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Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvum Y Ureaplasma urealyticum
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RESUMEN

Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvumy Ureaplasma urealyticum son especies relacionadas
con enfermedades del tracto genitourinario, y particularmente con la uretritis no gonocdécica (UNG) en el hombre. Los
cultivos de estos microorganismos resultan complicados, por lo que las técnicas moleculares, principalmente la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), se han convertido en el principal método de deteccion de estos organismos. Objetivo:
Implementar un método molecular basado en tecnologia de genes para el diagndstico de estas cuatro especies de
micoplasmas genitales, aplicandolo en muestras clinicas de pacientes con UNG. Material y métodos: Se crearon
las condiciones para un PCR-Multiple para identificar estas especies empleando como muestra ADN de referencia,
utilizando los juegos de cebadores complementarios a fragmentos de los genes de la proteina adhesiva de M. genitalium
(MgPa), ARN ribosomal 16S de M. hominis, regién espaciadora entre los genes del ARN ribosomal 16S y 23S de U.
parvum, y de la region espaciadora adyacente al gen de la ureasa y especifico para U. urealyticum, siendo un método
especifico y sensible. Resultados: Al analizar 34 muestras de exudado uretral, 27 correspondieron a la clase Mollicutes,
obteniéndose 14,8% de positividad a M. genitalium, 18,5% a M. hominis, 11,1% a U. urealyticumy 3,7%. a U. parvum.
Con este trabajo se realiz6 por primera vez el diagnéstico de M. genitalium, M. hominis, U. parvum y U. urealyticum en
muestras uretrales de pacientes cubanos. Conclusién: Se recomienda incluir el diagndstico de estas especies en un
mayor numero de pacientes cubanos con sintomas uretrales, para validar el método propuesto y conocer la relacion de
estos microorganismos con la UNG.

Palabras clave: Infecciones por Micoplasma; Infecciones por Ureaplasma, Reaccién en cadena de la polimerasa,
Uretritis no gonococcica (fuente: DeCS BIREME).

MULTIPLEX-PCR FOR THE DIAGNOSIS OF Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvum AND Ureaplasma urealyticum

ABSTRACT

Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvum and Ureaplasma urealyticum are species related
with some pathologies of the urogenital tract, and particularly with non gonococal urethritis (NGU) in men. The culture of
these microorganisms is very dificult, that’'s why the molecular techniques, mainly the polymerase chain reaction, have
become in the main detection method of this organisms. Objectives: To improve a molecular method based in technology
of genes for the diagnosis of this four genital micoplasma species, applying the same in clinical samples from patients
with NGU. Materials and methods: The conditions were created for a Multiplex-PCR for identify this species, using as
sample reference DNA, the pairs of primer complementary to the adhesion protein gene of M. genitalium (MgPa), the
rRNA 16S of M. hominis, an specific region between rRNA 16S and rRNA 23S genes of U. parvum, and the adjacent
region to the urease gene specific for U. urealyticum, being a specific and sensitive method. Results: When analyzing
34 urethral sawbs samples, 27 corresponded to the Mollicutes Class, being 14,8% positive to M. genitalium, 18,5% to
M. hominis, 11,1% to U. urealyticum and 3,7% to U. parvum. It was realized for fist time the diagnosis of M. genitalium,
M. hominis, U. parvum and U. urealyticum in urethral samples from Cuban patients. Conclusion: It is recommended to
include the diagnosis of these species in other Cuban patients with urethral symptoms, to validate the proposed method
and to know the relation of these microorganisms with the NGU.

Key words: Mycoplasma infections; Ureaplasma infections; polymerase chain reaction; Non gonococal urethritis (source:
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INTRODUCCION

Especies de micoplasma y ureaplasma han sido
asociadas con diferentes enfermedades del tracto
respiratorio y urogenital, tanto en mujeres, hombres y
nifios. Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium,
Ureaplasma parvum 'y Ureaplasma urealyticum han sido
las especies identificadas con mayor frecuencia®.

Estos microorganismos pertenecientes a la Clase
Mollicutes, son  considerados  extremadamente
dificultosas para su multiplicacion in vitro, tanto por los
requerimientos nutricionales para su multiplicacion,
como por su marcada sensibilidad a cambios de pH,
temperatura, presién osmotica, rayos ultravioletas,
agentes tensoactivos, anticuerpos y complemento,
hecho que dificulta el aislamiento mediante el cultivo
bacteriolégico??.

Por tales razones, las técnicas de biologia molecular, y
particularmente la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, siglas en inglés), ha sido aplicada para la
deteccidén de estas especies en hombres con uretritis no
gonococica (UNG), infeccién en la que con frecuencia
el agente etioldgico no es identificado. Esta técnica ha
demostrado la asociaciéon entre estas especies y esta
enfermedad del tracto urogenital*®.

En este trabajo se implement6 un método molecular
basado en tecnologia de genes para el diagnéstico de las
cuatro especies de micoplasmas genitales, aplicandolo
en muestras clinicas de pacientes con UNG.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRA DE ADN DE REFERENCIA

Se utiliz6 ADN de Mycoplasma genitalium, cepa R32G
(donado por el Dr. Branko Kokotovic del Laboratorio de
Micoplasmas del Instituto Danés para Investigaciones

Veterinarias y Alimentos, Copenhagen, Dinamarca).
Ademas, muestras de ADN de Mycoplasma hominis
cepa ATCC 23114, Ureaplasma urealyticum cepa ATCC
27618y Ureaplasma parvum cepa ATCC 2815 (todas de
la coleccién de cepas del Laboratorio de Micoplasma del
Instituto de Medicina Tropical “"Pedro Kouri”, La Habana,
Cuba).

JUEGOS DE CEBADORES PARA EL METODO DE
PCR-MULTIPLE

Se utilizaron los juegos de cebadores MgPaF-MgPaR
complementarios a una region del gen de la proteina
adhesiva de M. genitalium (MgPa), descritos por
Jensen et al.%, el juego de cebadores complementarios
a un fragmento de 280 pb del gen del ARN ribosomal
16S de M. hominis, y dos juegos de cebadores, uno
de ellos complementarios a un fragmento de la region
espaciadora entre los genes del ARN ribosomal 16S y
23S de U. parvum, y el otro juego complementario a un
fragmento de la regidn espaciadora adyacente al gen
de la ureasa y especifico para U. urealyticum, descrito
por Fernandez et al.” (Tabla 1).

MEZCLA DE REACCION

En un volumen final de 50 uL, la mezcla contenia
37,25 pL de agua bidestilada estéril, 5 yL de tampd6n NL
al 10X, 1,25 pL de cada cebador en una concentracion
de 10 pmol/uL, 0,25 pL (1,25 U) de Taq polimerasa,
y 5 uL de ADN de referencia.

AMPLIFICACION DEL ADN

La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador
“Mastercycler® personal’” (Eppendorf, Alemania),
ajustando las condiciones para la amplificacion del
ADN de las cepas de referencia, programado a
95 °C por cuatro minutos, seguido de ciclos de 94 °C
por 30 segundos, ensayando con tres temperaturas de
hibridacion diferentes: 55, 57 y 60 °C por 30 segundos

Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion del ADN.

. iy oy Tamaiio del
Especie Cebadores Secuencia 5°- 3 fragmento
V. cenitalium MgPaF  GAG AAA TAC CTT GAT GGT CAG CAA 28 0b
-9 MgPaR  GTT AAT ATC ATA TAA AGC TCT ACC GTT GTT ATC 712
U. urealviicumn uus2 CAG GAT CAT CAA ATC AAT TCA C 18 o
- urealy UUA2 CAT AAT GTT CCC CTT CGT CTA pb.
uPS CAT CAT TAA ATG TCG GCC CGA ATG G
[parie UPSA TAG AAT CCG ACC ATA TGA ATT TTT A ez e,
y MH1 TGA AAG GCG CTG TAA GGC GC
M. hominis MH2 GTC TGC AAT CAT TTC CTA TTG CAA A 280 pb.
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y 72 °C por un minuto, con una extensién final a 72 °C
por cinco minutos, evaluandose con 35y 40 ciclos.

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS

Los productos de ADN amplificados fueron analizados
por electroforesis submarina, para lo cual se tomaron
10 uL de cada producto y se afiadieron 2 uL de tampén
de corrida electroforética (Loading Buffer 6X, Promega,
E.U.A). Posteriormente, se aplicaron en un gel de
agarosa al 4% para acidos nucleicos (Pharmacia NA,
Suecia) con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio. La corrida
electroforética se realiz6 a 110 voltios con Tris Borato
EDTA (TBE), pH 8, con una duraciéon de una hora.
Los resultados de la electroforesis fueron visualizados
a través de un transiluminador con luz UV (LKB 2011,
Suecia), determinando sus tallas por comparacién con
marcadores de peso molecular de ADN (DNA Molecular
Weight Marker VIIl. Roche, Germany).

ENSAYO CON MUESTRAS CLINICAS

Se analizaron 34 muestras de exudado uretral, negativas
en los examenes para la deteccion de Neisseria
gonorrheae, de igual numero de pacientes masculinos,
que acudieron al Laboratorio de Microbiologia del
Hospital Militar “Carlos Juan Finlay”, en el periodo
comprendido entre octubre a diciembre de 2005.

EXTRACCION DEL ADN DE LA MUESTRA

La extraccion del ADN se realizd segun describe
Fernandez et al.”. De cada tubo, con la muestra de
exudado uretral en el medio de transporte se tomo6 1 mL
y se transfiri6 a un tubo de centrifuga “Eppendorf*, se
centrifugdé a 12 000 rpm por 15 minutos, posteriormente
se desecho el sobrenadante y al sedimento se le
adiciond 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) a pH 7,4, se
homogeneiz6 utilizando un vortex durante dos minutos, y
se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones,
el sobrenadante se eliminé y al sedimento se le afiadio
0,1 mL de agua bidestilada estéril, se homogeneizé
nuevamente durante un minuto, después se coloco
en un bloque térmico a 100 °C por diez minutos, e

inmediatamente se paso a un recipiente con hielo, y se
guardo a —20 °C hasta su uso.

PCR-CLASE MOLLICUTES

El ADN obtenido de cada muestra clinica fue analizado
mediante el PCR-Clase especifica para Mollicutes, seguin
describe Fernandez et al.8, a las que resultaron positivas
se les realizd el PCR-Mlltiple para la identificacion de
las especies estudiadas.

PCR-MULTIPLE PARA LA IDENTIFICACION DE
Mycoplasma  genitalium,  Mycoplasma  hominis,
Ureaplasma parvum Y Ureaplasma urealyticum

En una mezcla de reaccion, con un volumen final de
50 yL, se adicionaron los cuatro juegos de cebadores
descritos anteriormente. Para la amplificacion del
ADN de las muestras clinicas se empled el programa
utilizado en la amplificacion del ADN de referencia. Se
analizaron los productos amplificados como se describio
anteriormente.

RESULTADOS

En la amplificacién del ADN de las cepas de referencia
por el método de PCR-Mudiltiple se escogid el programa
con la temperatura 6ptima de hibridacion de 55 °C y 35
ciclos para la amplificacion del ADN. Se obtuvieron los
tamanos de los fragmentos correspondientes a cada una
de las especies: M. genitalium 78 pb, M. hominis 280 pb,
U. urealyticum 418 pb y U. parvum 812 pb (Figura 1).

De las muestras clinicas de exudado uretral estudiadas
el 79,4% (27/34) se identificaron positivas a Mollicutes
por el PCR-Clase. De ellas, mediante el PCR-Multiple;
el 14,8% (4/27) fueron positivas a M. genitalium; 18,5%
(5/27) a M. hominis, mientras que 11,1% (3/27) se
identificaron como U. urealyticum, y 3,7% (1/27) como
U. parvum. E| 55,6% (15/27) restante no correspondio a
ninguna de las especies estudiadas (Tabla 2). Dos de las
muestras resultaron coinfectadas, una con M. hominis 'y
U. parvum, y otra con M. hominis 'y U. urealyticum.

Tabla 2. Identificacion de micoplasmas genitales en muestras clinicas.

Método de PCR R Método de PCR-Miltiple R
M. genitalium Gen proteina adhesiva 14,8% (4/27)
M. hominis Gen ARNr 16S 18,5% (5/27)
Clase Mollicutes (7297;:1;/") U. urealyticum Gen ureasa 11,1% (3/27)
U. parvum Gen ARNr 16S 3,7% (1/27)
Otros mollicutes no identificados 55,6% (15/27)
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 4% mostrando
resultados del PCR-Mudltiple para la deteccion de U. parvum,
U. urealyticum, M. hominis y M. genitalium en muestras clinicas
de exudado uretral. Linea 1 marcador de peso molecular (DNA
Molecular Weight Marker VIIl. Roche, Germany), lineas 2-
3 muestras positivas a U. parvum, linea 4 muestra positiva a
U. urealyticum, lineas 5-6 muestras positivas a M. hominis, linea
7 muestra positiva a M. genitalium, linea 8 control negativo.

DISCUSION

Los métodos de cultivo y pruebas serolégicas son
utilizados para el diagnoéstico clasico de las infecciones
por micoplasmas y ureaplasmas, pero no son
suficientemente 6ptimos, propiciando el desarrollo
y uso de métodos moleculares, como el PCR y sus
variantes®. Estos métodos tienen una alta sensibilidad y
especificidad, y permiten obtener resultados en un corto
periodo.

Una de las variantes utilizadas fue el PCR-mudltiple,
donde se utiliza mas de un juego de cebadores, y de
esta forma se logra la amplificaciéon de fragmentos de
ADN de agentes pertenecientes al mismo género,
empleando para ello cebadores disefiados de zonas con
una amplia heterogeneidad, por lo general de regiones
espaciadoras intergénicas, garantizando que los
fragmentos amplificados posean tallas diferentes, lo cual
permite que sean identificadas las distintas especies a
través de una simple electroforesis en gel de agarosa'’.

En el estudio de las muestras clinicas de exudado
uretral, la positividad de M. genitalium coincide con los
resultados obtenidos en otras investigaciones. Gubelin
et al.'!, investigaron mediante el PCR, la presencia de
M. genitalium en muestras de secrecion uretral de 23
hombres con UNG, detectando esta especie en 13,04%,
encontrando ademas Ureaplasma spp. en 34,7% de
las muestras. En un estudio realizado en Turquia, se
investigod la incidencia de M. genitalium en muestras
de orina de 63 pacientes con sintomas de uretritis,

encontrando 6,3% de positividad, asi como 4,8% a
U. urealyticum, y 3,2% a M. hominis'?.

M. hominis, el primer micoplasma aislado en humanos,
es frecuentemente identificado en el tracto urogenital,
siendo causa importante de vaginosis bacteriana, una
condicion en la mujer que podria ser la causa de UNG
en hombres. En este trabajo también se identificaron
muestras positivas a M. hominis, coincidiendo con otros
estudios donde se describe la presencia de esta especie
en hombres sintomaticos con UNG'314,

En el presente estudio se encontr6 que la frecuencia
con que se presenta U. urealyticum es mayor que la
frecuencia con que se detectoé U. parvum. Este resultado
coincide con el reportado por Deguchi et al. quienes
realizaron un estudio para determinar la asociacion
entre las especies de Ureaplasma y UNG, en muestras
de orina de hombres con UNG, encontrando un mayor
porcentaje de positividad a U. urealyticum (15,8%), que
a U. parvum (8,5%), y concluyendo que U. urealyticum
pudiera tener un potencial patogénico para el desarrollo
de la UNG en hombres'®.

Los resultados aqui obtenidos mostraron que 15
muestras pertenecientes a la Clase Mollicutes no
correspondieron a ninguna de las especies estudiadas.
Se han descrito aislamientos de otras especies de
micoplasmas, como M. penetrans, en muestras
uretrales de hombres con UNG aguda, aunque existen
controversias en relacion al papel patogénico de este
microorganismo en esta enfermedad, al igual que otras
especies como M. fermentans, M. spermatophilum e
incluso M. pneumoniae, que tienen la capacidad de
causar enfermedades del tracto urogenital, pero no hay
evidencias claras que lo confirmen'®. Estas especies no
fueron analizadas en la presente investigacion.

Stellrecht et al., desarrollaron un método de
PCR-multiple para determinar las especies mas
frecuentemente asociadas con las infecciones del tracto
genitourinario: M. genitalium, M. hominis y Ureaplasma
spp., encontrando una alta sensibilidad y especificidad
del método, considerandola una herramienta eficaz
para la deteccion de micoplasmas genitales'®. Por su
parte, Fernandez et al. desarrollaron un método de
PCR-multiple para la identificacion de U. parvum y U.
urealyticum, el cual ha sido aplicado en la deteccion de
estas especies en muestras de exudado uretral®.

En el presente estudio, esta técnica de PCR-Mdltiple
permitié6 la amplificacion y diferenciacion entre las
especies de M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum
y U. parvum, estando presentes como organismos
individuales o en una mezcla.
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El diagnéstico de estas especies en hombres con
uretritis, reafirma el hecho de que debe incluirse en
el exudado uretral la busqueda de estos gérmenes
como prueba rutinaria en la practica clinica diaria en
pacientes con UNG, y en particular implementar este
diagnostico en muestras de pacientes cubanos, y
realizar investigaciones dirigidas a conocer la relacion
de estos microorganismos con la UNG en Cuba.
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