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RESUMEN

INTRODUCCION: Mycoplasma hominis reside como comensal en la vagina de las
mujeres, y se asocia a infecciones del tracto genitourinario. Su tratamiento se limita al uso
de fluoroquinolonas, tetraciclinas y lincosamidas, para los cuales se describe resistencia
adquirida. Estudios en Cuba demuestran la presencia de M. hominis en pacientes con
infecciones urogenitales, y reportan porcientos elevados de resistencia antimicrobiana

mediante el empleo de estuches comerciales.

OBJETIVO: Determinar la frecuencia de M. hominis en muestras clinicas de pacientes con
infecciones urogenitales y de la resistencia a los antimicrobianos recomendados para su

tratamiento; asi como demostrar el mecanismo de resistencia a tetraciclina.

METODOLOGIA: Se realiz6 una investigacion descriptiva de corte transversal entre enero
2019 - septiembre 2021 en el Laboratorio de Micoplasmas del Instituto Pedro Kouri, para
la deteccion de M. hominis en muestras clinicas de pacientes con infecciones urogenitales
y del perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados clinicos, asi como la presencia
del gen tet(M).

RESULTADOS: Se identific6 el 13,94 % (23/165) de muestras positivas a
M. hominis, coinfectadas con Ureaplasma spp. y M. genitalium. Se obtuvieron ocho
aislados, de los cuales uno mostré resistencia a tetraciclina, uno a clindamicina, y cinco
mostraron resistencia a tetraciclina y clindamicina. Se detect6 el gen tet(M) en los aislados

resistentes a tetraciclina y en dos aislados sensibles.

CONCLUSIONES: Se identific6 M. hominis junto a otras especies de micoplasmas
urogenitales en las muestras analizadas, y se identificaron aislados clinicos resistentes a

clindamicina y tetraciclina; esta ultima fue confirmada mediante la deteccion del gen tet(M).
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LISTADO DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosomal

ARNr 16S: Subunidad 16S del ARNr

ARNr 23S: Subunidad 23S del ARNr

ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo

ATP: Siglas en inglés de Trifosfato de adenosina

CLSI: Siglas en inglés de Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio
CMI: Concentracion minima inhibitoria

dNTP: Deoxinucleotido trifosfato

EIP: Enfermedad Inflamatoria Pélvica

IgA: Inmunoglobulina A

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

Kb: kilobase

kDa: kilodalton

LNR-M: Laboratorio Nacional de Referencia de Micoplasmas
MINSAP: Ministerio de Salud Publica

pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

VB: Vaginosis Bacteriana



l. INTRODUCCION



|.INTRODUCCION

El género Mycoplasma, perteneciente a la clase Mollicutes, cuenta con alrededor de 125
especies que poseen un genoma por debajo de los 1 000 kb y capacidades de biosintesis
limitadas. Estas bacterias carecen de pared celular y estan separadas del medio externo
por una membrana trilaminar, que a diferencia de otras bacterias contiene esteroles. Estas
caracteristicas explican su estilo de vida saproéfita o parasitaria, su sensibilidad a los
factores ambientales y la resistencia a los antimicrobianos que actian sobre la pared
celular (Kuhner y cols., 2009). Su estructura celular les otorga una extraordinaria
plasticidad y polimorfismo, por lo que pueden presentarse en forma cocobacilar,
filamentosa, estrellada o cocoide; esta Ultima es la predominante. Dentro de las especies
de este género cuyo sitio primario de infeccibn es el tracto urogenital,
son conocidos como micoplasmas genitales: Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvum,

Ureaplasma urealyticum y Mycoplasma genitalium (Cercenado y Canton, 2011).

M. hominis reside como comensal en la superficie de las mucosas del cérvix y la vagina de
las mujeres y su tasa de colonizacion varia entre 20 % y 30 % (Moridi y cols., 2020).
Diversos estudios proponen que esta bacteria es potencialmente patdgena y en algunas
ocasiones se asocia a una variedad de desordenes que incluyen vaginosis bacteriana,
pielonefritis, enfermedad pélvica inflamatoria, corioamnionitis, endometritis, parto
pretérmino, abortos espontaneos, mortalidad perinatal y desarrollo de infertilidad (Waites y
cols., 2009; Veiga y cols., 2019; Isaac y cols., 2021).

El cultivo bacterioldgico constituye la prueba de oro para la deteccidén e identificacion de
M. hominis a partir de muestras clinicas (Waites, 2006; Farmacopea Europea 8.0, 2008).
No obstante, su diagndstico mediante este método es complejo pues demanda de medios
de cultivo especificos con suplementos nutricionales especiales para su crecimiento. Otros
métodos de avanzada con base en el microcultivo son muy utilizados para el diagnéstico
de esta especie, asi como diferentes métodos moleculares que constituyen herramientas
diagnésticas de sensibilidad y especificidad mayor (Machado y cols., 2014; Leli y cols.,
2018).

El tratamiento de las infecciones por M. hominis se limita al uso de las fluoroquinolonas,

tetraciclinas, estreptograminas y lincosamidas, debido a su resistencia intrinseca a la
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mayoria de los antimicrobianos que se utilizan de rutina en la terapéutica (Pereyre y cols.,
2006). No obstante, para estos grupos farmacoldgicos se describe resistencia adquirida,
asociada a mutaciones puntuales y a la ganancia de genes de resistencia (Fagundo y
cols., 2006; Xue y cols., 2018).

Un ejemplo de lo anterior lo constituye el gen tet(M), Unico determinante de resistencia a
antibiéticos adquirido de forma natural en especies de micoplasmas humanos, que se
reconoce como el responsable de la resistencia a tetraciclinas. Este se localiza en el
transposén conjugativo Tn916 y codifica la proteina Tet(M) que confiere proteccion al
ribosoma ante la accién de las tetraciclinas (Meygret y cols., 2018; Boujemaa y cols.,
2020). Las variantes de este gen pueden rendir fenotipos distintos de resistencia inducible
en presencia de bajos niveles de tetraciclina (Dégrange y cols., 2008). Asimismo, la
resistencia a las fluoroquinolonas se relaciona con mutaciones en las regiones
conservadas de los genes gyrA de la ADN girasa y los genes parC y parE de la
topoisomerasa IV (Meygret y cols., 2018). En contraste, la resistencia a clindamicina en
aislados clinicos de M. hominis no se describe hasta el presente (Valentine-King y cols.,
2017; Chalker y cols., 2021).

En el afio 2011 se publican las normas internacionales del Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (CLSI, siglas en inglés de Clinical Laboratory Standard Institute), en las
qgue se describen los métodos de referencia para la determinacion del perfil de
susceptibilidad antimicrobiana de algunas especies de micoplasmas, incluyendo
M. hominis (CLSI, 2011). La técnica de microdilucién en caldo para la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es el método mas ampliamente utilizado con este

propésito.

En Cuba, investigaciones previas demuestran la presencia de M. hominis en pacientes con
signos y sintomas de infecciones urogenitales, entre las que se incluyen: secrecién
vaginal, leucorrea, vaginosis bacteriana, cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica, asi
como pacientes con antecedentes de infertilidad (Fernandez y cols., 2007; Sanchén y
cols., 2013; Arnold y cols., 2015). La mayoria de estas emplean estuches comerciales
para el diagndstico de la especie, asi como para la determinacion del perfil de su
susceptibilidad a los antimicrobianos (Ramirez y cols., 2018; Lépez y cols., 2020). En base

a sus hallazgos se informa una resistencia elevada (57 — 100 %) a los antimicrobianos de
3



eleccion para el tratamiento, pero estos resultados no se han confirmado mediante los
métodos de determinacion de la CMI considerados de referencia (microdilucion en caldo y

dilucion en agar).

El dnico antecedente al respecto es un estudio realizado en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Micoplasmas (LNR-M) del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK), en el que se determina el perfil de susceptibilidad antimicrobiana mediante la
técnica de microdilucién en caldo de siete aislados clinicos de M. hominis recuperados a
partir de muestras de pacientes con derrame pleural. En este se demuestran tres aislados
resistentes a tetraciclina para los que se confirma la presencia del gen tet(M) (Mondeja B;
comunicacién personal de resultados del proyecto sectorial “Infecciones por Micoplasmas
respiratorios en Cuba. Estudios de susceptibilidad y mecanismos de resistencia antimicrobiana,
2021-2023"). Posteriormente, estos aislados se seleccionaron para un estudio de
secuenciacion de genoma completo en el que, en cambio, se demuestran susceptibles a

fluoroquinolonas (Sharratt y cols., 2021).

Atendiendo a la necesidad de confirmar con métodos convencionales y moleculares la
asociacion de M. hominis con los sindromes urogenitales y los informes previos de
resistencia a la tetraciclina, tratamiento de eleccion para estos, se propone una
investigacion en el LNR-M del IPK entre el 2020 - 2021 para dar continuidad a los estudios

antes comentados.

1.2. Objetivos
1. Determinar la frecuencia de Mycoplasma hominis en muestras clinicas de pacientes
con infecciones urogenitales.
2. Describir la frecuencia de resistencia a los macrolidos, fluoroquinolonas y
tetraciclinas en aislados de Mycoplasma hominis.
3. Demostrar la presencia del gen tet(M) en los aislados de Mycoplasma hominis con

fenotipo resistente y sensible a tetraciclina.



Il. MARCO TEORICO



|. MARCO TEORICO

2.1. Caracteristicas generales de los micoplasma
Las bacterias del género Mycoplasma (familia Mycoplasmataceae, orden

Mycoplasmatales) pertenecen a la clase Mollicutes, palabra derivada del latin mollis
(suave, flexible) y cutis (piel, referida aqui al recubrimiento celular). Representan un grupo
de microorganismos complejos, sofisticados y Unicos por su naturaleza entre los
procariotas. Los micoplasmas se conocen en el reino animal desde finales del siglo XIX,
siendo el primer caso de infeccibn humana causada por estas bacterias un absceso de la
glandula de Bartholin, descrito en 1937 por Diénes y Edsall (Cercenado y Canton, 2011;
Slehay cols., 2013).

Estos microorganismos poseen caracteristicas biolégicas particulares que los diferencian
del resto de las bacterias, y que definen su comportamiento en relacion con el
hospedador. En primer lugar, carecen de pared celular, por lo que tienen una morfologia
celular pleomoérfica, y presentan una membrana trilaminar rica en esteroles. Como
consecuencia son sensibles a la accion de solventes organicos, desinfectantes, metales
pesados y propensos a sufrir lisis celular debido a desbalances i6nicos y térmicos del
medio donde se desarrollen. De igual manera requieren un estricto balance osmético para
su crecimiento y son microaeroéfilos (Kuhner y cols., 2009). La ausencia de la pared celular
les confiere resistencia a los antibiéticos que bloquean la sintesis de la misma, como la

penicilina u otros antibiéticos betalactamicos (Waites, 2006).

Los micoplasmas son las bacterias con el tamafio mas pequefio conocido en un
microorganismo de vida libre, tanto en su dimension celular (0,2 - 0,8 ym) como en el
tamafio del genoma. Por otra parte, tienen una escasa dotacién de vias metabdlicas, por
lo que son dependientes de su aporte exdgeno, ya sea proveniente de las células del
hospedador o bien de los complejos y enriquecidos medios de cultivo. También establecen
una intima relacion microorganismo-hospedador que se manifiesta como parasitismo de
superficie con las células de los epitelios y células del sistema inmunitario y como

localizacion intracelular en algunas especies (Brooks y cols., 2007).



El tamafo del genoma de estas bacterias comprende desde los 580 kb hasta 1 358 kb,
que varia segun las especies y en general presentan un bajo contenido Guanina- Citosina
(24 — 40 %) (Lluch, 2010; Sleha y cols., 2013). Se dividen por fision binaria y crecen en
medios artificiales acelulares. Son anaerobios facultativos, excepto Mycoplasma
genitalium (que es anaerobio estricto) y necesitan esteroles exdégenos que les proporciona

el suero animal que se aflade al medio de crecimiento (Cercenado y Canton, 2011).

Aunque las bases moleculares de la patogenicidad de los micoplasmas no son bien
conocidas, se describen factores de virulencia en casi todas las especies que actian de
forma directa en el proceso patogénico. Se detecta la presencia de estructuras
especializadas para la adherencia y la penetracion celular, asi como fracciones proteicas
asociadas a la virulencia. Algunas especies secretan enzimas, toxinas y aniones
superéxido que tienen efecto en la célula del hospedador. La induccion de una amplia
variedad de citocinas por activacion de macréfagos, monocitos, células endoteliales,
células epiteliales y otras células, da lugar a la expresion y secrecion de las principales
citocinas proinflamatorias, lo que puede tener efecto inmunomodulador sobre el sistema

inmunitario del hospedador (Cercenado y Canton, 2011).

La mayoria de las infecciones por micoplasmas se limitan a las superficies mucosas,
donde se encuentran en estrecha relacion y adheridos a las células epiteliales del
hospedero. Algunas especies, en particular M. fermentans, M. penetrans vy
M. genitalium, invaden las células y residen en el interior de la célula; rara vez se
diseminan, a menos que exista una alteracién de las defensas del huésped susceptible,
como sucede durante el desarrollo del feto y el recién nacido pretérmino. El grupo de
microorganismos denominados "micoplasmas genitales" por su localizacion en las
mucosas del tracto urogenital incluye las especies Mycoplasma hominis, Mycoplasma
genitalium, Ureaplasma parvum y Ureaplasma urealyticum (Combaz-Séhnchen y Kuhn,
2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Combaz-S%26%23x000f6%3Bhnchen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29269957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuhn%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29269957

2.2. Mycoplasma hominis

M. hominis mide entre 0,2 - 1 um de diametro y al carecer de pared celular, es incapaz de
tefirse con la tincién de Gram. Se cree que su incapacidad para formar la pared celular se
debe a que su ADN estd compuesto solo por 500 000 pares de bases, por lo que es muy
pequefio. La morfologia tipica de las colonias en medios sélidos es en forma de huevo
frito, que miden de 50 a 300 pum de diametro (Gil, 2018).
Figura 1.

i >4

Figura 1. Imagen de colonias en forma de “huevo frito” de Mycoplasma hominis en medio
de cultivo Hayflick sélido. Fuente: Razin y cols., 1961)

M. hominis utiliza la arginina como fuente principal de obtencidon de ATP, y forma
productos finales basicos a partir de ella, caracteristica que la diferencia de otras especies
dentro del género Mycoplasma (Pereyre y cols., 2009; Gil, 2018). Crece a un pH 6ptimo de
5,5 a 8 con atmésfera de CO, a 37 °C, aunque también puede ser en condiciones de
anaerobiosis. Al igual que otras especies del género es exigente desde el punto de vista
nutricional, necesitando para su crecimiento in vitro la adicion de esteroles, purinas y
pirimidinas (Gil, 2018).

Estudios recientes describen la caracterizacion del lipoproteoma de superficie de este
microorganismo, y refieren 148 proteinas con un peso molecular entre 14 y 319 kDa,

incluidas 36 lipoproteinas entre las 48 predichas in silico durante la anotacién del genoma.
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Entre ellas, nueve lipoproteinas eran especificas de M. hominis y unas 15 eran proteinas
hipotéticas conservadas entre las especies de micoplasmas (Goret y cols., 2016). También
se investigaron los genes de las lipoproteinas de M. hominis, refiriendo que cuando esta
bacteria estuvo en contacto con las células dendriticas se sobreexpresaron 21 genes de
su lipoproteoma. De estos 21 genes, seis codifican para proteinas asociadas con la

adhesion o una mayor absorcion (Truchetet y cols., 2011; Goret y cols., 2017).

2.2.1. Patogénesis

Poco se conoce sobre los factores de virulencia de M. hominis, sin embargo, esta claro
que la adhesion de la bacteria a las células hospedadoras es un requisito previo para la
colonizacion y la infeccién (Citti y cols., 2010). Dentro de los polipéptidos que posee
M. hominis en su superficie, los denominados P50, P100, P140, P110, MG218 y MG317
cumplen funcion de adhesinas, permitiendo la adherencia a las células eucariotas (Gil,
2018). También posee otra proteina superficial, llamada antigeno variable que se asocia a
la adherencia (Vaa, siglas en inglés de variable adherence-associated), que facilita la

diseminacion de una célula a otra y es altamente inmunogénica (Boujemaa y cols., 2018).

Otro mecanismo de patogenicidad lo constituye el efecto de los productos finales del
metabolismo; por ejemplo, el amoniaco resultante del metabolismo de la arginina, que
puede producir toxicidad local. Por otro lado, la produccién de proteasas activas frente a la

IgA facilita la invasion de las mucosas (Ahmed y cols., 2021).

2.2.2. Epidemiologia de las infecciones por Mycoplasma hominis

M. hominis coloniza el tracto urogenital tanto en mujeres como en hombres. El papel de
esta bacteria como microorganismo patégeno es controversial, ya que se ha encontrado
en personas asintomaticas, y también se asocia a infecciones urogenitales. Se les
considera como patdgenos oportunistas porque pueden aislarse del tracto urogenital bajo

tanto en personas saludables y enfermas (Gil, 2018; Moridi y cols., 2020).

M. hominis puede transmitirse por contacto directo a través de contacto genital u oral, de
forma vertical al nacer o en el Utero, y a través de tejidos trasplantados. Se describe una
tasa de transmision vertical entre 18-55 % entre los recién nacidos a término y entre 29-55
% entre los bebés prematuros, que pudiera ser mas alta en los lactantes de muy bajo peso

al nacer (L6pez y cols., 2014). Esta via de contagio se afecta por el método de parto,



pero aumenta significativamente cuando la mujer tiene corioamnionitis (Cercenado y
Canton, 2011). Se reportan casos de M. hominis como agente patolégico en pacientes con
trasplantes de 6rganos, en los que se sugiere valorar la transmision de esta bacteria del

donante al receptor (Dixit y cols., 2017).

Esta especie se relaciona con sindromes urogenitales que incluyen enfermedad
inflamatoria pélvica e infeccidon ginecoldgica durante el embarazo, asi como con la
infeccion neonatal (Waites y cols., 2009). Ademas, ante un desequilibrio en la microbiota
vaginal con aumento del pH y su multiplicacion exacerbada, puede llegar a las partes altas
del tracto genital y causar vaginosis bacteriana (Fernandez y cols., 2007). También se
asocia su presencia en algunos casos con infertilidad femenina y masculina, y se describe
ademas como un patégeno frecuente en pacientes con sospecha de Infeccién de
Transmisién Sexual (Rodriguez y cols., 2013; Rodriguez y cols., 2014; Zotta y cols., 2017,
Rodriguez y cols. 2019).

2.2.2a. Enfermedad inflamatoria pélvica

La Enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) es una enfermedad de etiologia multifactorial,
que aparece como resultado de wuna infeccion por varias bacterias, como
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae. En menor frecuencia se detecta a
M. hominis en pacientes con esta patologia, y se detecta la presencia de esta especie en
muestras de exudados endocervicales de pacientes con antecedentes de infertilidad y de
infecciones de transmisién sexual previas que desarrollan enfermedad inflamatoria pélvica
(Cercenado y Canton, 2011; Rodriguez y cols., 2019). Ademas, se demuestra en
pacientes con vaginosis bacteriana donde un aumento de las concentraciones y
variabilidad de microorganismos anaerobios como Gardnerella vaginalis y M. hominis

aumentan el riesgo de adquirir la enfermedad inflamatoria pélvica (Ness y cols., 2005).

2.2.2b. Vaginosis bacteriana
En las mujeres con vaginosis bacteriana (VB) la microbiota vaginal normal se encuentra
alterada en su composicion, con pérdida de uno de los componentes principales,
Lactobacillus spp., por lo que ocurre un reemplazamiento por otras bacterias como
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp., Ureaplasma spp. y M. hominis. En esta condicién
la colonizacion por M. hominis alcanza recuentos de hasta 10.000 veces mayores que en
mujeres sin esta patologia, y algunos autores consideran que después de las 24 semanas
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de gestacidén esto constituye un factor de riesgo del parto pretérmino. Es probable que
este microorganismo encuentre condiciones adecuadas para su crecimiento en el medio
creado por otras bacterias, y que cuando estas Ultimas sean erradicadas, él también lo
sea.

En consecuencia, es dificil saber si es un patdégeno perse, si necesita de otras bacterias
para serlo, si es cofactor de la VB o0, un acompafante. Se describe que si
M. hominis contribuye de forma importante en los desenlaces adversos del embarazo, es

probable que sea a través de su implicacion en la VB (Vallely y cols., 2018).

2.2.2c. Infertilidad en mujeres

En relacién con la infertilidad se conoce que los micoplasmas ascienden por las mucosas
situandose en glandulas y epitelios del revestimiento del aparato reproductor femenino;
ademas realizan movimientos de adhesion a las superficies celulares lo que constituye un
requisito esencial para la colonizacion e infeccion. Los cambios producidos en el pH
vaginal alteran las caracteristicas del cérvix y moco cervical, lo que provoca
adelgazamiento del epitelio endocervical y aumento de la fragilidad capilar que facilita el
sangrado; todo lo cual interfiere en la interaccibn moco cervical- semen (Lépez y cols.,
2014). Diversos estudios reportan la presencia de M. hominis en casos de infertilidad en
proporciones que varian desde 0,8 % hasta 6,2 % (Arnold y Dominguez, 2015; Rodriguez
y cols., 2019; Doroftei y cols., 2021). Otros investigadores revelan una prevalencia mayor
de infeccién por M. hominis en mujeres atendidas en consultas de infertilidad con respecto

a mujeres en el grupo control (Paira y cols., 2021).

2.2.2d. Endometriosis y abortos

La presencia de M. hominis en el endometrio y/o a las trompas de Falopio se asocia a la
capacidad de los espermatozoides para transportarlas a estos sitios, donde pueden causar
alteraciones reproductivas como endometritis, aborto espontaneo, ruptura de membranas
y/o parto pretérmino (LOopez y cols., 2014). Los mecanismos por los que la infeccion
intrauterina induce el parto pretérmino estan relacionados con la activacion del sistema
inmune innato. En el feto, ademas del riesgo directo de infeccion y sepsis, la respuesta
inflamatoria produce lesion de la sustancia blanca cerebral que puede causar paralisis

cerebral y otras alteraciones neuroldgicas (Cercenado y Canton, 2011).
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2.2.2e. Infertilidad en hombres

Al igual que en las mujeres, las especies de micoplasmas ascienden por las mucosas
situandose en glandulas y epitelios del revestimiento del aparato reproductor masculino.
Se reporta la presencia de M. hominis en pacientes infértiles, en los que se observa una
disminucibn en la motilidad espermética y alteraciones morfoldgicas de los
espermatozoides (LOpez y cols., 2014). Existen evidencias especificas y concluyentes de
la adhesion e invasividad de M. hominis hacia los espermatozoides humanos, lo que
parece no afectar su viabilidad, y sugiere que una interaccion de ambos a corto plazo da
como resultado un dafio no aparente o sutil, que puede tener implicaciones para la

fertilidad a largo plazo del hombre o de la pareja (Diaz y cols., 2006).

Se han observado agrupaciones de M. hominis adheridos a la cabeza, el medio o la cola
del espermatozoide. Una pequefa proporcion de estos mostré colas dobladas o enrolladas
y/o engrosamiento de la pieza central, aunque no se demuestra alteracion en la viabilidad
de los espermatozoides infectados con M. hominis (Diaz y cols., 2006). Se describe una
mayor prevalencia de M. hominis en pacientes masculinos en consultas de infertilidad que

en hombres sanos (Paira y cols., 2021).

2.2.2f. Infecciones extragenitales causadas por Mycoplasma hominis

M. hominis se asocia a infecciones extragenitales en pacientes inmunodeprimidos, asi
como en afectados con otros procesos cronicos como la enfermedad de Hodgkin, lupus
eritematoso, trasplante renal y enfermedad cardiaca. También se describe la infeccion de
heridas y la produccion de abscesos pélvico e inguinal causados por M. hominis, en la
primera semana del posoperatorio. Ademas, se asocia a septicemia, infeccion articular e
infeccion del Sistema Nervioso Central (Bergin y cols., 2017; Okumura y cols., 2018; Hum
y cols., 2022).

En pacientes inmunodeprimidos con sintomas respiratorios también se manifiesta la
presencia de M. hominis, asi como un reporte de un caso de bacteriemia luego de un
legrado uterino por aborto incompleto (Mondeja y cols., 2013; Posse y cols., 2018). Otros
reportes de caso incluyen pacientes adultos y neonatos con meningitis, endocarditis,
absceso cerebral (Pailhories y cols., 2014; Gagneux y cols., 2015; Zhou y cols., 2016).

Otras evidencias muestran a esta especie como causante de infecciones en pacientes con
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trasplante de pulmon e infecciones éseas (Dixit y cols., 2017; Xiang y Lu, 2019; Ansari y
cols., 2021).

2.2.3 Simbiosis Mycoplasma hominis y Trichomonas vaginalis

La simbiosis entre el protista parasitario Trichomonas vaginalis y la bacteria oportunista
M. hominis involucra a dos simbiontes mucosos humanos obligados con capacidades
patdgenas que pueden causar enfermedades independientes en el mismo sitio anatomico:

el tracto urogenital inferior.

T. vaginalis puede internalizar microorganismos de la microbiota bacteriana a través de la
fagocitosis, contribuyendo a la disbiosis vaginal posiblemente al matar de manera
diferencial a miembros de las bacterias lactobacilos protectoras y al hospedar y transmitir

especies oportunistas, como las pertenecientes a la Clase Mollicutes (Bar y cols., 2015).

La prevalencia de M. hominis en los aislados de T. vaginalis varia desde un 5 % hasta
89 % (Fichorova y cols., 2017). Mdltiples estudios sugieren que esta simbiosis favorece la
patogénesis de la infeccion por este parasito (Fiori y cols., 2013; Margarita y cols., 2020).
Entre ambos se crea una simbiosis capaz de elevar la resistencia a los mecanismos de
defensa del huésped y a los tratamientos farmacolégicos (Fraga y cols., 2012; Furnkranz y
cols., 2018).

2.2.4. Métodos para el diagndstico microbiolégico de Mycoplasma hominis

La capacidad de M. hominis de colonizar las mucosas del tracto urogenital dificulta la
interpretacion de los titulos de anticuerpos obtenidos mediante el diagndstico serolégico, y
Su mera presencia no se considera significativa. Las técnicas serologicas descritas, como
la inmunofluorescencia, ensayos inmumoenzimaticos y la inhibicion metabdlica no se

encuentran disponibles de forma comercial (Waites y cols., 2005).

El cultivo bacteriologico constituye la prueba de oro para la deteccion e identificacion de
M. hominis a partir de muestras clinicas (Waites, 2006). Para ello se requieren medios de
cultivos complejos que estdn compuestos por caldo cerebro-corazén, peptonas, extracto
de levadura, suero animal, aminoacidos, antibiéticos (para inhibir la contaminacion
acompafante), un metabolito (arginina) y rojo fenol como indicador del pH. Su elaboracion
es minuciosa y requiere controles de todos y cada uno de sus componentes (Spiller, 2017,

Waites y Bébéar, 2019). Como el diagnéstico microbioldégico mediante este método es
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complejo, se han desarrollado métodos de biologia molecular que son utilizados debido a
su rapidez, elevada sensibilidad y especificidad en la deteccion e identificacion de estas
bacterias “fastidiosas” (Machado y cols., 2014; Leli y cols., 2018).

Las técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, siglas en inglés de
Polymerase Chain Reaction) son utiles para detectar M. hominis en muestras clinicas en
las que el cultivo carece de sensibilidad, como liquido amniotico, muestras del tracto
genital alto y extragenitales. Se describen varias técnicas de PCR convencionales y en
tiempo real, las que se dirigen al ARNr 16S y al gen gap (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa), pero la variabilidad de secuencia de estos genes entre cepas limita la
sensibilidad de estas técnicas. También se describe una PCR en tiempo real dirigida al
gen conservado yidC, que codifica una translocasa de membrana (Baczynska y cols.,
2004; Férandon y cols., 2011).

Se han desarrollado estuches diagnosticos comerciales de PCR multiple en Tiempo Real,
gue incluyen la deteccién de M. hominis junto a otros patdégenos urogenitales (Rodriguez y
cols., 2007; Waites y Bébéar, 2016; Pereyre y Bébéar ,2019). Las ventajas de los métodos
de PCR sobre el cultivo y la serologia radican en que tienen una mayor sensibilidad,
permiten completar el procesamiento de la muestra en un solo dia y obtener el resultado

en menor tiempo.

Por otro lado, actualmente existen estuches diagndsticos comerciales basados en
microcultivo para el diagnéstico de avanzada de micoplasmas urogenitales. Los mas
generalizados por su uso son los sistemas para la detecciobn e identificacion de
Ureaplasma spp. y M. hominis. Estos constituyen pruebas mas rapidas y una alternativa
de diagndstico util en sitios donde los métodos de diagndstico de estas bacterias no estan
disponibles o son de pobre acceso (Kokkayil y Dhawan, 2015). La mayoria de estos
sistemas diagnésticos permiten una identificacion y cuantificacion rapida de
Ureaplasma spp. y M. hominis entre 24 y 48 h, que se fundamentan en la habilidad de
estas bacterias de metabolizar la urea y la arginina, respectivamente. Ejemplos de ellos
son: Mycoplasma IST2, Mycofast RevolutioN, MYCO WELL D-ONE, SIR Mycoplasma
(Redelinghuys y cols., 2013; D'Inzeo y cols.,, 2017; Morris y cols., 2020).
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2.2.5. Tratamiento antimicrobiano de las infecciones por Mycoplasma hominis

El tratamiento de las infecciones por micoplasmas es complicado debido a su resistencia
intrinseca a los antimicrobianos que se usan de rutina en la terapéutica. Entre los
antimicrobianos con gran potencial terapéutico para las infecciones causadas por
micoplamas se incluyen las tetraciclinas, el grupo de los macrolidos, lincosamidas,
estreptograminas y ketélidos (MLSK), asi como las fluoroquinolonas. Otros como los
aminoglucdésidos y el cloranfenicol muestran in vitro actividad contra los micoplasmas, pero
solo se utilizan ante la resistencia a tetraciclinas o el fracaso clinico tras el empleo de otros
antimicrobianos (Waites, 2008; Bébéar, 2010; Ponyai y cols., 2013).

En algunos casos de infecciones graves por M. hominis que se producen en pacientes
inmunodeprimidos se recomienda una combinacion de farmacos habitualmente efectivos
contra los micoplasmas, que podria ser clindamicina y doxiciclina o una fluoroquinolona y
doxiciclina. Las fluoroquinolonas mas nuevas como la levofloxacina y la moxifloxacina
tienen mayor efectividad que las mas antiguas. En infecciones persistentes también se
recomienda el uso combinado de doxiciclina y azitromicina (Pereyre y cols., 2020). Por
otro lado, el cloranfenicol, antimicrobiano empleado con poca frecuencia, se reporta como
eficaz y seguro para el tratamiento de una infeccion por M. hominis en un recién nacido

prematuro con meningitis (Watson y cols., 2008).

2.2.6 Resistencia de micoplasmas a los antimicrobianos de eleccion

Los micoplasmas carecen de pared celular, caracteristica que les confiere resistencia
intrinseca a todos los antibidticos que actuan sobre la sintesis de la misma, que incluyen
B-lactdmicos y aminoglucdsidos (Taylor, 2014). La incapacidad de sintesis de acido félico
los hace resistentes a las sulfonamidas y diamonipirimidinas (Pereyre y cols., 2006). De
forma adicional M. hominis tiene resistencia intrinseca a todos los macrdlidos con anillos
de 14 atomos (roxitromicina, claritromicina, eritromicina) y de 15 atomos (azitromicina),
gue se asocia con una transicién de guanina a adenina en la posicién 2057 (numeracion
de Escherichia coli) en el dominio V del ARNr 23S (Pereyre y cols., 2002).

Para grupos farmacologicos como las fluoroquinolonas, tetraciclinas, estreptograminas y
lincosamidas se describe resistencia adquirida en esta especie, la que estad asociada a
mutaciones puntuales y la adquisicion de genes (Fagundo y cols., 2006; Xue y cols.,
2018). La resistencia a tetraciclina se asocia con la adquisicion del gen tet(M) que codifica
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la proteina Tet(M), la cual protege al ribosoma de la accién de este antibidtico y confiere
resistencia cruzada a todas las tetraciclinas (Boujemaa y cols., 2020). Por su parte la
resistencia adquirida a las fluoroquinolonas se relaciona con mutaciones en los genes
gyrA de la ADN girasa, y los genes parC y parE de la topoisomerasa IV (Meygret y cols.,
2018).

2.2.7. Métodos de determinacion de la susceptibilidad de aislados de micoplasmas a
los antimicrobianos

En el afio 2011 se publican las normas internacionales del CLSI en las que se describen
los métodos de referencia para la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de
algunas especies de micoplasmas, que incluye M. hominis. La técnica de microdilucién en
caldo para la determinacion de la CMI es el método mas utilizado con este propdésito
(CLSI, 2011).

La dilucién en agar que se utiliza de forma extensiva como método de referencia para la
determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana en muchos tipos de bacterias,
constituye también un método Gtil en micoplasmas, en especial para aquellas especies
que forman colonias facilmente visibles. Desde el punto de vista practico es mas laboriosa
y exige del examen de las placas bajo un microscopio, pero tiene como ventaja el brindar
un valor de corte relativamente estable en el tiempo, permitir la deteccién de cultivos
mixtos y el estudio de un numero amplio de aislados clinicos frente a un mismo

antimicrobiano de forma simultanea (Waites y cols., 2014).

Los estuches diagnésticos comerciales con base en el microcultivo que se utilizan para el
diagnostico de M. hominis, incluyen una galeria con diferentes concentraciones de
antimicrobianos deshidratados para la determinacion del perfil de susceptibilidad
antimicrobiana. Sin embargo, la mayoria emplea concentraciones que se corresponden
con los puntos de corte establecidos para otras bacterias y no para micoplasmas
(Redelinghuys y cols., 2013; D'Inzeo y cols., 2017; Morris y cols., 2020). Estos sistemas
son muy utilizados en paises europeos y de Asia, aunque varios estudios reconocen las
limitaciones que tienen al utilizar concentraciones de antibidticos por debajo de las
establecidas por el CLSI para definir la resistencia verdadera, asi como no contar con un
método de dilucion para cuantificar de forma correcta la concentracion del in6culo que se

adiciona en los pocillos (Beeton y Spiller, 2016).
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2.2.8. Antecedentes de infecciones por Mycoplasma hominis en Cuba

En Cuba, investigaciones previas demuestran la presencia de M. hominis en pacientes con
signos y sintomas de infecciones urogenitales, que incluyen secrecion vaginal, leucorrea,
vaginosis bacteriana, cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica, asi como pacientes con
antecedentes de infertilidad (Sanchén y cols., 2013; Arnold y cols., 2015; Lopez y cols.,
2020). En la mayoria de estos estudios se emplean para el diagndstico de esta especie
estuches diagnosticos comerciales. Estudios realizados para la determinacion del perfil de
susceptibilidad antimicrobiana que emplean estos sistemas diagndésticos describen
porcientos elevados de resistencia a los antimicrobianos recomendados para el
tratamiento de M. hominis; se reportan valores entre 57 % y 100 % de resistencia a
tetraciclina, clindamicina, y levofloxacina (Diaz y cols., 2013; Ramirez y cols., 2018). Estos

resultados no han sido confirmados mediante los métodos de referencia.

Por otra parte, en el LNR-M se realiza un estudio en el que se analizan aislados clinicos
de M. hominis recuperados a partir de muestras de pacientes con derrame pleural, a los
qgue se les determina el perfil de susceptibilidad antimicrobiana mediante la técnica de
microdilucién en caldo, demostré un 43 % (3/7) de resistencia a tetraciclina, que fue
confirmada mediante la deteccion del gen tet(M) en los aislados resistentes (datos no
publicados). Estos aislados fueron confirmados como susceptibles a fluoroguinolonas

mediante un estudio por secuenciacion de genoma completo (Sharratt y cols., 2021).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio general de la investigacion

En el LNR-M del IPK, en el periodo comprendido entre enero 2020 - septiembre 2021, se
realizO una investigacion descriptiva de corte transversal para la deteccion de
M. hominis a partir de muestras clinicas de pacientes con infeccion urogenital; asi como
para la determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados clinicos
de M. hominis recuperados a partir de las muestras positivas a esta especie, y la deteccién
de la presencia del gen tet(M) en los mismos.

3.2. Muestras clinicas de estudio

Se estudiaron 165 muestras clinicas de pacientes (89 mujeres y 76 hombres) con
infeccion urogenital recibidas en el LNR-M del IPK para el diagndstico de micoplasmas
urogenitales en el periodo comprendido entre enero 2020 - septiembre 2021. Estas
muestras incluian: 7 exudados endocervicales, 39 exudados uretrales y 119 muestras de

orina.

3.3. Material bioldgico de referencia

Se utilizaron como controles las cepas de referencia de micoplasmas de origen humano
de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, siglas en inglés), pertenecientes a la
coleccién de cepas del LNR-M del IPK: M. hominis PG 21T (ATCC 23114), U. parvum
(ATCC 27815), U. urealyticum (ATCC 27618) y M. genitalium G37" (DK)

3.4. Diagnéstico de Mycoplasma hominis a partir de muestras clinicas mediante la
PCR-Multiple en tiempo real

3.4.1. Extraccion de ADN de las muestras clinicas

Se realiz6 la extraccion de ADN de las muestras clinicas mediante el estuche comercial

QlAamp DNA Mini (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.2. Método de PCR-Multiple en tiempo real para la deteccién de Mycoplasma
hominis

Para la identificacion de M. hominis en las muestras clinicas se realizé una PCR-Mdltiple
previamente implementada en el LNR-M, que permite ademas la identificacion de
M. genitalium, U. parvum y U. urealyticum. Se utilizaron los cebadores y sondas disefiados
por Spiller y colaboradores, donados al LNR-M por el laboratorio de Micoplasmas de la

Unidad de Resistencia Antimicrobiana de la Universidad de Cardiff, Gales (Tabla 3.1).

19



Tabla 3.1. Secuencia de los cebadores y sondas empleados en la PCR-Mdltiple para la
identificacion de M. hominis, M. genitalium, U. parvum y U. urealyticum, LNR-M, enero
2020 - septiembre 2021.

Especie Cebadores Secuencia de nucleétidos
MH_FP TCA CTA AAC CGG GGT GTA TTT
M. hominis TCT AAC AA
MH_RP TTG GCA TAT ATT GCG ATA GTG
CTT
MH_HP(sonda) CTA CCA ATAATT TTAATATCT GTC
GGT ATG
MG_FP GAA GGT ATG ATA ACA ACG GTA
M. GAG CTT
genitalium |FPMG-RP CCA TTT AAA CCC CTT TGC ACC
GTT

MgpB_BnB_HP114 Cy5|ACT TAG CAA AAA TGG AAA ACC

(sonda) CCTC

U FP TTCCTG TTG CCC CTC AGTCT
Ureaplasma |U_RP AAG GTC AAG GTA TGG AAG ATC
Spp. CAA

HEX UP_HP (sonda) TCC ACA AGC TCC AGC AGC AAT
TG

FAM UU_HP (sonda) |ACC ACA AGC ACC TGC TAC GAT
TTG TTC

El volumen final de reaccion fue de 20 pL (15 pL de mezcla mas 5 pL de muestra). Cada
mezcla de reaccion contenia 2X QuantiFast Multiplex RT-PCR Master Mix (QIAGEN,
Alemania); 250 nM de los cebadores para M. hominis y M. genitalium y 500 nM de los

cebadores para las especies de Ureaplasma; 1000 nM de cada sonda y suficiente agua
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ultrapura para completar un volumen de 15 pyL. Como control positivo se utilizaron 5 pL de
ADN de las cepas control del ensayo y 5 pL de agua ultrapura como control negativo.

La amplificacién y el analisis de los resultados se efectué en un equipo Rotor Gene
Q 5-plex (QIAGEN, Alemania), con un programa de amplificacion de un ciclo inicial de 95
°C durante 5 minutos, 45 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 60
segundos. La lectura se realiz6 en el canal de fluorescencia correspondiente al marcaje de
cada sonda utlizada: canal verde para U. urealyticum, canal amarillo para
U. parvum, canal rojo para M. genitalium y canal naranja para M. hominis. Se consider6
como muestra positiva aquella que mostré una amplificacion exponencial a partir de un
ciclo umbral (ct, siglas en inglés de Cycle Treshold) de 23.

3.5. Determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados
clinicos de Mycoplasma hominis

3.5.1. Recuperacién de aislados de Mycoplasma hominis mediante el cultivo
bacteriolégico

A partir de las muestras clinicas que resultaron positivas a M. hominis mediante el método
de PCR Mudltiple, anteriormente descrito, se tomaron 100 pL y se sembraron en tubos con
medio de cultivo liquido Hayflick suplementado con arginina, especifico para el crecimiento
de M. hominis, que fueron incubados a 37 °C durante 48 horas. Los cultivos primarios que
mostraron cambio de color de rojo a rosado intenso se sembraron en placas Petri con
medio de cultivo sélido Hayflick y se incubaron en condiciones de microaerofilia durante 48
horas. Los cultivos a partir de los cuales se observaron colonias caracteristicas en forma

de huevo frito se consideraron positivos a M. hominis.

3.5.2. Determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana

Se determind la CMI de tetraciclina, levofloxacina y clindamicina (Sigma-Aldrich, Dorset,
Reino Unido) para cada aislado clinico mediante la técnica de microdilucion en caldo,
siguiendo la metodologia descrita por Beeton y colaboradores y las normas del CLSI para
micoplasmas (Beeton ML y cols., 2009; CLSI, 2011).

3.5.2a. Preparacion de las soluciones de trabajo de los antimicrobianos en estudio.
Se prepararon las soluciones de los antimicrobianos a las concentraciones recomendadas

por Beeton y colaboradores en 2009, que se corresponden con los valores de corte
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sugeridos por las CLSI para clasificar a los aislados como resistentes en cada caso:
tetraciclina [8 pg/mL], levofloxacina [2 pg/mL] y clindamicina [0,5 pg/mL].

3.5.2b. Determinacién de la concentracion 6ptima del in6culo para cada aislado

El ensayo se desarroll6 en placas de poliestireno de fondo plano (Costar, USA). Se
adicionaron 180 pL de medio Hayflick liquido en todos los pocillos de la placa y se destiné
una columna para cada aislado. En el primer pocillo de cada columna se agregaron 20 pL
del cultivo del aislado de M. hominis tras la incubacién por 48 horas, a partir de este se
realizaron diluciones seriadas, transfiriendo siempre 20 puL de un pocillo al otro hasta el
séptimo, siempre haciendo cambio de puntas. El octavo pocillo se reservd como control de
esterilidad del medio. La placa se cubrié con una tapa plastica y se incub6 a 37 °C por 48

horas.

Los aislados donde se evidencié cambio de color del medio de rojo a rosado intenso al
menos en cuatro diluciones del inéculo, se consideraron éptimos para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana. Para ello se seleccioné la ultima dilucién en la que se
observé cambio de color del medio, lo que corresponde a una unidad cambiadora de color

por cada microlitro de medio (UCC/ puL).

3.5.2c. Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de los aislados
Se utilizaron placas de microdilucion de 96 pocillos de poliestireno y fondo plano (Costar,

USA) y se procedio de la siguiente forma:

- Se afadieron 135 pL de medio de cultivo Hayflick en los pocillos 1 al 12 de la fila A,
para utilizarla como control de crecimiento del aislado en cuestion.

- Se adicionaron 135 pL de la solucién de tetraciclina, clindamicina y levofloxacina
previamente preparadas en todos los pocillos de las filas B, C y D, respectivamente.

- Se adicion6 10 pL de cada aislado (1 UCC/ pL), en el primer pocillo de cada una de las
filas (A-D).

- Se realizaron diluciones seriadas a partir de este pocillo y hasta el pocillo 11,
transfiriendo siempre 10 uL, que fueron eliminados al final de la ultima dilucion.

- Las placas se incubaron a 37 °C durante 5 dias.

- Lalectura se efectud de forma visual a partir de las 48 horas de incubacion
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e Primero se corrobor6 cambio de color en la fila de control de crecimiento en el pocillo
que se corresponde con 10* UCC/pL. Esto se interpreté como crecimiento del aislado en la
concentracion 6ptima del inéculo.

e Seguidamente se explord, en las filas de cada uno de los antimicrobianos incluidos en
la prueba, si se produjo cambio de color en el pocillo correspondiente a 10* UCC/uL. Se
consider6é como aislado resistente aquel que mostré crecimiento en dicho pocillo y como
sensible aquel para el que no se observé cambio de color.

Se utiliz6 como control de la prueba la cepa de referencia M. hominis PG 21T (ATCC

23114), sensible a todos los antimicrobianos en estudio (CLSI, 2011).

3.6. Deteccion del gen tet(M) en aislados de M. hominis.

Se realizé una PCR en tiempo real para la amplificacion de un fragmento de 70 pb del gen
tet(M) en los aislados de M. hominis. Se utilizaron los cebadores tetM_775 (ATT TCC GCA
AAG TTC AGA CG) y tetM_302 (AAA AGA TGG CGT ACA AGC AC), y la sonda tetM
gPCR 1309 F (GTG CCG CCA AAT CCT TTC TG), donados al LNR-M por el laboratorio
de Micoplasmas de la Unidad de Resistencia Antimicrobiana de la Universidad de Cardiff,

Gales.

La extracciéon de ADN a partir del cultivo primario de los aislados se realizo tal como se
describid en el acépite 2.4.1. El volumen final de reaccién fue de 25 pL (20 pL de mezcla
mas 5 puL de muestra). Cada mezcla estuvo compuesta por 1 X de Tampon de PCR
(QIAGEN, Alemania); 2,5 mM de MgCl; (QIAGEN, Alemania); 200 nM de cada dNTP
(QIAGEN, Alemania); 100 nM de cada cebador, 50 nM de la sonda y suficiente agua
ultrapura para completar un volumen de 20 pL.

La amplificacion y el analisis de los resultados se realiz6 en un equipo Rotor Gene
Q 5-Plex-HRM (QIAGEN, Alemania), utilizando un programa de un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95 °C
durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto. La lectura de fluorescencia se realizo en el
canal Crimson. Se consider6 como muestra positiva aquella que mostré una amplificacion

exponencial a partir de un ct de 23.

3.7. Anédlisis estadistico.
El almacenamiento y andlisis de la informacién se realiz6 en una base de datos en

Microsoft Excel. Se calculd la frecuencia de positividad a M. hominis. Se utilizé la prueba
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de comparacion de proporciones de muestras independientes para determinar la
significacion estadistica entre sexos (IBM SPSS Statistics version 21).

3.8. Operacionalizacion de las variables

Operacionalizacion

Variable Tipo _ _ Indicador
Categoria Descripcidn
Sexo Cualitativa Masculino | Segun sexo bioldgico | Frecuencias
n.omlr,lal. Femenino absqlutas y
dicotomica relativas
Diagnostico Cualitativa |- Si Segun muestras en | Frecuencias
de M. hominis | nominal - No las que se detecte la | absolutas vy
presencia de relativas
M. hominis
Tipo de | Cualitativa | - Exudado Porcibn o volumen | Frecuencias
muestra nominal endocervical | de cualquier | absolutas y
- Exudado mbaterlal, que OlseI relativas
uretral 0 tgnga €
. paciente. Esto en
- Orina dependencia del
lugar anatémico

donde se recolecte

Categorias Cualitativa | -Sensible(S) | Segun la respuesta | Frecuencias
clinicas de | ordinal _Resistente(R)| N VItI‘C.) del absqlutas y
pruebas  de microorganismo a | relativas
susceptibilidad uno o] varios

antimicrobianos,com
o factor predictivo de
eficacia clinica.

Aislados Cualitativa | -Si Segun aislados en | Frecuencias
resistentes a | nominal -No los que se detecte el | absolutas y
Tetraciclina gen tet(M) relativas

con gen tet(M)
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3.9. Consideraciones éticas

El protocolo de la investigacion se evalud por la Comision Cientifica Especializada de
Microbiologia y por el Comité de Etica de la Investigacion del IPK. La investigacion se
realizé en el LNR-M del IPK. La confidencialidad de los resultados quedé en manos de
estos cargos. No se reveld la identidad de los pacientes involucrados en el estudio. La
informacion recopilada, por el equipo que participa en la investigacion, fue protegida y se

utilizé para fines investigativos.
No hubo interrupciones del estudio por concepto de no disponibilidad de recursos.

Una vez finalizado el trabajo experimental se elaboré un informe final con la discusion de
los resultados, los cuales se presentan y publican de forma conjunta entre los
investigadores participantes. lgualmente, los resultados forman parte del informe del
proyecto sectorial asociado a programa del MINSAP del que forma parte "Caracterizacion
clinica, epidemiologica y microbiolégica de Infecciones de Transmision Sexual en
poblaciones clave en Cuba (2021-2023) ", Cadigo: 2105007, fue revisado previamente por
Comision Cientifica Especializada de Microbiologia y aprobado por el Comité de Etica

Institucional.

Para el trabajo en el laboratorio se tuvieron en cuenta los procedimientos establecidos
segun los Protocolos Normalizados Operacionales del LNR-M del IPK. Se utiliz6 un
gabinete de bioseguridad clase Il segun establece la resolucién No. 103 del Ministerio de

Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA).

3.10. Limitaciones del estudio
En el desarrollo de la investigacion se presentaron las siguientes limitaciones:

e Las muestras analizadas provenian de exudado endocervical, exudado uretral y
orina. No incluyéndose otros tipos de muestras como las de semen, espermocultivo
y orina post semen lo que permitiria generalizar los resultados a la mayoria de
muestras urogenitales.

e EIl tamafo o cantidad de aislados obtenidos, lo que influye en la comparacion con

estudios previos realizados y ademas que las pruebas estadisticas normalmente
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requieren un tamafo de muestra lo suficientemente grande como para asegurar
gue es representativa.

La fidelidad y veracidad de los datos, por tratarse de un trabajo con un componente
subjetivo muy importante. En este caso se limita el estudio por la poca informacion
en los datos que deben reflejarse en los modelos de las acomparfian las muestras.
Los que reflejan edad; antecedentes clinicos; diagnostico presuntivo, si procede y
especificar si la persona ha recibido tratamiento médico y con qué farmaco.

Pocos trabajos de investigacion anteriores a citar, en este caso de estudios
realizados en los se utilizan los métodos convencionales de referencia para la
determinacidén del perfil de susceptibilidad antimicrobiano de M. hominis, y el
estudio de este microorganismo como patdgeno oportunista; pues la base de la
revision de la literatura ayuda a comprender el problema de investigacion que se

esta encarando.
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IV. RESULTADOS

4.1. Diagnostico de Mycoplasma hominis a partir de muestras clinicas mediante la
PCR en tiempo real.

De los pacientes estudiados, el 46.1% (76/165) provenian de hombres con uretritis
inespecifica, y el 53.94 % (89/165) de mujeres con antecedentes de infertilidad, abortos

espontaneos, leucorrea y cervicitis.

El estudio de las 165 muestras clinicas a través del método de PCR en Tiempo Real
permiti6 demostrar un 13.94 % (23/165) de positividad a M. hominis. Del total de muestras
positivas el 34,78 % (8/23) provenian de pacientes masculinos y el 65,22 % (15/23) de
pacientes femeninos (Figura 4.1). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de positividad a M. hominis entre los grupos de pacientes

segun el sexo (p=0.345).

B Positivas Sexo
masculing

Positivas Sexo
Femenino

65.22%

B Negativas M Positivas

Figura 4.1. Frecuencia de positividad de Mycoplasma hominis en muestras clinicas de
pacientes con infeccion urogenital. LNR-M, enero 2020 - septiembre 2021.

A partir de las muestras de orina se revelaron un nimero mayor de muestras positivas
(78,3 %; 18/23), correspondiendo 3 muestras a pacientes masculinos y 15 muestras a

féminas. Las cinco muestras positivas restantes se correspondieron con exudados
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uretrales, representando un 21,7 % (5/23). De todos los especimenes colectados solo dos

corresponden al mismo paciente.

De las muestras positivas a M. hominis el 91,3 % (21/23) mostré coinfeccion con
Ureaplasma spp.; de ellas el 6522 % (15/23) mostré coinfeccibn con
Ureaplasma parvum, el 17,39 % (4/23) con U. urealyticum, mientras que el 8.70 % (2/23)
mostro coinfeccion con ambas especies de Ureaplasma. Ademas, el 4,35 % (1/23) de las
muestras positivas a M. hominis reveld coinfeccion con M. genitalium, y el 4,35 % (1/23)
con M. genitalium y U. parvum. Ninguna de las muestras analizadas fue positiva

solamente a M. hominis (Figura 4.2).

v
-

(21/23)

-

Mh/Mg/Up . 4.35%
(1/23)

—

Mh/Mg . 4.35%
(1/23)

” ,.-" _.’. ‘r" _,-'.. rd
¥ ¢ f v r v

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 4.2. Especies de micoplasmas identificadas en las muestras clinicas positivas a
Mycoplasma hominis. LNR-M, enero 2020- septiembre 2021.
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4.2. Determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados
clinicos de M. hominis

4.2.1. Recuperacion de aislados de Mycoplasma hominis mediante el cultivo

bacterioldgico

A partir de las 23 muestras clinicas positivas a M. hominis se lograron recuperar por cultivo
ocho aislados. Cuatro de estos aislados se recuperaron a partir de muestras de orina y

cuatro a partir de muestras de exudado uretral.

4.2.2. Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de aislados de

Mycoplasma hominis.

A través del método de microdilucion en caldo para la determinacién de la CMI de los
antimicrobianos recomendados para el tratamiento, se demostraron siete aislados
resistentes entre los 8 estudiados (87,5 %). De ellos cinco aislados fueron resistentes a
tetraciclina y clindamicina, mientras que un aislado fue resistente solamente a tetraciclina y
uno resistente solamente a clindamicina. Todos los aislados fueron sensibles a la

levofloxacina (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Aislados de M. hominis resistentes a antimicrobianos, LNR-M, enero 2020 -
septiembre 2021

No aislado (afo) Muestra de Procedencia Resistencia demostrada
27 (2021) Orina Clindamicina y Tetraciclina
29 (2021) Orina Clindamicina y Tetraciclina
70 (2021) Exudado Uretral Tetraciclina
85 (2021) Exudado Uretral Clindamicina
86 (2021) Orina Clindamicina y Tetraciclina
97 (2021) Exudado Uretral
102 (2021) Exudado Uretral Clindamicina y Tetraciclina
70 (2020) Orina Clindamicina y Tetraciclina
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4.3. Deteccion del gen tet(M) en aislados clinicos de M. hominis.

Se confirmé la resistencia a tetraciclina de los seis aislados de M. hominis que se
revelaron resistentes por el método de microdilucion en caldo, a través de la deteccion del
gen tet(M) mediante la RT-PCR. Asimismo, se detecto dicho gen en dos de los aislados
informados previamente como sensibles a través de la determinacion de la CMI. No
obstante, este hallazgo no modifico el informe de ambos aislados como sensibles a

tetraciclina.
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V. DISCUSION

Durante la ultima década M. hominis se reafirma como un patdégeno comensal en la
superficie de las mucosas del cérvix y la vagina de las mujeres, con una tasa de
colonizacion entre 20 % y 30 % (Moridi y cols., 2020). Su papel en las infecciones del
tracto urogenital todavia es controversial, diversos estudios han propuesto que es
patogénico y se asocia a vaginosis bacteriana, enfermedad pélvica inflamatoria,
corioamnionitis, endometritis, parto pretérmino, abortos espontaneos e infertilidad (Waites
y cols., 2009; Rodriguez y cols., 2013; Rodriguez y cols. 2019; Veiga y cols., 2019; Isaac y
cols., 2021).

En el presente estudio la frecuencia de M. hominis (13,94 %) que se obtiene a partir del
estudio de muestras clinicas de pacientes con infeccion urogenital coincide con lo que
reportan otros autores. Kouegnigan y colaboradores en 2015, en Gabon, reportan 15.87 %
de muestras clinicas positivas a M. hominis, que incluyen semen, orina, exudado uretral y
vaginal, provenientes de pacientes de ambos sexos con sospecha de infeccién urogenital,
y que fueron analizadas mediante el estuche comercial Mycoplasma IST 2 (Kouegnigan y
cols., 2015). Resultados similares se informan en Espafia en 2019 en un estudio en
pacientes masculinos con diagnéstico presuntivo de infeccion genital que son atendidos en
consulta especializada de infertilidad. En dicho estudio se analizan muestras de semen,
orina postsemen y exudados uretrales mediante el estuche diagndstico Mycoplasma IST 2

y un PCR multiple, reportandose un 10,64 % de positividad (Foronda y cols., 2019).

Por otro lado, Robles y colaboradores en México en 2021 realizan un estudio en pacientes
con infertilidad donde se examinan muestras clinicas de exudado vaginal y esperma de
172 parejas, y reportan una prevalencia de positividad a M. hominis de 34.9 % en los
hombres y 15.1% en las mujeres (Robles y cols., 2021). Rodriguez y colaboradores en
Cuba, en 2019 analizan muestras de mujeres atendidas en consulta de infertilidad,
utilizando el estuche comercial Myco Well D-One y reportan 14,8 % (26/175) de infeccion
por M. hominis y Ureaplasma spp. (Rodriguez y cols., 2019). Rodriguez y colaboradores
en el afio 2007, en el pais, refieren un 18,5 % de muestras positivas a M. hominis en
muestras de exudado uretral que provienen de pacientes del sexo masculino con UNG. El

meétodo que emplean es una PCR-Mdltiple (Rodriguez y cols., 2007).
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Otros autores refieren porcientos de positividad a M. hominis inferiores a los que se
obtiene en el presente trabajo. Por ejemplo, Garcia y colaboradores en México en 2017 en
un estudio realizado en pacientes con manifestaciones y patologias genitourinarias que se
remiten de la consulta de Ginecologia y Urologia y en pacientes asintomaticos, reportan
1,9 % (1/54) de hombres y 5.54 % (5/93) de mujeres con infeccién por M. hominis, que se
detecta a partir del estudio de muestras clinicas de exudado uretral y endocervical
mediante PCR multiple en tiempo real (Garcia y cols., 2017). Por su parte, Arnold y
Dominguez en Cuba en 2015 refieren un 2 % (1/66) de casos positivos con infeccion por
M. hominis, al analizar muestras de exudado endocervical de mujeres que asisten a
consulta de Infertilidad (Arnold y Dominguez, 2015). Rodriguez y colaboradores en Cuba
en el afio 2013 reportan 1,4 % (2/140) de muestras positivas a M. hominis a partir del
estudio de muestras de semen de hombres que asistian a consulta de infertilidad
(Rodriguez y cols., 2013). En ambos estudios se utiliza el estuche diagnostico

Mycoplasma System Plus.

Existe una gran variedad en la frecuencia de infeccién por M. hominis informada en las
diferentes regiones del mundo e incluso dentro de un mismo pais. Esta se asocia a
diversos factores, que incluyen los antecedentes de enfermedades de los individuos
estudiados, las muestras clinicas analizadas, asi como los métodos microbiolégicos
empleados para el diagnostico de esta especie. Debe destacarse el amplio uso que hacen
los laboratorios a nivel internacional de diferentes estuches comerciales, que no siempre
conducen a resultados precisos contra los métodos convencionales y moleculares (Beeton
y Spiller, 2016).

En el presente estudio todas las muestras positivas a M. hominis muestran coinfeccion con
otras especies de micoplasmas, en su mayoria con Ureaplasma spp. Este comportamiento
se corresponde de manera general con lo descrito por otros autores. Redelinghuys y
colaboradores en un estudio en mujeres embarazadas a partir de muestras de exudados
vaginales, se identifica un 39,7 % (29/73) de muestras positivas a M. hominis, todas
coinfectadas con Ureaplasma spp., a través del empleo del estuche comercial Mycofast
Revolution y un método de PCR multiple (Redelinghuys y cols., 2014). Por su parte, Paira
y colaboradores en Sudafrica en 2021 realizan un estudio en hombres y mujeres con

antecedentes de infecciones urogenitales asintomaticos y un grupo control, al analizar
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muestras de exudado endocervical y semen informan 91 % de pacientes femeninas
positivas a M. hominis y Ureaplasma spp, mientras que en los pacientes masculinos se

detecta un 92,7 % de coinfeccion con ambas especies (Paira y cols., 2021).

Porcientos inferiores describen Lee y Yang en Corea del Sur, al estudiar pacientes del
sexo femenino con sintomas de infeccidon genitourinaria, en el que analizan muestras de
exudado endocervical y detectan un 74 % de coinfeccion con
M. hominis y Ureaplasma spp. (Lee y Yang, 2020). En Cuba, Ramirez y coautores llevan a
cabo un estudio con mujeres que asisten a consultas de infertilidad y reportan un 4,7 %
(2/43) de coinfeccion de Ureaplasmas spp. y M. hominis mediante el estuche comercial
MYCO WELL D-ONE (Ramirez y cols., 2018).

Por otra parte, se describe con menor frecuencia la coinfeccion de M. hominis vy
M. genitalium en muestras clinicas de pacientes con infecciones urogenitales. En el
presente estudio se identifica un 4,35 % de coinfeccion por estas especies de
micoplasmas. Resultados similares reportan Campos y colaboradores en 2015 en Brasil al
investigar mujeres con sintomas de infeccion urogenital y asintoméaticas, donde se detecta
un 4,97 % de coinfeccion a partir del analisis de muestras de exudados vaginales
mediante un método de PCR cuantitativo (Campos y cols., 2015). Oh y colaboradores en
Corea del Sur en el afio 2021 reportan 2,82 % de coinfeccion de
M. hominis y M. genitalium en diversas muestras de pacientes femeninos y masculinos
ingresados en hospitales, y que se diagnostican mediante un método PCR en tiempo real
(Ohy cols., 2021).

El tratamiento de las infecciones causadas por M. hominis esta limitado al uso de
tetraciclinas, clindamicina y fluoroquinolonas. La resistencia a estos grupos de
antimicrobianos se documenta para aislados clinicos de M. hominis en diferentes regiones
del mundo y se considera una resistencia adquirida fundamentalmente como
consecuencia de mutaciones cromosomales (Beeton y cols., 2009; Meygret y cols., 2018).
Los estudios precedentes en el pais notifican porcientos elevados de resistencia
antimicrobiana en muestras informadas como positivas para M. hominis, pero en ellos solo
se emplean sistemas diagnostico comerciales y no se realiza la confirmacién mediante
métodos de referencia ni moleculares (Sanchen y cols., 2013; Arnold y cols., 2015;

Ramirez y cols., 2018). De manera similar, la mayoria de los estudios que se realizan a
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nivel internacional que reportan tasas de prevalencia de resistencia antimicrobiana para
esta especie de micoplasmas se basa en el empleo de diferentes estuches diagnosticos
comerciales (He y cols., 2016; Zheng y cols., 2021; Paira y cols., 2021). Solo se refieren
cinco estudios en la literatura donde se utilizan los métodos de referencia para la
determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana de aislados clinicos de

M. hominis.

La resistencia a tetraciclina (75 %, 5/7) que se reporta en el presente estudio es superior a
lo que se describe a nivel internacional. Boujemaa y colaboradores en Tunez demuestran
un 33,9 % de resistencia a tetraciclina al estudiar aislados clinicos de muestras de
pacientes de ambos sexos con sintomas de infeccidn urogenital o infertilidad (Boujemaa y
cols., 2020). Resultados similares describen Férandon y coautores en un estudio realizado
en Francia al analizar aislados clinicos de M. hominis obtenidos a partir de muestras
colectadas de pacientes con infecciones urogenitales y extragenitales, describiendo un
39,5 % de resistencia a tetraciclina, y 1,2 % de resistencia a tetraciclina y ofloxacina
(Férandon y cols., 2013). Mardassi y colaboradores en Tunez en el 2012 describen un 25
% de resistencia a tetraciclina en aislados clinicos de M. hominis obtenidos de muestras
vaginales, cervicales y uretrales de pacientes con infecciones de transmision sexual,
complicaciones asociadas al embarazo, antecedentes de infertilidad y uretritis (Mardassi y
cols., 2012).

Porcientos inferiores describen Meygret y colaboradores en Francia, quienes reportan un
14,8 % de resistencia a tetraciclina al analizar aislados de M. hominis obtenidos a partir de
diversas muestras clinicas del tracto urogenital y respiratorio y de otros fluidos, recibidas
en un hospital universitario para el diagndstico de micoplasmas (Meygret y cols., 2018).
Por su parte Chalker y colaboradores en Reino Unido, reporta un 14,8 % de resistencia a
tetraciclina a partir del estudio de aislados clinicos de M. hominis obtenidos a partir de
muestras de liquido cerebro- espinal, peritoneal y liquido pleural de pacientes con
infecciones invasivas (Chalker y cols., 2021). Por otro lado, un estudio que se realiza en
Estados Unidos en diez aislados clinicos obtenidos de muestras de orina de pacientes
femeninas con infeccion del tracto genitourinario, no se detecta resistencia a tetraciclina

(Valentine-King y Brown, 2017).
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En el presente estudio se identifica cinco aislados resistentes a clindamicina (75 %, 5/7)
del total de aislados analizados. Solo dos estudios en Estados Unidos y Reino Unido
incluyen el analisis de este antimicrobiano en el estudio de aislados clinicos de M. hominis,
coincidiendo ambos en no demostrar resistencia a este farmaco. (Valentine-King y Brown,
2017; Chalker y cols., 2021). Esta variacion global en las tasas de resistencia a tetraciclina
y clindamicina podria obedecer a las diferencias en las précticas clinicas y politicas de
tratamiento en cada pais o regién. En Cuba pais la tetraciclina se utiliza en el tratamiento
del sindrome de dolor abdominal bajo y de la sifilis en pacientes alérgicos a la penicilina, y
ademas se utiliza como una opcidn terapéutica para el tratamiento de las infecciones por
clamidia, el sindrome de secrecién uretral y el sindrome de flujo vaginal. Por su parte la
clindamicina se usa también como opcién para el tratamiento del sindrome de dolor

abdominal bajo (Direccion de medicamentos y tecnologias médicas del Minsap, 2018).

En el caso de la levofloxacina, el 100 % de susceptibilidad que se informa en el presente
estudio coincide con lo que reporta un estudio en Estados Unidos, en 2017 y otro estudio
en Tunez, en 2020 (Valentine-King y cols., 2017; Boujemaa y cols., 2020). De forma
general son bajos los porcientos de resistencia que se describen para este antimicrobiano,
tal como refieren Meygret y colaboradores en una investigacion que reporta un 3,3 % de
resistencia, y Chalker y colaboradores, informan un 2,1 % de resistencia a esta droga
(Meygret y cols., 2018; Chalker y cols., 2021). En Cuba, el uso de la levofloxacina esta
restringida al nivel hospitalario, lo que puede influir en los resultados del presente estudio

(Direccion de medicamentos y tecnologias médicas del Minsap, 2018). ).

La resistencia a tetraciclina en M. hominis se reconoce que estd mediada por el gen
tet(M), que se localiza en el transposon conjugativo Tn916 y constituye el Unico
determinante de resistencia a antibidticos adquirido de forma natural que se describe en
micoplasmas humanos. Este gen codifica para la sintesis de la proteina Tet(M) que
confiere proteccion al ribosoma ante la accion de las tetraciclinas (Chopra y Roberts, 2001;
Bébeéar y Kempf, 2005; Dégrange y cols., 2008).

En el presente estudio se confirma la resistencia a tetraciclina en los aislados demostrados
como resistentes mediante el método de microdiluciéon en caldo, al corroborar la presencia
del gen tet(M). Varios estudios confirman la presencia de este gen como el mecanismo

responsable de la resistencia a tetraciclina en los aislados clinicos de M. hominis
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(Dégrange vy cols., 2008; Meygret y cols., 2018; Boujemaa y cols., 2020, Chalker y cols.,
2021).

El hecho que se detectara el gen tet(M) también en dos aislados sensibles a tetraciclina se
corresponde con lo documentado por Dégrange y colaboradores en 2008, quienes refieren
que esto obedece a algunas variantes del gen tet(M) que pueden rendir fenotipos de
resistencia inducible en presencia de bajos niveles de tetraciclina. Atendiendo a ello,
cuando se examina la resistencia a tetraciclina puede ser necesario el analisis tanto por
microdilucién en caldo para determinar la susceptibilidad fenotipica, como a través de la

deteccién del gen tet(M) (Dégrange y cols., 2008).

Se demuestra la presencia de clones resistentes asociado con la resistencia a tetraciclina,
lo que puede contribuir a la investigacion de nuevos biomarcadores genéticos para la
prediccion de la resistencia antimicrobiana en aislados de M. hominis. Esto podria
impactar en el control de la resistencia y el monitoreo de las enfermedades causadas por
esta bacteria (Boujemaa y cols., 2020).
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VI. CONCLUSIONES

v’ La frecuencia baja de Mycoplasma hominis y su concomitancia con otras especies de
micoplasmas en muestras de pacientes con infecciones urogenitales, estudiadas en el
LNR-M del IPK, refuerza la hipétesis acerca de su papel como patégeno oportunista
también en el contexto cubano.

v’ La deteccién de resistencia a tetraciclina y clindamicina en aislados clinicos de
Mycoplasma hominis, aunque en un nudmero limitado, sugiere que estos
antimicrobianos podrian resultar no utiles para el tratamiento de las infecciones que
producen. En cambio, la sensibilidad demostrada a levofloxacina ratifica la vigencia de
su indicacion para este propdsito.

v’ La demostracion del gen tet(M) tanto en los aislados de Mycoplasma hominis
resistentes como sensibles a tetraciclina ratifica desaconsejar su uso en el tratamiento,
teniendo en cuenta que los aislados con fenotipos sensibles pueden desarrollar

resistencia ante concentraciones sub-inhibitorias del antimicrobiano.
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VII. RECOMENDACIONES
v Incrementar el nUmero de muestras de pacientes con sindromes urogenitales para

dilucidar el posible papel patogénico de M. hominis y su perfil de susceptibilidad a los

antimicrobianos de eleccion para el tratamiento.
v Confirmar los resultados obtenidos de resistencia a clindamicina mediante estudios

moleculares que permitan demostrar los mecanismos de resistencia implicados.
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