar los métodos de laboratorio
utilizados, como la PCR-Simple y PCR-Mdltiple, que son sensibles, especificos, rapidos y
faciles para identificar micoplasmas urogenitales en muestras clinicas (Stellrecht et al.,

2004, Workowski y Berman, 2006; Shim et al., 2010).

En la figura 11 se muestran los resultados de la identificacién por la PCR-Mdiltiple de las
especies de micoplasmas y ureaplasmas identificadas. M. hominis fue la especie de mayor
frecuencia (18,5%), seguida de M. genitalium (14,8%), U. urealyticum (11,1%) y U. parvum
(3,7%), ademas de un grupo de muestras con coinfeccién entre U. parvum y M. hominis
(7,4%). El 44,5% correspondié a muestras en las que no se identificaron las especies en

estudio.
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Fig. 11. Frecuencia de especies de micoplasmas y ureaplasmas en hombres con uretritis no
gonocdcica. LNRIM-IPK, 20009.

Amirmozafari et al. y Férandon et al., realizan estudios de comparacion entre los métodos
de cultivo y los de la PCR para la deteccion de especies de micoplasmas genitales
(M. hominis, M. genitalium y U. urealyticum) en muestras clinicas de pacientes con
infecciones urogenitales. Estos autores obtienen mayor sensibilidad por el método de la
PCR y recomiendan su uso para el diagnostico de infecciones por micoplasmas

(Amirmozafari et al., 2009; Férandon et al., 2011).

En nuestra investigacion se detecta con mayor frecuencia M. hominis; esta especies es la
primera aislada en humanos y frecuenta el tracto genital femenino (Cedillo-Ramirez et al.,
2000). Esta especie puede ser transmitida al hombre por contacto sexual y ser causa, no
solo de UNG, sino también de otras infecciones urogenitales (Keane et al., 1997). Por otro

lado, en estudios realizados por Barykova et al. en el 2010 y el 2011, se detecta M. hominis
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con mayor frecuencia en pacientes con cancer de prostata (CaP) (Barykova et al., 2010;
Barykova et al., 2011). Estos resultados, junto a hallazgos anteriores sobre la relacién de
micoplasmas y el sistema inmunolédgicos (Namiki et al., 2009), sugieren que la infeccion
por micoplasmas pueda estar involucrada con el desarrollo de CaP, y por consiguiente el
diagndstico oportuno de estos microorganismo pueden ser un marcador potencial para la

prevencion y tratamiento de esta enfermedad (Barykova et al., 2011).

Con relacion a los resultados de un 14,8% de positividad a M. genitalium, esto coincide con
lo reportado por Gubelin et al. , quienes mediante un método de PCR detectan esta especie

en el 13,04% de los pacientes con UNG (Gubelin et al., 2006).

U. urealyticum, se identifica en un 11,1% de las muestras, siendo otra de las especies de
ureaplasma reportada con mayor frecuencia en pacientes con UNG. Deguchi et al., realizan
un estudio para determinar la asociacién entre las especies de ureaplasma y UNG, y
encuentran un mayor porcentaje en muestras positivas a U. urealyticum (15,8%) que a
U. parvum (8,5%), y concluyen que U. urealyticum puede jugar un potencial patogénico en
el desarrollo de la UNG en hombres (Deguchi et al., 2004). Estos resultados coinciden con
los obtenidos en esta tesis, y con el reporte de Couldwell et al. en el 2010, quienes incluyen
en su estudio hombres heterosexuales con UNG y encuentran también mayor positividad a

U. urealyticum con relacion a U. parvum (Couldwell et al., 2010).

Keane et al. y Manhas et al., realizan estudios para conocer la asociacion de micoplasmas

urogenitales en pacientes con UNG positivos al VIH; y encuentran igual riesgo de ser

92



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

infectados con M. genitalium, M. hominis y U. urealyticum en los pacientes positivos al

VIH y en los pacientes negativos a este virus (Keane et al., 2000; Manhas et al., 2009).

En pacientes con sintomas urogenitales se describen aislamientos de otras especies de
micoplasmas, como M. penetrans en muestras uretrales de hombres con UNG aguda, al
igual que M. fermentans, M. spermatophilum e incluso M. pneumoniae (Waites y
Talkington, 2004; Waites y Taylor-Robinson, 2007). Estas especies pueden estar incluidas
en el porcentaje (44,5%) de las muestras positivas a la clase Mollicutes que no son

identificadas en nuestro estudio.

M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum y U. parvum son estudiadas por Gdoura et al.,
quienes utilizan un método molecular basado en una PCR de hibridacion en micro placa y
refieren la rapidez y sencillez del método para la identificacion de estas especies y la

realizacion de estudios epidemioldgicos (Gdoura et al., 2007).

4.5 Consideraciones generales

En el presente trabajo se expresan los resultados del diagndstico de especies de
micoplasmas y ureaplasmas reportadas por primera vez en pacientes cubanos con sintomas

respiratorios y urogenitales, asi como también en mujeres infértiles.

El diagndstico microbioldgico que se realiza a través de métodos moleculares, como la
amplificacion del ADN por la PCR y sus variantes, demuestra ser una herramienta de
avanzada por su alta sensibilidad, especificidad y rapidez, sobre todo en la deteccién de

patdgenos extremadamente exigentes en su viabilidad y multiplicacion in vitro, como son
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las especies de la clase Mollicutes, que por su pequefio tamafio requieren de nutrientes
esenciales para su multiplicacién, como también por carecer de pared celular son
extremadamente sensibles, principalmente a los cambios osméticos y pH; lo que influye
marcadamente en los resultados del laboratorio, sobre todo si estos se obtienen por métodos
tradicionales, como el cultivo bacterioldgico seguido de pruebas bioquimicas y seroldgicas;

las que son laboriosas, requieren de tiempo, asi como de personal especializado.

En el LNRIM-IPK, a partir del afio 1994 se desarrolla el diagndstico microbioldgico para la
deteccion de micoplasmas y ureaplasmas en muestras clinicas de pacientes con sintomas
respiratorios y urogenitales, y mas tarde en muestras clinicas de mujeres y hombres
infértiles. El diagnostico, en un inicio, se realizaba sélo por los métodos tradicionales del
cultivo bacterioldgico en medios liquido y solido, seguido de pruebas bioquimicas para la
identificacion de M. hominis y U. urealyticum en muestras del tracto urogenital y
de M. pneumoniae en muestras del tracto respiratorio. Sin embargo, era necesario ampliar
el diagndstico hacia otras especies también asociadas a enfermedades en el hombre; por lo
que se desarrollan variantes del método de la PCR para diagnosticar un mayor nimero de

especies pertenecientes a la clase Mollicutes en individuos cubanos.

En un primer estudio se desarrolla una variante molecular basada en una PCR-Simple
seguida de una PCR-Anidada, previamente se utilizan cepas de referencia para validar estas
variantes de PCR, con la que se obtienen resultados satisfactorios. La aplicacion de estas
variantes de PCR se realiza en muestras clinicas de pacientes con sintomas respiratorios
positivos y negativos al VIH. A las muestras clinicas se les realizan un “cultivo primario” en

medio selectivo para micoplasmas, lo que facilita el crecimiento inicial de estos
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microorganismos, ademas de diluir inhibidores y atenuar posibles bioldgicos presentes en

las muestras clinicas, los que pueden interferir en el diagndstico.

A partir de estos cultivos primarios, se obtienen muestras de ADN mediante un método
sencillo basado en choque osmotico y térmico, con resultados favorables, proporcionado por
la carencia de pared celular de estas bacterias. Posteriormente, estas muestras de ADN se
analizan por una variante de PCR-Simple desarrollada para la deteccion de las muestras
positivas a la clase Mollicutes, y mediante una PCR-Anidada se identifican las muestras
positivas a M. pneumoniae, ademas a M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum, estas tres
ultimas especies reportadas por primera vez en pacientes cubanos con sintomas respiratorios
positivos al VIH. Un grupo de muestras clinicas positivas a la clase Mollicutes quedan sin
identificar, las que pueden ser M. penetrans o M. pirum, ambas reportadas como especies

frecuentes en pacientes positivos al VIH, no incluidas en esta investigacion.

En un segundo estudio se desarrolla una PCR-Mdltiple para identificar U. parvum y
U. urealyticum, donde se valida en cepas de referencia con resultados satisfactorios. Este
PCR-Muiltiple se aplica combinadamente con la utilizacion del estuche comercial MFE-2
para se identificar M. hominis en muestras clinicas de mujeres infértiles y fértiles. Como
resultados se conoce que U. parvum aparece con mayor frecuencia en mujeres infértiles
seguido de U. urealyticum, mientras que M. hominis la frecuencia mayor se identifica en
mujeres fértiles. El uso combinado de la PCR-Mdltiple y el estuche comercial MFE-2
permiten el diagnéstico de infecciones por estas especies de mollicutes, logrando identificar
por primera vez en mujeres pacientes cubanas las especies de ureaplasmas por la nueva

clasificacion taxondmica.
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En el tercer estudio se desarrolla el diagnostico para M. genitalium por una PCR-Simple
estudiando dos juegos de cebafores. Mediante la PCR-Simple con el juego de cebadores
complementarios al gen de la proteina adhesiva se obtiene un mayor nimero de muestras
positivas a M. genitalium que cuando se utiliza la PCR-Simple con el juego de cebadores
complementarios al gen del ARN 16S; por lo que el diagnostico de esta especie de

micoplasma debe ser dirigido a amplificar un fragmento del gen de la proteina de adhesion.

Por ultimo, se desarrolla una variante de PCR-Multiple para identificar M. genitalium,
M. hominis, U. parvum y U. urealyticum, el que es validada en muestras de ADN de cepas
de referencia con resultados satisfactorios. Esta PCR-Multiple se aplica para el estudio de
muestras clinicas de hombres y mujeres con sintomas urogenitales. En las muestras clinicas
de mujeres U. parvum es la de mayor frecuencia, mientras en las de los hombres la mayor
frecuencia es de M. hominis, seguido de M. genitalium. En ambos grupos de estudios de
mujeres y hombres con sintomas urogenitales quedan muestras positivas a la clase
Mollicutes en las que no se identifican las especies, éstas pueden ser M. fermentans,
M. amphoriforme, M. pirum o M. spermatophilum, reportadas en pacientes con sintomas

urogenitales, no incluidas en esta investigacion para su estudio.
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V. CONCLUSIONES

e Las variantes de la PCR-Simple para clase Mollicutes y la PCR-Anidada para
M. pneumoniae, M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum permiten la identificacion de
estas especies en muestras clinicas de pacientes con manifestaciones respiratorias, 1o que

proporciona un diagnostico especifico para el tratamiento de estas afecciones.

e M. hominis, M. fermentans y U. urealyticum se identifican con mayor frecuencia en
pacientes positivos al VIH con sintomas respiratorios, lo que sugiere una posible relacion

de estos microorganismos como oportunista en pacientes inmunodeprimidos.

e Mediante el método de la PCR-Multiple para U. parvum y U. urealyticum se identifican las
especies de ureaplasmas presentes en muestras clinicas, constituyendo una herramienta

eficaz para estudios epidemioldgicos.

e En mujeres infértiles U. parvum y U. urealyticum se detectan con mayor frecuencia y en
mujeres fértiles M. hominis, lo que permite dirigir una conducta terapéutica a seguir en

estas mujeres.

e La PCR-Simple para el gen de proteina de adhesion de M. genitalium, presenta mayor
sensibilidad en muestras clinicas, lo que sugiere sea la molécula diana para el diagnostico

de infecciones por este agente etioldgico.

e La PCR-Multiple para M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum permite la
identificacion de estas especies en pacientes con infecciones urogenitales, 1o que contribuye

al estudio de estas entidades clinicas.

e En pacientes con sintomas urogenitales U. parvum constituye la especie con mayor

frecuencia en mujeres, y M. hominis y M. genitalium en hombres.

e En los diferentes grupos de estudios se detectan muestras positivas a la clase Mollicutes, en
las que no se identifican las especies, resultado que sugiere la presencia de otros

micoplasmas no incluidos en esta investigacion.
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VI. RECOMENDACIONES

= Continuar aplicando en el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de
Micoplasmas las nuevas variantes de las PCR desarrolladas en esta tesis para el

diagnostico de infecciones por micoplasmas y ureaplasmas.

= Realizar estudios de validaciones de las variantes de las PCR desarrolladas a partir

de la muestras clinicas directas.

= Implementar en el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de
Micoplasmas el diagnéstico de las especies M. penetrans, M. amphoriforme,

M. pirum y M. spermatophilum.

= Desarrollar estudios epidemiolégicos dirigidos a conocer la asociacion de especies
de micoplasmas y ureaplasmas con diferentes enfermedades en pacientes cubanos.

= Divulgar a nivel nacional los resultados encontrados en esta investigacion.
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Anexo

Estuche comercial MYCOFAST Evolution - 2 (MFE-2) para el diagnéstico de
M. hominis y U. urealyticum

Introduccion: El estuche MFE-2 esta reportado para el diagnostico de infecciones por
micoplasmas urogenitales, sin embargo solo identifica M. hominis (M.h.) y
Ureaplasma spp. (U.u.); por lo que las muestras positivas a ureaplasmas son analizadas
en el LNRIM-IPK por la PCR-Multiple para identificar las especies de U. parvum y
U. urealyticum.

Flujograma del MFE-2

1. Medio UMMTt. La muestra clinica se toma segln las especificaciones que requiera
cada una de ellas y se coloca en el frasco con el medio de transporte UMMTt.

- Muestras de hisopados: introducir el hisopo en el frasco con medio UMMLt, agitar
vigorosamente, retirar el hisopo y cerrar el frasco.

- Muestras liquidas: en el frasco con medio UMMt inocular 200 pL de la muestra
liquida, homogeneizar, cerrar el frasco.

El frasco con medio UMMLt inoculado con la muestra clinica puede permanecer hasta 8
horas a temperaturas entre 18-25°C o hasta 16 horas entre 2-8°C.

2. Regeneracion del medio UMMLYyo

Transferir el medio UMMt con la muestra clinica a un frasco con el medio liofilizado
UMMLyo y homogeneizar. El medio UMMLYyo regenerado de este modo debe mostrar
un color naranja.

3. Inoculacion de la bandeja

e Identificar la bandeja con el codigo de la muestra clinica
e Remover la envoltura adhesiva y afiadir a los pocillos:

del 1al 10 100 uL. de UMMLyo inoculado
del 9 al 10 50 pL de suplemento M.h
del 1-10 2 gotas de aceite parafina.

e Recubrir los pocillos con la envoltura adhesiva.



El frasco con el resto del medio UMMLYyo, se coloca en una incubadora a 37°C.
Si la muestra por el MFE-2 es positiva a Ureaplasma spp. se toman 1 mL para
la extraccion del ADN y se analiza por la PCR-Multiple para identificar
U. parvum y U. urealyticum por PCR.

4. Incubacién de la bandeja
Incubar la bandeja a 37°C + 1°C durante 24 horas.

Para la enumeracion de U.u, leer los resultados en 24 horas. Para la detecciéon de M. h
incubar hasta 48 horas.

Nota: La incubacidén para muestras de orina, semen y secreciones gastricas puede ser
continuada hasta las 72 horas.

5. Lectura e interpretacion

Validacion

Chequear que los dos pocillos (U.u.) (M.h.) estén claros o transparentes. Una apariencia
empaiiada indica contaminacion bacteriana. En ese caso, repetir el analisis.

Lectura

Los resultados se leen en dependencia del color obtenido en los diferentes pocillos. El
crecimiento de micoplasmas urogenitales se indica cuando el medio se torna rojo
(alcalino). El medio se mantiene amarillo cuando no ocurre crecimiento de micoplasmas
urogenitales.

Nota: una coloracion naranja debe ser considerada como un resultado positivo
Identificacién (pocillos 7, 8 y 9)

La identificacion esta hecha basada en el cambio de coloracidon de pocillos especificos,
ademas de la observacion de los pocillos 7, 8 y 9 la cual determina el perfil de
identificacion de especie:

Color en el pocillo #

7(L) 8(STX) 9(E)
U. urealyticum 10jo rojo amarillo
M. hominis amarillo rojo rojo

Cuantificacién de UCC/mL (pocillos 1, 2, 3y 10)



La cuantificacion de micoplasmas urogenitales ha sido validada en muestras en las
cuales pueden estar presentes en estado de comensales (muestras cérvico-vaginales y
uretrales).

Color rojo observado en el pocillo # Interpretacion (Mycofast UCC/mL)

1 Valor de U. u de 10°
ly2 Valor de U. u de 10*
1,2y3 Valor de U. u de >10°
10 Valor de U. u de >10*

Cualquier evidencia de U. urealyticum y M. hominis en muestras normalmente estériles
es significativo, independientemente del nivel. En humanos, los criterios de
interpretacion para U. urealyticum son: >10* UCC/mL para muestras uretrales y >10
UCC/mL para la primera miccion.

Prueba de resistencia antimicrobiana (pocillos 4, 5y 6).

Perfil de resistencia: cuando el medio se torna rojo, la cepa es resistente al antibidtico a
la concentracion contenida en el pocillo.

Perfil de no-resistencia: cuando el medio permanece amarillo el crecimiento de la cepa
ha sido inhibido por la presencia del antibiotico a la concentracion contenida en el
pocillo.

Los pocillos reservados a la prueba de resistencia no contienen el suplemento SMh. En
caso de un resultado positivo para M. hominis, la lectura e interpretacion del perfil de
resistencia debe realizarse después de 48 horas de incubacion. Debido a que el hecho de
que el inoculo no estd estandarizado, los resultados de cuantificacion deben tenerse en
cuenta para la interpretacion de la resistencia a antibioticos.
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