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RESUMEN

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo, para determinar la frecuencia de aislamientos de Mycoplasma hominis, Ureaplasma
parvum y Ureaplasma urealyticum en pacientes con vaginosis bacteriana, donde se incluyeron 296 pacientes con secrecion
vaginal, atendidas en consultas médicas en 2 hospitales. El diagndstico se llevo a cabo segun los criterios Amsel, y a las mujeres
positivas a esta enfermedad se les tom6 muestra de exudado endocervical para el diagndstico por métodos convencionales para
M. hominis y Ureaplasma spp. Por la reaccién en cadena de la polimerasa se identificaron U. parvum y U. urealyticum. Se
diagnosticd vaginosis bacteriana en 30,1 % de las pacientes, y en 77,5 % se detectd la presencia de los micoplasmas urogenitales
estudiados. M. hominis fue la especie mas frecuente encontrada (71 %), mientras que U. parvum y U. urealyticum se identificaron
en 23,2 y 5,8 %, respectivamente. En las mujeres con vaginosis bacteriana se debe realizar el diagndstico de micoplasmas y
ureaplasmas, lo que permitiria instaurar un adecuado control terapéutico, y ayudaria a evitar futuras enfermedades en el tracto

genital.
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Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvum
y Ureaplasma urealyticum son las especies de la
clase Mollicutes que se aislan con mayor frecuen-
cia del aparato urogenital, que reciben la denomi-
nacion de micoplasmas urogenitales. Estos
microorganismos pueden ser encontrados formando
parte de la microbiota normal de la vagina, o ser
recuperados del tracto urogenital de pacientes con
uretritis no gonococica, pielonefritis, prostatitis,
enfermedad inflamatoria pélvica, fiebre puerperal
y pos-aborto; asi como en pacientes con vaginosis
bacteriana (VB), esta ultima caracterizada por un
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desequilibrio del ecosistema vaginal, lo que favo-
rece un sobrecrecimiento de la microbiota
bacteriana aerobia y anaerobia, incluidos los
micoplasmas o ureaplasmas, o ambos.'**

La deteccion e identificacion de micoplasmas
urogenitales se realiza por métodos convencio-
nales, como el cultivo bacterioldgico, pruebas
bioquimicas, enzimaticas y seroldgicas; ade-
mas de técnicas de biologia molecular como
la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
y sus diversas variantes; estas ultimas utili-
zadas para la identificacion de U. parvum y
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U. urealyticum como nuevas especies taxono-
micamente clasificadas.’”’

En Cuba, muy pocas investigaciones han sido
realizadas sobre M. hominis y Ureaplasma spp.
En el presente estudio se propuso determinar la
frecuencia de estos agentes infecciosos en muje-
res con VB, incluida la identificacion por técni-
cas moleculares de las especies de U. parvum
y U. urealyticum. Los resultados permitiran co-
nocer la presencia de M. hominis, U. parvum y
U. urealyticum en mujeres con VB, y ayudara a
instaurar un adecuado manejo terapéutico, para evi-
tar futuras enfermedades del tracto genital en
féminas.

METODOS

El estudio se realizé en 296 mujeres con se-
crecion vaginal atendidas en consultas médicas en
el Hospital del Instituto de Medicina Tropical “Pe-
dro Kouri” (IPK), y en el Hospital Ginecoobstétrico
“"Ramon Gonzalez Coro”, en La Habana, Cuba, en
el periodo comprendido entre enero de 2002 y ju-
nio de 2003.

Diagndstico de la vaginosis bacteriana

A todas las mujeres en estudio se les tomo
muestra de exudado vaginal para el diagndstico de
VB, para lo cual se tuvieron en cuenta los 4 crite-
rios de Amsel,® y al corroborarse 3 de estos se
confirm¢ la positividad a VB. A las pacientes que
tuvieron un diagnostico positivo a VB, se les tomo
una muestra de exudado endocervical con el obje-
tivo de determinar una infeccion por micoplasmas
urogenitales.

Cultivo e identificacion de M. hominis y
Ureaplasma spp.

Las muestras de exudado endocervical fue-
ron cultivadas en medio de cultivo F liquido, suple-
mentado con arginina y especifico para M. hominis,
y en medio de cultivo U/N liquido, suplementado
con urea y especifico para Ureaplasma spp. Los
cultivos se incubaron a 37 °C y cada 48 h se
observaron hasta visualizar cambio de colo-
racion como indicador del incremento de uni-

109

dades cambiadoras de color por mililitro
(UCC/mL), los que se clasificaron como positivos
a micoplasmas o ureaplasmas, o ambos, mientras
que los cultivos sin cambio de coloracion en el
transcurso de 7 d fueron diagnosticados como
negativos para estos microorganismos.’

De los cultivos con aumento de las UCC/mL
se tomaron 0,1 mL y se sembraron en 2 placas de
Petri, una con medio F so6lido y otra con medio U/N
solido. Las placas se incubaron a 37 °C en una
atmosfera de 5-10 % de CO,, y fueron observadas
cada 48 h en un microscopio optico con objetivo
10x. Al observar colonias semejantes por su mor-
fologia a las descritas para micoplasmas o
ureaplasmas, o ambos, se cortaron 2 cuadrantes
del cultivo de aproximadamente 1 cm? de la zona
donde se visualizaba la mayor cantidad de colo-
nias, y se colocaron en una lamina portaobjeto, a
uno de ellos se le anadio 10 uL de colorante de
Dienes, y al otro 10 pL de solucion de cloruro de
manganeso y urea, ambos métodos para identificar
M. hominis y Ureaplasma spp., respectivamente.'’

Identificacion de U. parvum y U. urealyticum
por la RCP-mdltiple

Los cultivos en medio U/N confirmados como
positivos a Ureaplasma spp. fueron procesados
para la extraccion del ADN mediante un protocolo
descrito por Fernandez y otros,® que consisti6 en
centrifugaciones, seguido de shock osmotico con
agua destilada estéril, y finalizando con calenta-
miento a 100 °C. E1 ADN obtenido se conservo a
- 20 °C hasta ser identificado por la RCP-multiple
descrita por Fernandez-Molina y otros.'" Como
controles positivos se utilizaron ADN de cepas de
referencia de U. parvum (ATTC 2815) y de
U. urealyticum (ATTC 27618), y como control
negativo de la reaccion de amplificacion se
empled una muestra de agua destilada estéril.

En la mezcla de reaccion para la RCP-mul-
tiple, en un volumen final de 50 mL de reaccion, se
utilizaron 2 juegos de cebadores, uno especifico
para U. parvun (UPS-UPSA) y el otro especifico
para U. urealyticum (UUS2-UUA?2).” El programa
de la amplificacion fue de 94 °C por 4 min, seguido
de 40 ciclos de 94 °C por 30's, 57 °C por 30 s y
72 °C por 1 min, con una extension final a 72 °C
por 10 min. Los productos amplificados fueron
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analizados por electroforesis submarina en gel de
agarosa 2 %, y los resultados de las electroforesis
fueron visualizados a través de un transiluminador
de luz ultravioleta (LKB 2011, Suecia), para deter-
minar sus tallas por comparacion con marcadores
de peso molecular de ADN (Low DNA/Mass
Ladder. Gibco BRL, EE. UU.).

La informacion se procesd en el sistema
Microsoft Excel, utilizando como medidas de re-
sumen las frecuencias absolutas y relativas.

RESULTADOS

En el periodo del estudio, en las 296 mujeres
que presentaron secrecion vaginal, 30,1 % (89/296)
fueron positivas a VB, siguiendo los criterios
propuestos por Amsel y otros,® de ellas, 77,5 %
(69/89) mostraron ser positivas a micoplasmas
urogenitales, al observarse incremento de las
UCC/mL en los medios de cultivo liquido utilizados
en nuestro estudio, y especificos para estos
microorganismos (tabla).

TABLA. Mujeres con vaginosis bacteriana y frecuencia de
especies de micoplasmas urogenitales

Micoplasmas urogenitales

Mujeres con
77,5 % (69/89)

vaginosis
bacteriana — -
30.1 % M. hominis  U. parvum U. urealyticum
(89/296) 71 % 232 % 5,8 %

(49/69)  (16/69) (4/69)

En los medios de cultivo positivos a mico-
plasmas urogenitales, 71 % (49/69) hidrolizaron
la arginina y las colonias formadas sobre el medio
F solido tuvieron morfologias semejantes a un
“huevo frito”, las que se tifieron de color azul en
presencia del colorante de Dienes, por lo que
fueron identificados como M. hominis; y el resto
de cultivos, 29 % (20/69), hidrolizaron la urea, las
colonias formadas sobre el medio UN solido tuvie-
ron formas semejantes a las de un “erizo de mar”,
y al adicionarles la solucion de cloruro de man-
ganeso y urea, tomaron una coloraciéon marron,
tipica de las colonias de ureaplasmas, por lo que
se identificaron como Ureaplasma spp.

En la identificacion de especies de ureaplasmas
por el método de la RCP-multiple se obtuvieron
fragmentos de ADN con una talla de 812 pb en

23,2 % (16/69), lo que permitid se identificaran
como U. parvum, y en 5,8 % (4/69) se obtuvieron
fragmentos de ADN de 412 pb, por lo que fueron
identificados como U. urealyticum. No se eviden-
ciaron otros fragmentos de ADN que indicaran
amplificaciones inespecificas (tabla).

En la figura se muestran los resultados de la
frecuencia de M. hominis, U. parvum y U. urea-
lyticum en las mujeres con vaginosis bacteriana y
positivas a micoplasmas urogenitales.

U. urealyticum
5,8 %

U. parvum
232%

M. hominis
71%

Fig. Frecuencia de especies de micoplasmas y ureaplasmas en
mujeres con vaginosis bacteriana positiva a micoplasmas
urogenitales.

DISCUSION

Las infecciones vaginales representan un im-
portante problema de salud en el mundo por su
elevada morbilidad. La VB constituye una de las
infecciones vaginales mas comunes, aunque su
verdadera prevalencia se desconoce. La detec-
cion temprana de esta afeccion y los microor-
ganismos asociados a ella, permiten un eficaz y
oportuno tratamiento, para poder evitar complica-
ciones posteriores, como son: enfermedad pélvica
inflamatoria, infertilidad, y embarazo ectdpico, en-
tre otras.'>!

Entre los criterios de Amsel a tomar en consi-
deracion para diagnosticar la VB como positiva, el
aumento del pH vaginal mayor que 4,5, es uno de
los mas importantes, por favorecer la multiplica-
cion exacerbada de microorganismos, entre ellos
micoplasmas y ureaplasmas. En este trabajo la
positividad mas encontrada fue para M. hominis
que exige para su crecimiento un pH superior al



de las especies de ureaplasmas. Resultados simi-
lares fueron reportados por Ortiz-Rodriguez y
otros, quienes detectaron en mujeres con VB una
asociacion con M. hominis de 3,4 %, mientras que
con Ureaplasma spp. resulto de 1,7 %.'* Sin em-
bargo, Elias y otros reportaron mayor frecuencia
de Ureaplasma spp. en mujeres que integraban
un grupo de estudio con enfermedades genitales,
entre ellas, VB."

La frecuencia de M. hominis en mujeres con
VB debe ser valorada y tratada con una oportuna
y adecuada terapia de antimicrobianos, pues
Diaz-Garcia y otros mostraron in vitro la capaci-
dad de este microorganismo para adherirse a
los espermatozoides, lo que pudiera interferir con
la fertilidad de la pareja.'® Como también, Sha y
otros'” refirieron que bacterias asociadas con VB,
entre ellas M. hominis, incrementan en el tracto
genital los niveles de ARN del virus de la
inmunodefieciencia humana (VIH).'

La aplicacion de técnicas moleculares ha mos-
trado ser muy ventajosa, tanto para la deteccion
como para la identificacion de microorganismos,
sobre todo para los que son conocidos como “fas-
tidiosos”. La RCP, con sus variantes, es uno de los
métodos mas usados en micoplasmologia, y nue-
vas especies, como U. parvum y U. urealyticum,
conocidas antes como biovar 1 y biovar 2, respec-
tivamente, son detectadas e identificadas solo por
esas tecnologias. En este estudio, con la variante
de la RCP-multiple, al combinar 4 cebadores, se
identifico U. parvum con mayor frecuencia, lo que
coincide con resultados obtenidos por otros auto-
res, quienes han reportado U. parvum como la
especie de ureaplasma mas frecuente asociada a
diversas enfermedades. También se han logrado
identificar por tecnologias moleculares, los
serovares 1, 4, 6 y 14 de U. parvum, algunos de
ellos ya asociados a enfermedades, como el serovar
6 que se asocia con infecciones del tracto urinario,
mientras que el serovar 4 ha sido observado con
frecuencia en mujeres propensas al aborto.'s"”

En el diagnostico de especies de micoplasmas
urogenitales en las mujeres con VB, correspondio
la mayor positividad a M. hominis, seguido de
U. parvum y U. urealyticum. Esto indica la nece-
sidad de incrementar en Cuba el estudio de esos
microorganismos, lo que permitira emplear una
oportuna y adecuada terapia antimicrobiana, y con
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ella evitar futuras complicaciones ginecologicas en
las mujeres y también en su pareja.

Diagnosis of Mycoplasma hominis, Ureaplasma
parvum y Ureaplasma urealyticum in patients with
bacterial vaginosis

SUMMARY

An observational descriptive study to determine the frequency
of Mycoplasma hominis, Ureaplasma parvum and Ureaplasma
urealyticum isolates in patients with bacterial vaginosis was carried
out in 296 patients who had vaginal secretion and were seen at
two hospitals. The diagnosis was based on Amsel’s criteria.
Endocervical swabs were taken from women positive to this disease
for M. hominis and Ureaplasma spp. diagnosis by traditional
methods. Polymerase chain reaction identified U. parvum and
U. urealyticum. Bacterial vaginosis was diagnosed in 30.1 % of
females, and in 77.5 % of them the studied urogenital mycoplasmas
were present. M. hominis was the most common species (71 %)
whereas U. parvum and Urealyticum were detected in 23.2 % and
5.8 % of cases respectively. The diagnosis of Mycoplasmas and
ureaplasmas should be performed in females with bacterial vaginosis,
which will allow applying adequate therapeutic control and avoiding
future pathologies in the genital tract.

Key words: Bacterial vaginosis, Mycoplasma, Ureaplasma,
diagnosis.
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