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@ 12 min.
X

Mycoplasma hominis, Ureaplas-
ma spp. y Trichomonas vaginalis son
microorganismos causantes de infecciones
de transmisidon sexual, ocasionando
patologias genito-urinarias. A la fecha se
venian utilizando diferentes métodos de
deteccidn para estos patégenos. Con los
avances de la biologia molecular vy
considerando las ventajas que han mostrado
los métodos de amplificacion de acidos
nucleicos, en el siguiente trabajo le presen-
tamos un estudio que busca determinar la
utilidad de la Reaccion de Polimerasa en
Cadena (RPC) como método de deteccion de
estos microorganismos
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Resumen

Introduccién: Trichomonas vagina-lis,
Mycoplasma hominisy Ureaplasma spp. son
microorganismos causantes de patologia
genito-urinaria y durante el embarazo. Los
métodos de amplificacion de acidos
nucleicos han demostrado numerosas
ventajas, pero no han sido ampliamente
estudiados para la deteccién de estos
microorganismos. Objetivo: Implementar
una reaccion de polimerasa en cadena
convencional (RPC) para su deteccion vy
comparar sus resultados con los métodos
actuales de nuestro laboratorio. Material y
Métodos: Se procesaron 91 muestras
mediante RPC, cultivo (M. hominis y
Ureaplasma spp.) y observacidn
microscopica al fresco (T. vaginalis). Los
resultados fueron comparados y analizados
estadisticamente mediante el test de
concordancia kappa. Resultados: 85,80y 87
muestras tuvieron resultados concor-dantes
para la deteccién de M. hominis,
Ureaplasma spp. y T. vaginalis,
respectivamente. Para M. hominis y
Ureaplasma spp. el nivel de concordancia
fue considerable mientras que para T.
vaginalis fue moderado; sin embargo, para
esta ultima, la RPC detectd mas casos que la
microscopia al fresco. Conclusién: Se
recomienda la implementacién de la RPC
para la deteccion de T. vaginalis. Para M.
hominis y Ureaplasma spp. el kit de cultivo
continua siendo un buen método.

Palabras clave: Mycoplasma hominis,
Ureaplasma spp., Trichomonas vaginalis,
reaccion de polimerasa en cadena, ADN,
cultivo.

Introduccién

Trichomonas vaginalis, Mycoplas-
ma hominis, Ureaplasma parvum y Urea-
plasma urealyticum son microorganismos
causantes de infecciones de transmision
sexual (ITS), patologias genito-urinarias y
delembarazo, en mujeres(1,2).

Trichomonas vaginalis es un pro-
tozoo flagelado cuyo Unico hospedero
conocido es el ser humano, ocupando el
tracto genito-urinario como nicho(3).
Corresponde a una de las causas mas fre-
cuentes de ITS en el mundo y su presen-
tacién mas habitual es la vaginitis, que
puede variar desde una infeccidn
asintomatica a un proceso inflamatorio
pelviano grave(1,3). Ademas, se ha asociado
a pérdida de la fertilidad, patologias del
embarazo y aumento del riesgo de infeccion
por VIH(4).

Mycoplasma hominis, U. parvum y
U. urealyticum son bacterias pertenecientes
a la familia Mycoplasmataceae, filogené-
ticamente derivadas de bacterias gram po-
sitivas, que caracteristicamente carecen de
pared celular(5,6).

Estos microorganismos se han
asociado principalmente a patologias del
embarazo, incluyendo corioamnionitis,
rotura prematura de membranas y abortos
espontaneos, entre otras(7). Por su parte,
M. hominis se ha relacionado con vaginosis
bacteriana y proceso inflamatorio pélvico,



mientras que Ureaplasma spp. se ha
descrito como causante de uretritis en
mujeres(5,13).

Ureaplasma parvum y U. urealy-
ticum son dos especies de importancia
humana que en un comienzo eran
consideradas como biovares de la especie U.
Urealyticum(5,8). El biovar 1 fue separado
constituyendo la especie U. parvum,
mientras que el biovar 2, antes denominado
T960, mantuvo la nominacién U. urealy-
ticum. Ambas especies son indistinguibles
fenotipicamente, pudiendo ser diferen-
ciadas mediante reaccion de polimerasa en
cadena (RPC) para el segmento 16S de ARN
ribosomal(8).

Por otra parte, se ha demostrado
asociacion entre T. vaginalis y M. hominis,
reportandose hasta 71% de co-infeccién. Se
propone como explicacion una relacién
simbidtica entre ambos microorganismos,
dada la capacidad de M. hominis de infectar
aT Vaginalis(9,13).

Actualmente, la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (IDSA) reconoce
como métodos de deteccidon para T.
vaginalis la microscopia al fresco, el test
rapido de antigeno, hibridacién de ADN,
cultivo y test APTIMA de amplificacion de
acidos nucleicos (Gen-Probe®, Inc., San
Diego, CA)(10). Entre ellos, el cultivo se
considera el patron de oro, siendo su
sensibilidad de 85-95% y su especificidad de
95-100%(4,5). En el Laboratorio de Micro-
biologia de la Pontificia Universidad Catélica
de Chile, el método utilizado es la
microscopia al fresco, para el que se reporta
una sensibilidad de 50-60% y una
especificidad de 90% en poblaciones de alta
prevalencia y con personal especializado en
microscopia(3,4).

En el caso de M. hominis y el
género Ureaplasma, los métodos posibles
de deteccién descritos son el cultivo
anaerobio o aerobio y kits comerciales de
cultivo(10,13). En nuestro laboratorio, se
utiliza el kit comercial de cultivo Mycofast®

EvolutioN (Ref. 00060, EliTechGroup-
Solutions®, Puteaux, Francia), cuyo
fabricante declara una sensibilidad de 98,2%
y una especificidad de 100% para muestras
uretrales y vaginales(11). Si bien IDSA no
menciona como método de deteccidon las
pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos, Petrikkos y cols., proponen el uso
de la RPC convencional con una sensibilidad
aproximada para M. hominis y U. urealy-
ticum de 96y 94% y una especificidad de 87y
92%, respectivamente(12). Debe consi-
derarse para la evidencia antes expuesta que
en el periodo de publicacion del articulo, U.
urealyticum incluia sin distinciéon los dos
biovares que ahora constituyen especies.

Dado que en la actualidad los
métodos de amplificacion de acidos
nucleicos presentan notables ventajas por
sobre los métodos de cultivo, los objetivos
de este trabajo fueron implementar la RPC
para la deteccion de T. vaginalis, M. hominis
y Ureaplasma spp. y evaluar la concordancia
entre esta metodologia y las pruebas
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disponibles en nuestro laboratorio.
Material y Métodos

Se procesaron 91 muestras consecutivas de mujeres para
quienes se habia solicitado el estudio de T. vaginalis, M. hominis y
Ureaplasma spp. en secrecidn vaginal o cervical. Las muestras fueron
recibidasy procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Red de
Salud UC-CHRISTUS en los periodos febrero-marzo y junio-octubre
delafio 2013.

Meétodos microbiolégicos convencionales

Consistieron en cultivo aerdbico para M. hominis y
Ureaplasma spp. median-te el kit Mycofast® EvolutioN (EliTechGroup-
Solutions®, Puteaux, Francia) y por microscopia de la muestra al fresco
para T. vaginalis.

Reaccion de polimerasa en cadena

La extraccion de ADN de las muestras se realizd mediante el
kit QIAmp® DNA Mini (Qiagen®, Limburgo, Holanda) y se
almacenaron, hasta su procesamiento, a-20°C.

Se implementd una RPC conven-cional para la deteccién de
T. vaginalis, M. hominis y Ureaplasma spp., utilizando los partidores
propuestos por Diaz y cols.(13) Para T. vaginalis se utilizd el par
TvA5/TvA6 (amplifica un segmento de 102 pb que codifica para la
proteina G3), con temperatura de annealing (Ta) de 48°C. Para M.
hominis se utilizo el par RNAH1/RNAH2 (amplifica un segmento de
334 pb del 16S ARNr) con Ta de 50°C. Y para Ureaplasma spp. se utilizd
el par Uul/Uu2 (amplifica un segmento de 541 pb del gen de la ureasa)
conTade50°C.

La RPC fue realizada usando una mezcla de reaccidon
constituida por 1x de tampdn Green GoTaqFlexi (Promega®, Madison,
WI), 1 mM de MgCl, (Promega®, Madison, WI), 0,13 mM de cada
deoxi-nucleétido (ThermoScientific®, Waltham, MA), 0,6 uM de cada
partidor corres-pondiente, 0,04 U/ul de Taq polimerasa (Promega®,
Madison, WI)y 5 ul de ADN extraido de cada muestra. El volumen final
de la reaccién fue de 25 pl por cada alicuota. El programa utilizado en
el termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®,
Foster City, CA) fue de 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos (94°C por 40
s, Tapor40sy 72°C por 1 min), seguidos por una extension final de 8
mina72°C. Ladeteccidn de los productos de RPC se realizd en geles de
agarosa al 1,5% utilizando un estandar de ADN (100 pb, Invitrogen®,
Waltham, MA).

Como control positivo se utilizd el ADN cuantificado del
patogeno correspondiente (M. hominis y T. vaginalis: Vircell
Microbiologists®, Granada, Espafia y U. urealyticum: Minerva
Biolabs®, Berlin, Alemania) y como control negativo se utilizé tampon
de elucién (AE) del kit de extracciéon QIAmpDNA Mini. Para controlar
la eficien-cia de la extraccion, asi como la ausencia de inhibidores en la
reaccion, se utilizé como controlinterno el gen de la B-globina humana
(IDT®, Coralville, I1A).

Se realizaron los estudios de sensibilidad analitica para cada
RPCy el estudio de concordancia mediante el test kappa de Cohen (k),
con un intervalo de confianza (IC) al 95%(14). Los resultados del
andlisis fueron evaluados segun el criterio expuesto en Landis y cols.,
considerando un valor de k entre 0 y 1, donde 1 indica maxima
concordancia(14). La escala cualitativa es la siguiente: pobre (< 0,00),
leve (> 0,00-0,20), aceptable (0,21-0,40), moderada (0,41-0,60),
considerable (0,61-0,80)y casi perfecta (0,81-1,00).
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Resultados

Las concentraciones minimas detectadas (sensibilidad
analitica) fueron 1,19 x 10°ng/uL para M. hominis, 1 x 10" ng/uL para
Ureaplasma spp.y 0,488 ng/uL para T. vaginalis.

Para la deteccién de M. hominis, se encontré que en 85 de
las 91 muestras procesadas se obtuvieron resultados concordantes
entre los métodos (Tabla 1), siendo dos muestras positivas para
cultivo, negativas por RPC. Se calculdé un valor kappa de 0,631 (IC:
0,359-0,902), correspondiente a concordancia considerable.

Para Ureaplasma spp., en 80 de las 91 muestras se
encontraron resultados concordantes (Tabla 1), resultando tres
muestras positivas por cultivo, negativas por RPC, con un valor kappa
calculado de 0,744 (IC: 0,602-0,885), que corresponde a un acuerdo
considerable.

En el caso de T. vaginalis, la RPC determiné seis muestras
como positivas versus sélo dos por la microscopia al fresco (Tabla 1),
existiendo concordancia en estas Ultimas. En su totalidad, 87 de las 91
muestras mostraron resultados concordantes. Todas las discordancias
correspondieron a muestras categorizadas como negativas por
microscopia al fresco con resultado positivo mediante RPC. El valor
kappa calculado fue 0,483 (IC: 0,059-0,907), que corresponde a
concordancia moderada.
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Discusion

Considerando las ventajas que han
mostrado los métodos de amplificacion de
acidos nucleicos, el presente estudio busca
determinar la utilidad de la RPC como
método de detecciéon de microorganismos
causantes de patologia genito-urinaria
femenina: M. hominis, U. parvum, U.
urealyticumy T. vaginalis.

Para la deteccidon de M. hominis y
Ureaplasma spp., si bien se encontrd que la
concordancia entre las técnicas era
considerable, destaca que el kit de cultivo
detectd mas casos que la RPC. Esto indicaria
que si, efectivamente, los resultados
positivos en el kit de cultivo definieran la
infeccidn, los resultados negativos de la RPC
constituirian falsos negativos. Lo anterior no
se puede asegurar, ya que el kit de cultivo no
ha sido reconocido como patrén de oro. Por
otro lado, la existencia de variables no
investigadas, como degradacion de ADN,
pueden haber afectado los resultados de la
RPC. Considerando ademas el menor costoy
la experiencia del personal del laboratorio,
el kit de cultivo continuaria siendo el método
mas recomendable para la deteccién de
ambos microorganismos.

En cuanto a T. vaginalis, la
concordancia entre la RPC y la microscopia
al fresco fue moderada. En términos
estadisticos, este nivel de concordancia
podria ser explicado por la mayor cantidad
de muestras negativas que son concor-
dantes; sin embargo, cabe destacar que la
RPC detectd una mayor cantidad de
muestras positivas. Dada las dificultades
técnicas de la microscopia al fresco,
incluyendo la necesidad de un operador
especializado y de un rapido e inmediato
procesamiento para mantener viable al
microorganismo y considerando la baja
sensibilidad reportada en la literatura
cientifica(3), consideramos recomendable |a
implementacion de RPCenladeteccidonde T.
vaginalis.

Es necesario continuar la evalua-
cién considerando test de amplificacion de
acidos nucleicos con metodologias de mayor
sensibilidad analitica como RPC en tiempo
real, entre otras.
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