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SINTESIS
Se describe la frecuencia de aislados cubanos de Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae
resistentes a los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento y los mecanismos de resistencia
implicados. Se muestran los resultados de una investigacion descriptiva realizada en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Micoplasmas, Instituto “Pedro Kouri” (2012 — 2018). Se
incluyeron 21 aislados y 19 muestras clinicas positivas para M. pneumoniae y 262 aislados de
Ureaplasma spp. Se emplearon los métodos de referencia para la determinacién de la
susceptibilidad a los antimicrobianos y la genotipificacion molecular. La resistencia a macrdlidos
fue mas frecuente en M. pneumoniae (22,5 %) que en Ureaplasma spp. (1,5 %), donde ademés
se demostrd resistencia a tetraciclina (1,5 %) mediada por el gen tet(M); este también se
identifico en dos aislados susceptibles. Para M. pneumoniae se informan mutaciones puntuales
en el ARNr 23S relacionadas con la resistencia a macrélidos y se constato diversidad genética. A
partir de la susceptibilidad antimicrobiana de Ureaplasma spp. y M. pneumoniae y de la
deteccion de los determinantes genéticos implicados, se alerta sobre un problema poco conocido
hasta el momento en el pais y se aportan elementos para la construccién de una linea base Util

para estudios futuros.
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. INTRODUCCION



I. INTRODUCCION

Las diferentes especies de los géneros Mycoplasma y Ureaplasma, ambos de la clase
Mollicutes y conocidos cominmente como micoplasmas, son las bacterias mas pequefias
conocidas hasta el dia de hoy. La carencia de pared celular, su pequefio genoma vy las
capacidades limitadas de biosintesis explican su estilo de vida saprofita, su sensibilidad a los
factores ambientales y la resistencia a los antimicrobianos. Entre las mas de 260 especies de
micoplasmas descritas en el reino animal y las plantas, solo algunas tienen importancia clinica
en individuos inmunocompetentes; entre ellas Mycoplasma pneumoniae, que es causa de
infecciones respiratorias, asi como Ureaplasma parvum y Ureaplasma urealyticum, asociadas
a infecciones del tracto genital (Taylor-Robinson D, 2017).

En el género Ureaplasma se incluyen las bacterias mas pequefias capaces de autorreplicarse y
parasitar al hombre. Como su nombre lo sugiere, utilizan la urea como fuente primaria de
carbono para la generacion de trifosfato de adenosina (ATP, siglas en inglés de adenosine
triphosphate) (Smith DG et al., 1993). Dentro de este género, las especies de interés médico
son U. parvum y U. urealyticum. Ambas tienen una historia controversial como pat6genos
pues se reconocen también como colonizadores del tracto urogenital en individuos sanos; por
ejemplo, se demuestran entre el 40 y 80 % de las mujeres sanas. Sin embargo, se describen
como patdgenos en embarazadas, neonatos y pacientes inmunocomprometidos (Zhang N et
al., 2014; Bartkeviciene D et al., 2020; Silwedel Ch et al., 2021).

El tratamiento de las infecciones por Ureaplasma spp. es complicado debido a su resistencia
intrinseca a muchos de los antimicrobianos prescritos comdnmente. La ausencia de pared
celular les confiere resistencia a todos los antibioticos B-lactdmicos y glicopéptidos, mientras

que la incapacidad de sintesis de acido félico los hace resistentes a las sulfonamidas y


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartkeviciene%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32854606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silwedel%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33271546

diamonipirimidinas; ademas son resistentes de forma intrinseca a las lincosamidas (Schneider
SC et al., 2015). Solo las fluoroguinolonas, tetraciclinas y macrolidos resultan eficaces para el
tratamiento; sin embargo, también para estos antimicrobianos se describen mecanismos de
resistencia dentro del género Ureaplasma (Beeton ML y Spiller OB, 2016).

La acumulacién de mutaciones puntuales en los genes del ARNr 23S y las regiones
determinantes de resistencia a quinolonas del gen parC son los mecanismos predominantes de
resistencia adquirida a macrélidos y fluoroquinolonas, respectivamente. La resistencia
adquirida a tetraciclinas se asocia con la adquisicién del gen que codifica la proteina de
proteccion ribosomal Tet(M), que se encuentra en el transposén Tn916 (Marissa A et al.,
2017; Meygret A et al., 2018).

Segun destaca el Comité Editorial de las Guias Europeas para las Infecciones de Transmision
Sexual (ITS) en el afio 2018, el diagnostico y tratamiento de las infecciones por
Ureaplasma spp. puede resultar en la seleccion de resistencia a los antimicrobianos.
Atendiendo a que las evidencias disponibles para considerar estas especies como agentes
etiologicos de ITS y de complicaciones, tanto en los hombres como en las mujeres, aun se
cuestionan y no se recomienda su diagnostico. Por otra parte, no existen datos que demuestren
con robustez que el tratamiento antimicrobiano erradique estas infecciones y que su
persistencia se asocie con la permanencia de signos y sintomas (Horner P et al., 2018).

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para Ureaplasma spp. no se realizan de rutina.
Waites KB y colaboradores en el 2001 recomiendan por primera vez una metodologia para
este propdsito, pero no es hasta el afio 2011 que el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorios de Estados Unidos (CLSI, siglas en inglés de Clinical Laboratory Standard

Institute) publica las normas actualmente aceptadas para su estudio (CLSI, 2011). Como estas



son muy laboriosas y requieren del entrenamiento del personal que las realiza, paralelamente
se impulso el desarrollo de sistemas dirigidos al diagndstico e identificacion de las especies de
micoplasmas de mayor interés clinico, que al mismo tiempo persiguen determinar su perfil de
susceptibilidad antimicrobiana.

Varios sistemas diagndsticos se comercializan actualmente a nivel internacional, pero la
interpretacion de sus resultados debe realizarse con cautela pues algunos de ellos no se ajustan
totalmente a las recomendaciones del CLSI. Por ejemplo, ninguno utiliza un método de
dilucion para cuantificar el inéculo a la concentracion inicial que se recomienda, 10* unidades
formadores de colonias (UFC)/mL; por otra parte no permiten informar la susceptibilidad
antimicrobiana para Ureaplasma spp. y Mycoplasma hominis por separado, lo que ante
cultivos positivos a las dos especies imposibilita determinar la susceptibilidad especifica y
conduce a reportes incorrectos de resistencia (Beeton ML y Spiller OB, 2016).

La limitacion mas importante de estos sistemas de diagnostico es el uso de concentraciones de
antimicrobianos diferentes a las recomendadas por las normas del CLSI, lo que no permite
informar resultados que se correlacionen con los puntos de corte establecidos por dichas
normas. Esto explica la gran variedad en las proporciones de aislados resistentes informadas
en las diferentes regiones del mundo e incluso dentro de un mismo pais (Ye G et al., 2014;
Huang C et al., 2016). Aunque hasta hoy los sistemas diagndsticos comercialmente
disponibles constituyen métodos mas sencillos se reconocen solo Utiles para la pesquisa
inicial, pero no se acepta su empleo para la vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos
recomendados para el tratamiento. Esta debera estudiarse siguiendo la metodologia
recomendada por el CLSI y confirmarse a través de la deteccion de los mecanismos

moleculares de resistencia (Beeton ML y Spiller OB, 2016).



En Cuba, en el afio 2016, se introdujo en los laboratorios de Microbiologia de la red nacional
de salud publica el sistema MYCO WELL D-ONE (CPM Scientifica, Italia) para el
diagndstico de las infecciones por Ureaplasma spp. y Mycoplasma hominis; no obstante desde
el 2007 ya se utilizaban en algunos laboratorios otros sistemas diagnosticos con el mismo
proposito (Diaz L et al., 2013). El MYCO WELL D-ONE utiliza los puntos de corte
establecidos por el CLSI para la interpretacion de los resultados de la susceptibilidad
antimicrobiana, y tiene como ventaja que si se garantiza la concentracion adecuada del
indculo, determinada a través de los métodos convencionales, los resultados obtenidos son
confiables. Datos no publicados de estudios realizados en el pais utilizando este sistema, asi
como un estudio realizado por Ramirez Y y colaboradores en 2018, sugieren una tasa alta de
resistencia a los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de infecciones por
Ureaplasma spp., pero estas evidencias deberan confirmarse a través de los métodos
convencionales y moleculares (Mesa | et al., 2017; Marrero C et al., 2017; Ortiz C et al.,
2017; Villa, Y et al., 2017, Lopez M et al., 2017; Ramirez Y et al., 2018).

Por otra parte, M. pneumoniae constituye una causa frecuente de infecciones del tracto
respiratorio alto y bajo en humanos, resultando en enfermedades que varian desde formas
leves de traqueobronquitis hasta casos severos de neumonia intersticial (Waites KB et al.,
2017). Otras infecciones respiratorias causadas por esta bacteria, como la faringitis y el
sindrome coqueluchoide, son también eventos infecciosos de gran incidencia a nivel
internacional entre la poblacién infanto-juvenil (Jacobs E et al., 2015; Wen X et al., 2018).
Especialmente en fases epidémicas, que se suceden cada 3-7 afios, hasta el 40 % de los casos
de neumonia adquirida en la comunidad son atribuidos a M. pneumoniae, principalmente

entre nifios (Jiang Z et al., 2021). Se sugiere que la infeccion por M. pneumoniae contribuye


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=33503845

al desarrollo de enfermedades respiratorias crénicas, como tos persistente y asma bronquial no
controlada (Kassisse E et al., 2018; Kumar, S et al., 2019). También, aunque con menor
frecuencia, se describen infecciones extrapulmonares que comprenden el sistema nervioso
central, entre las que se incluyen encefalitis, meningitis, neuritis Optica y sindrome de
Guillian-Barré; asi como condiciones dermatoldgicas tales como eritematosis maculopapular
(Narita M et al., 2016). Los ensayos de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
(RT-PCR, siglas en inglés de Real time polymerase chain reaction) son la alternativa mas
sensible y especifica para la deteccion de M. pneumoniae a partir de muestras respiratorias
(Waites KB et al., 2017).

Al igual que para Ureaplasma spp., las tetraciclinas, fluoroquinolonas y macrolidos son los
antimicrobianos efectivos para el tratamiento de M. pneumoniae. Los macrolidos son el
tratamiento de eleccion, principalmente en nifios en los que el uso de las tetraciclinas y
fluoroquinolonas pueden producir efectos adversos. Los aislados clinicos de M. pneumoniae
resistentes a macrolidos se informan por primera vez en la década de 1990 y desde entonces
aumenta dramaticamente su incidencia de forma variable en diferentes regiones geograficas;
por ejemplo, en Japon y China se notifica resistencia a macrolidos hasta en un 90 % de los
aislados, mientras que son bajos los porcentajes de resistencia que de forma general se
informan en paises europeos (Kogoj R et al., 2018; Gullsby R et al., 2019). Esta obedece
principalmente a mutaciones puntuales en la subunidad 23S del gen del &cido ribonucleico
ribosomal (ARNTr 23S) y se asocia con concentraciones minimas inhibitorias (CMI) altas para
eritromicina y azitromicina. En contraste, la resistencia a quinolonas y tetraciclinas en
aislados clinicos de M. pneumoniae no se ha descrito hasta el presente (Pereyre S et al., 2016;

Zhao F et al., 2019).



La genotipificacion de M. pneumoniae es necesaria para la descripcion de epidemias asi como
para entender la transmision de la infeccion. La técnica basada en el anélisis de variaciones en
multiples locus (MLVA, siglas en inglés de Multiple-locus variable analysis) tiene gran poder
discriminatorio con este objetivo, y en la actualidad su uso se incrementa a nivel internacional
para la caracterizacion de aislados y a partir de muestras clinicas (Chalker VVJ et al., 2015).

En Cuba, el diagndstico de infecciones por M. pneumoniae solo se realiza en el Laboratorio
Nacional de Referencia de Micoplasmas (LNR-M) del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” (IPK), a traves de un algoritmo basado en técnicas moleculares. Estudios realizados
sugieren la asociaciéon de M. pneumoniae con las infecciones respiratorias en nifios y
adolescentes con diagnostico de sindrome coqueluchoide, neumonia intersticial y asma no
controlada (Dotres C et al., 2017). De igual forma se demuestra como agente etiologico de
infeccion respiratoria aguda (IRA) y Enfermedad Tipo Influenza en adultos (Sardifias R,
2020). En los nifios con alguna de las formas clinicas anteriores, aunque se constata una buena
respuesta al tratamiento con azitromicina, se impone estudiar la susceptibilidad a los
macrolidos, asi como la identificacion de los genotipos.

En resumen, el empleo del sistema MYCO WELL D-ONE para el diagnostico de
Ureaplasma spp., unico disponible en los laboratorios de Microbiologia de la red nacional de
salud en Cuba, podria estar conduciendo a sobreestimar la resistencia a los antimicrobianos
recomendados para el tratamiento de las infecciones del tracto genitourinario debidas a estas
especies. En cambio, la no disponibilidad de pruebas para el diagnostico de M. pneumoniae y
su centralizacion Unicamente en el LNR-M en el IPK, impide estimar su papel como agente
etiologico de infecciones del tracto respiratorio, asi como vigilar sistematicamente la

susceptibilidad de esta especie a los antimicrobianos y sus genotipos.



En atencion a todo lo anteriormente comentado se plantean las siguientes preguntas de
investigacion, la hipotesis predictiva y los objetivos del presente trabajo de tesis:
- (Cudl es la magnitud en Cuba de la resistencia a los antimicrobianos de eleccion para
el tratamiento de las infecciones por Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae?
- ¢ Qué mecanismos moleculares estdn implicados?
- (Se relacionan los genotipos de Mycoplasma pneumoniae que circulan en Cuba con la
resistencia a macrolidos?
1.1. Hipotesis
La resistencia a los antimicrobianos recomendados para el tratamiento de las infecciones por
Ureaplasma spp. constituye un problema sobreestimado en Cuba; mientras que las
infecciones respiratorias por Mycoplasma pneumoniae resistente a macrélidos representan un
fendmeno subvalorado y relacionado a genotipos especificos.
1.2. Objetivos
Objetivo general
Caracterizar la resistencia a los antimicrobianos de eleccién para el tratamiento de las
infecciones por Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae, Cuba (2012 — 2018).
Objetivos especificos
1. Describir la frecuencia de resistencia a los macrélidos, fluoroquinolonas y tetraciclinas
recomendados para el tratamiento de las infecciones por Ureaplasma spp. y
Mycoplasma pneumoniae.
2. Demostrar en los aislados de Ureaplasma spp. la presencia del gen tet(M) como el

mecanismo molecular responsable de la resistencia a tetraciclina.



3. Determinar los mecanismos moleculares méas frecuentemente asociados a la resistencia a
macrolidos en Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae.

4. Relacionar los genotipos de Mycoplasma pneumoniae con la resistencia a macrolidos.

1.3. Novedad cientifica y valor practico y tedrico de la tesis

Novedad cientifica

- Se presentan las primeras evidencias de la resistencia a macrdlidos y tetraciclinas en
aislados cubanos de Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae obtenidas empleando el
método de referencia, y la confirmacion de estas a través de la demostracion de los
determinantes genéticos mas frecuentemente asociados.

- Se muestran por primera vez resultados de la diversidad de genotipos de
Mycoplasma pneumoniae en Cuba y se informan secuencias tipo no descritas
anteriormente a nivel internacional. Esto aporta elementos para la construccion de una
linea base Util para estudios venideros de epidemiologia molecular.

Valor teorico

Este documento de tesis constituye un material de consulta obligado para la realizacion de

nuevas investigaciones encaminadas a confirmar los resultados generados por este estudio

descriptivo. En él se incluye la informacion relacionada con el primer estudio integral de la
resistencia antimicrobiana n Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae en Cuba en relacion
con:

- Laaplicacion de la metodologia de referencia para la determinacion de los patrones de

susceptibilidad antimicrobiana de Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae.



- Los primeros estudios moleculares para la deteccion de los determinantes genéticos de
resistencia en Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae.
- Las primeras evidencias de la diversidad de genotipos de Mycoplasma. pneumoniae en

Cuba.

Valor préctico

Queda estandarizada en el LNR-M del IPK la metodologia de referencia recomendada
para la determinacion de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de aislados de
Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae y la deteccion de los determinantes
genéticos de resistencia, actualmente al servicio de la vigilancia para toda la red de
laboratorios de Microbiologia a nivel nacional.

Los estudios de la susceptibilidad a los antimicrobianos de aislados de Ureaplasma spp.
utilizando el sistema MYCO WELL D-ONE permiten desaconsejar su uso para el informe
de la resistencia a los antimicrobianos.

Se aportan evidencias de la efectividad de las fluoroquinolonas para el tratamiento de las
infecciones por micoplasmas y ureaplasmas en Cuba. En cambio, para
Mycoplasma pneumoniae la resistencia a macrélidos se advierte como un problema con
implicaciones potenciales sobre el tratamiento.

A partir de esta investigacion, realizada sobre la base de datos secundarios generados por
una vigilancia pasiva, se demuestra la importancia de implementar la vigilancia

sistematica de las infecciones respiratorias por Mycoplasma pneumoniae.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades.

El término micoplasmas se utiliza para hacer referencia a las bacterias de la clase
Mollicutes que son aquellas que se distinguen por la carencia de pared celular; deriva del
latin mollis, que significa suave o flexible, y cutis, que significa piel. Esto les confiere gran
plasticidad y una morfologia diversa, que varia desde formas cocaceas hasta de estrellas o
filamentos, lo que unido a sus reducidas dimensiones les permite atravesar filtros de
0,45 um (Machado AA et al., 2001; Razin S y Hayflick et al, 2010). La ausencia de pared
celular condiciona ademé&s alta sensibilidad al choque osmético, a los cambios de
temperatura, rayos ultravioletas y detergentes; asi como la resistencia a la accion de
antimicrobianos como los B-lactdmicos (Windsor H, 2010; Meseguer MA et al., 2012).
Las bacterias de la clase Mollicutes se tifien como gramnegativas y muestran diferentes
formas en dependencia de la especie, de los constituyentes del medio de cultivo y de la
fase de crecimiento. Su estructura celular es simple y poseen un genoma circular de acido
desoxirribonucleico (ADN) de cadena doble de muy pequefio tamafio; solo alcanza la
quinta parte o la mitad del tamafio del ADN de otras bacterias (Rivera JA et al., 2003;
Rivera JA, 2006; Diaz FJ y Flores S, 2012). Este escaso volumen del material gendmico
limita sus capacidades biosintéticas y por eso presentan requerimientos nutritivos
exigentes para su cultivo in vitro (Garrity WM y Seartes DB, 2001; Cervantes EG, 2009).
Al respecto se piensa que derivaron de bacterias mas complejas que durante la evolucién
perdieron gran parte del material genético; por ejemplo, los genes que codificaban la
sintesis de la pared celular o proteinas implicadas en el ciclo del &cido citrico (McAuliffe
L et al., 2006).

La estructura celular de los micoplasmas se asemeja a la de las células superiores. La

membrana presenta proteinas en mayor proporcion y es menos rica en fosfolipidos,
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glicolipidos y esteroles, por lo que dependen de acidos grasos y colesterol exdgenos. Sus
escasas vias metabdlicas se dedican principalmente a la generacion de energia y en menor
grado a proporcionar sustratos para las vias sintéticas. Inteligentemente, compensan esto
con la capacidad de sus enzimas para interactuar con multiples sustratos. Usan el codon
UGA para codificar triptofano (Waites KB et al., 2001).

Los micoplasmas se aislan de hospedadores humanos, animales y plantas. Como
desarrollan adaptaciones que les permiten tomar de ellos los precursores de los que
carecen, se les considera como modelos para el estudio de las funciones esenciales de las
células vivas (Rottem S, 2003; Waites KB et al., 2005; Solis R, 2006).

Dentro de la clase Mollicutes los géneros de importancia clinica son Mycoplasma y
Ureaplasma. En el género Mycoplasma se describe en humanos a M. pneumoniae junto
con otras 15 especies. Por otra parte, U. urealyticum y U. parvum constituyen las especies
de interés para la salud humana dentro del género Ureaplasma (Garrity GM et al., 2007,
Gongora et al., 2015).

2.2. M. pneumoniae.

M. pneumoniae no se encuentra libremente en la naturaleza y se le considera un patdgeno
del tracto respiratorio, que parasita la superficie epitelial del hospedador (Parrott GL,
2016). Las células son de pequefio tamafio (1 - 2 um de largo y 0,1 - 0,2 um de ancho) y
pleomorficas, generalmente con un aspecto en forma de matraz, pues presentan una
estructura terminal a la que se denomina organulo de adhesion celular (figura 2.1). Sus
colonias raramente exceden los 100 pum de didmetro y su genoma consiste en solo 816,394

pares de bases y 687 genes (Waites KB y Talkington DF, 2004).
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Figura 2.1. Imégen de células de M. pneumoniae obtenida a través de microscopia
electronica de barrido. Fuente: Waites KB et al., 2008.

La extension puntiaguda u organulo de adhesion a las células hospedadoras se involucra
en el movimiento a lo largo de las superficies solidas, en la division celular y en su
capacidad de adsorber globulos rojos de diferentes especies animales. Los estudios de la
ultraestructura de M. pneumoniae mediante microscopia electronica de transmision
revelan la presencia de un nicleo denso de electrones en el centro de este organulo
(Waites KB et al., 2008).

2.2.1. Patogénesis de M. pneumoniae.

M. pneumoniae no se asocia con infecciones fulminantes, tiende a colonizar y a producir
infecciones respiratorias de curso crénico (Su HC et al., 2007). Se adhiere al epitelio
ciliado bronquial del hospedero como requisito previo para la colonizacion y la infeccion,
etapa mediada por la adhesina P1, que constituye su principal factor de virulencia. Esta es
una proteina transmembrana que se encuentra en la punta del organulo de adhesion y que
favorece la adherencia al epitelio respiratorio asi como su movilidad por deslizamiento. La
segunda adhesina mas importante es la P30; esta se encuentra en forma de aglomerados en
la punta del organulo de adhesion, también se involucra en la movilidad por deslizamiento

y coordina la division celular. Otras proteinas accesorias de la adhesion al epitelio
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respiratorio son las proteinas de alto peso molecular HMW-1, HMW-2 y HMW-3, y otras
como las proteinas A, B, C, P65 y P116 (Chaudhry R et al., 2016).

El descubrimiento de la toxina del “Sindrome de distrés respiratorio adquirido en la
comunidad” (CARDS, siglas en inglés de Community-Acquired Respiratory Distress
Syndrome), molécula especifica de micoplasmas, desplaz6 el dogma sobre la no
produccion de exotoxinas por estos microorganismos. ES una toxina vacuolizante y
ribosilante de difosfato de adenosina con alta afinidad por la proteina surfactante A y la
anexina A2 en las células del epitelio respiratorio, que se internaliza produciendo
ciliostasis, fragmentacion nuclear, citosinas proinflamatorias y en consecuencia una
reaccion inflamatoria celular aguda (Parrott GL et al., 2017).

Otro factor de patogenicidad lo constituye la secrecién de peroxido de hidrégeno y el
anion superoxido, que en conjunto con la molécula endégena de oxigeno toxico generada
por la célula hospedera, inducen estrés oxidativo en el epitelio respiratorio. Los efectos
son la pérdida y reduccién de glutationina, la desnaturalizacion de la hemoglobina, lisis
celular y la reducciéon de la degradacién enzimética de los peréxidos enddgenos por
inhibicion de la catalasa (Diaz MH y Winchell JM, 2016).

M. pneumoniae estimula los linfocitos B y T e induce la formacién de anticuerpos
especificos y auto-anticuerpos que reaccionan con una variedad de tejidos del huésped y el
antigeno | de los eritrocitos, responsable de la produccion de las crioaglutininas. Este
efecto sobre el hospedador causa fendmenos autoinmunes y da lugar a parte de los
sintomas de la infeccion aguda y las complicaciones extrapulmonares (Acosta B et al.,
2011; Atkinson TP y Waites KB, 2014; Muiioz ME, 2014). Por otro lado, se reconocen
mas de 30 lipoproteinas de M. pneumoniae con potentes propiedades inflamatorias, como

son la NALP1/NALP2 y la FOF1-ATPasa, las que ocasionan movilizacion y reclutamiento
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de linfocitos y neutrofilos a nivel pulmonar y consecuentemente inflamacién (Saraya T et
al., 2016).

2.2.2. Epidemiologia de las infecciones por M. pneumoniae.

M. pneumoniae se transmite por microgotas de aerosol de las secreciones respiratorias
esparcidas por la tos, por lo que se necesita del contacto persona a persona. La infeccion se
disemina mas facilmente en el marco intrafamiliar, en guarderias, escuelas e internados.
Hasta en el 40 % de las personas infectadas por M. pneumoniae la infeccion puede cursar
de forma asintomatica. El periodo de incubacién se estima entre una y tres semanas. Los
brotes son frecuentes durante las epidemias, que ocurren cada tres a siete afios (Waites KB
etal., 2017; Jiang Z et al., 2021).

M. pneumoniae puede inducir infecciones del tracto respiratorio superior e inferior, en
todas las regiones del mundo y tanto de forma endémica como epidémica (Beeton ML et
al., 2020). Aunque la traqueobronquitis es la manifestacion clinica mas comun, la
neumonia es la més importante. Se le considera responsable del 4 al 8 % de las neumonias
bacterianas adquiridas en la comunidad (NBAC) durante los periodos de endemicidad; sin
embargo, puede causar entre un 20 y 40 % de las que se producen en la poblacién general
durante epidemias, y hasta de un 70 % en las poblaciones cerradas (Jacobs E et al., 2015;
Jiang, Z et al., 2021). Esta proporcidn varia de acuerdo a la edad, pues los escolares y los
adolescentes son los grupos mas afectados, aunque la bacteria puede causar infecciones en
todas las edades. Se describe ademas como patdgeno en otras infecciones del tracto
respiratorio superior, tales como: faringitis, bronquitis, laringotraqueitis, rinosinusitis,
otitis media, miringitis y bronquiolitis (Dorigo-Zetsma JW et al., 2001; Miyashita N et al.,
2008; Gadsby NJ et al., 2012; Winchell JM, 2013).

También, aunque con menos frecuencia se asocia a una gran variedad de infecciones
extrapulmonares. Las mas comunes son las manifestaciones dermatoldgicas, incluyendo la
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urticaria y el eritema multiforme. Las més severas son las infecciones del sistema nervioso
central que afectan cerebro, meninges, cordon espinal y nervios periféricos (Narita M,
2009). Por otra parte, se documenta el papel de M. pneumoniae en pericarditis, miocarditis
y endocarditis, cuyos efectos van desde leves o condiciones asintométicas hasta una
enfermedad fatal (Pillai SC et al., 2015; Al-Zaidy SA et al., 2015; Kammer J et al., 2016;
Meyer S et al., 2016).

2.3. Ureaplasma spp.

U. parvum y U. urealyticum se clasifican en 14 serovares diferentes de acuerdo a sus
caracteristicas genotipicas: U. urealyticum con diez serovares (2, 4, 5, 7 al 13) y
U. parvum con cuatro serovares (1, 3, 6 y 14) (Kong FZ et al., 2000a; Payne MS et al.,
2014; Urszula K et al., 2014).

Estas especies se distinguen por requerir la hidrdlisis de la urea como Unica fuente de
carbono y energia, liberando como producto final gran cantidad de amonio, lo que provoca
un aumento réapido en el pH del medio. EI ATP lo generan justamente a través del
gradiente electroquimico producido por la liberacion de amonio durante la hidrolisis
intracelular de la urea (Combaz-S6hnchen N y Kuhn A, 2017). Necesitan ademas de una
atmosfera de 5 - 10 % de dioxido de carbono para su desarrollo en medios con agar (Pérez
MF y Almanza C, 2001; Meseguer MA et al., 2012).

El genoma de los ureaplasmas consiste en una molécula circular de ADN bicatenario de
alrededor de 500 megabases y bajo contenido de guanina y citosina (Chanock RM y Tully
JG, 1990; Taylor-Robinson D, 2002). La especie U. urealyticum tiene un tamafio de 947
kpb y contiene 711 genes, mientras U. parvum es menor, con un tamafio de 750 kpb y 594
genes (Waites KB et al., 2012).

Las especies de este género se conocen como “cepas T”, del término en inglés "tiny"

(pequeno), debido al diminuto tamafio de sus colonias en medio sélido, lo que exige de un
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alto poder de resolucion del microscopio 6ptico (0,01-0,5 mm) para poder observarlas. Sus
células tienen forma esférica o cocobacilar, con didmetros entre 0,2 - 0,3 um (Foulon W
et al., 1995; Waites KB y Taylor-Robinson D, 2007).

2.3.1. Patogénesis de Ureaplasma spp.

El mecanismo de adherencia de los ureaplasmas constituye un prerrequisito para su
supervivencia y patogenicidad. Sus estructuras para la adherencia a las células hospederas
son un complejo de proteinas interactivas, adhesina y proteinas accesorias (Ifeanyi OE,
2018). Se plantea ocurre una fusion de la membrana de los ureaplasmas con la membrana
de una variedad de células del hospedador humano, en las que se incluyen los eritrocitos,
los espermatozoides y las células epiteliales uretrales (Kokkayil P y Dhawan B, 2015).

El factor de virulencia esencial de Ureaplasma lo constituye el antigeno de multiples
bandas (MBA, siglas en inglés de Multiple banded antigen), lipoproteina expuesta en la
superficie celular y que se emplea para la diferenciacion entre U. urealyticum y U. parvum
(Shimizu T et al., 2008). Este antigeno es inmunogénico, muy variable in vitro y puede
involucrarse en la respuesta inflamatoria del hospedero (Kong FZ et al., 2000b;
Robinson JW et al., 2013).

Por otra parte se conoce que las fosfolipasas Al, A2 y C actian hidrolizando los
fosfolipidos celulares de la placenta, liberan gran cantidad de acido araquidonico y alteran
indirectamente la sintesis de prostaglandinas, lo que desencadena sefiales bioquimicas que
inician las contracciones del Utero en embarazadas y por ende el comienzo de la labor de
parto (Goldenberg RL et al., 2008; Hunjak B et al., 2014).

En este género también se demuestra la actividad de la proteasa sobre la IgA de las
mucosas, lo que facilita la colonizacion (Waites KB et al., 2005). Asimismo, la actividad
ureasa de Ureaplasma spp. causa toxicidad en los tejidos del hospedador debido al cambio

en el pH como consecuencia de la generacion de amonio (Robinson JW et al., 2013).
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La virulencia de las especies de Ureaplasma también se determina por la habilidad de
formar biopeliculas, las que contribuyen a su persistencia y a la produccién de inflamacion
cronica (Pandelidis K et al.,, 2013). Sin embargo, son escasas las evidencias que
demuestren su impacto en la variacion de la CMI de los antimicrobianos que se utilizan en
el tratamiento (Feng CH et al., 2015).

Varios estudios indican que la interaccion de los ureaplasmas con los macréfagos y
monocitos inducen la expresion y secrecion de citoquinas proinflamatorias, principalmente
el factor de necrosis tumoral a y la interleugquinas 6 (Meseguer MA et al., 2012).

2.3.2. Epidemiologia de las infecciones por Ureaplasma spp.

Los miembros del género Ureaplasma se consideran parte de la microbiota genital normal,
con una tasa de colonizacién que varia entre 40 y 80 %. No obstante, se les asocia a
infecciones urogenitales en hombres y mujeres, asi como a infecciones respiratorias en
neonatos. Se les entiende como patdgenos oportunistas porque pueden aislarse tanto del
tracto urogenital bajo de humanos saludables y enfermos (Waites KB et al., 2012). Pueden
transmitirse por diferentes vias, la sexual a través del contacto desprotegido (vaginal, oral
o anal), vertical a través del canal de parto y por trasplante de érganos (Koletar VL, 2013).
Los ureaplasmas son los microorganismos mas frecuentes transmitidos de la madre al feto
durante el embarazo o el parto. La colonizacion del tracto respiratorio de algunos recién
nacidos o prematuros se asocia con la neumonia, hipertension pulmonar persistente,
infeccion cronica del sistema nervioso central y displasia broncopulmonar (Viscardi RM,
2014; Brand MC et al., 2018).

Varios estudios indican a U. urealyticum como causa de uretritis no gonocdcica (UNG) en
hombres, aunque su patogenicidad todavia no esta bien definida. En cambio, se piensa que
U. parvum es un organismo comensal en la uretra del hombre (Deguchi T et al., 2004;

Wetmore CM et al., 2011; Zhang N et al., 2014). En las mujeres Ureaplasma spp. se
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asocia a cervicitis, vaginosis bacteriana, salpingitis, enfermedad pélvica inflamatoria,
absceso tubo-ovérico, fiebre postparto y postaborto, endometritis puerperal, abortos
repetidos e infertilidad (Larsen B y Hwang J, 2010; Taylor-Robinson D, 2017,
Bartkeviciene D et al., 2020).

La comparacion de las tasas de positividad de U. urealyticum a partir del estudio de
muestras de hombres infértiles y de individuos controles demuestra una asociacion
significativa con la infertilidad masculina; sin embargo, para U. parvum esto no se
confirma ain (Huang C et al., 2015). Varios factores se relacionan con dicha asociacion,
entre ellos la adherencia de la bacteria a las células espermaticas lo que causa disminucion
de su movilidad, la produccién de neuraminidasa lo que impide la anidacion del blastocito,
asi como un efecto deletéreo directo sobre la cromatina nuclear y el ADN de la esperma
(Al-Sweih NA et al., 2012; Lee JS et al., 2013).

Las especies de Ureaplasma también pueden producir infecciones oportunistas en
pacientes inmunocomprometidos con condiciones como la enfermedad de Hodgkin, lupus
eritematoso, trasplante renal y enfermedad cardiaca (Waites KB et al., 2009).

2.4. Métodos para el diagndéstico microbiolégico de las infecciones por micoplasmas y
ureaplasmas.

La deteccion e identificacion de micoplasmas y ureaplasmas puede abordarse a traves de
técnicas convencionales como el cultivo bacterioldgico, las pruebas bioguimicas,
enzimaticas y seroldgicas, y por medio de herramientas de Biologia Molecular, como la
hibridacion de acidos nucleicos (HAN) y la PCR; para cada una de ellas se reconocen
ventajas y desventajas (Waites KB et al., 2012). Actualmente también se aprecia una
tendencia al desarrollo y uso de métodos de avanzada con base en el microcultivo, lo que
permite la disponibilidad a nivel comercial de varios estuches o sistemas para el

diagnostico (Kokkayil P y Dhawan B, 2015).
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2.4.1. Diagnostico convencional.

2.4.1a. Cultivo bacterioldgico.

El diagnostico microbiolégico basado en el cultivo constituye la prueba de oro para la
identificacion de micoplasmas y ureaplasmas. Este método es esencial para la obtencion
de aislados clinicos y su posterior caracterizacion bioldgica y molecular, asi como para los
estudios de resistencia antimicrobiana. Sin embargo, es laborioso y demorado pues estos
microorganismos son exigentes en sus requerimientos para el cultivo in vitro y necesitan
de medios de cultivo complejos, los que deben contener como principio: peptonas, acidos
nucleicos preformados (administrados en el extracto de levadura) y suero fresco de animal,
el cual provee el colesterol. También es preciso incorporar antifungicos y antibacterianos a
los medios de cultivo, asi como un indicador de pH que permita revelar el crecimiento
pues no causan turbidez como evidencia de crecimiento microbiano (Brooks GF et al.,
2007).

Para el aislamiento de las especies de Ureaplasma los medios de cultivo requieren de la
adicién de urea y de un pH entre 6 y 6,2. Estas son de crecimiento rapido, entre 18 y 24
horas, y en la superficie de los medios sélidos forman colonias de pequefio tamafio (15 -
30 um), de color carmelita con un centro oscuro opaco y con muy poco crecimiento
periférico, semejantes a “erizos de mar” (Tully JC, 1995; Juhasza E et al., 2011).
Contrariamente, el crecimiento de M. pneumoniae es lento pues puede demorar de tres a
seis semanas. Los medios de cultivo especificos para esta especie requieren de la adicién
de glucosa y de un pH entre 7 y 7,2. Al igual que los ureaplasmas no provoca turbidez en
medio liquido y en medio s6lido produce colonias pequefias con una apariencia granular y
en forma de “huevo frito” (Loens K et al., 2010).

Actualmente hay disponibilidad de sistemas de microcultivo que se consideran de
avanzada para el diagnostico. Los mas generalizados, por su uso, son los sistemas para la

21



deteccion e identificacion de Ureaplasma spp. y M. hominis. Estos constituyen pruebas
mas réapidas y una alternativa de diagnostico atil en sitios donde los métodos de
aislamiento de estas bacterias no estan disponibles o son de pobre acceso (Kokkayil Py
Dhawan B, 2015).

La mayoria de ellos permiten una identificacion y cuantificacion répida 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. Estos sistemas
consisten en placas con micropocillos que contienen medios de cultivo deshidratados con
diferentes sustratos, e incluyen ademas un tubo con un medio simple con antimicrobianos
para el transporte y preservacion de las muestras a analizar para el diagnostico de
micoplasmas urogenitales (Machado L et al., 2014). Ejemplos de ellos son: Mycoplasma
IST2, Mycofast RevolutioN, MYCO WELL D-ONE, SIR Mycoplasma (Redelinghuys MJ
etal., 2013; D'Inzeo T et al., 2017; Morris D et al., 2020).

En cambio, para M. pneumoniae el Unico sistema disponible para el que se han realizado
estudios de validacion en Cuba es el ARl WELL D-ONE (CPM Scientifica, Italia). Este
permite el diagndstico presuntivo de diferentes especies bacterianas que producen
infecciones respiratorias agudas, e incluye un sector especifico para la deteccion de
micoplasmas. Como en los casos anteriores consiste en una placa con pocillos que
contienen medios de cultivo deshidratados con diferentes sustratos e incluye también un
tubo con un medio simple con antimicrobianos para el transporte y preservacion de las
muestras clinicas. La galeria de pocillos dirigida a la deteccion de los micoplasmas
permite la identificacion de M. pneumoniae, M. hominis y otros micoplasmas
fermentadores de glucosa en funcion del perfil de cambios de color en estos. Los
resultados de la evaluacidn de este sistema apuntan a que tiene una alta especificidad y

sensibilidad (Mondeja B et al, 2016).
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Estos sistemas, ademas de ser més rapidos y faciles de usar e interpretar que los métodos
de cultivo convencionales, no requieren de personal especializado y los resultados son
faciles de interpretar (Redelinghuys MJ et al., 2013).

2.4.1b. Pruebas bioquimicas.

Para la identificacion y clasificacion de las bacterias de la clase Mollicutes se reconoce la
utilidad de la demostracion de entre 150 a 175 actividades enzimaticas. La potencialidad
de obtener energia involucrando la produccién de metabolitos detectables in vitro en
presencia de los indicadores correctos (generalmente rojo fenol) permite su identificacion
(Pollack JD, 1996).

Por ejemplo, la hidrélisis de urea, arginina y lipidos, la fermentacion de la glucosa, la
reduccion del tetrazolium y otras caracteristicas como la capacidad de hemo-adsorcion y la
lisis de eritrocitos de carnero, permiten la obtencidn de un perfil biogquimico Unico de cada
género y especie, por medio del cual se logra la identificacién de la mayoria de los que se
consideran de interés clinico (Razin S, 1983).

La actividad de la enzima ureasa es, por ejemplo, la caracteristica mas importante que
permite discriminar a los ureaplasmas de otros organismos de la clase Mollicutes
(Combaz-S6hnchen N y Kuhn A, 2017). En cambio, la capacidad de reducir el tetrazolium
permite la diferenciacion de las colonias de M. pneumoniae de las de otras especies de
origen humano y la obtencion de resultados en unas pocas horas. Las colonias con
capacidad para reducirlo se tornan rosadas inicialmente y rojas oscuras con el paso del
tiempo (Simmons WL y Dybvig K. 2015.).

Tambien tiene utilidad en la identificacion de M. pneumoniae la capacidad de utilizacion
de la glucosa como fuente de carbono y energia. Los ensayos de fermentacion de esta se

basan en la produccion de &cido lactico como metabolito final del proceso y por
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consiguiente en una disminucion de pH del medio de cultivo, lo que origina cambios de su
color (Razin Sy Cirilo VP, 1983).

2.4.1c. Métodos seroldgicos.

Los métodos para el diagndstico seroldgico de Ureaplasma spp. incluyen la
microimmunofluorescencia, la inhibicibn del metabolismo y los ensayos
inmunoenzimaticos, pero dada la ubicuidad de la bacteria en individuos sanos se dificulta
la interpretacion de sus resultados. Por ello no se recomiendan para el diagnostico de
micoplasmas genitales (Waites KB et al., 2005).

De la misma forma, la especificidad y sensibilidad de los métodos seroldgicos para el
diagndstico de las infecciones producidas por M. pneumoniae se cuestiona pues se
demuestran reacciones cruzadas con otras especies de micoplasmas, asi como variabilidad
en los niveles de anticuerpos (Venuta ME et al., 2016). La sensibilidad analitica del
diagndstico seroldgico de las infecciones agudas por M. pneumoniae depende del
momento de la toma de la muestra asi como las caracteristicas del método empleado. Los
resultados mas certeros se obtienen cuando se colectan sueros pareados al menos con dos
semanas de diferencia entre la primera y segunda muestra, y cuando estos se analizan
simultaneamente tanto para demostrar IgM como IgG, buscando documentar aumento de
cuatro veces 0 mas en el titulo de anticuerpos. Esto hace que la serologia sea util
fundamentalmente para estudios epidemiolégicos (Waites KB y Talkington DF, 2004).
2.4.2. Diagnostico molecular.

Varios metodos de PCR convencional se utilizan para el diagnostico e identificacion de las
especies de Ureaplasma, los que tienen como blanco la subunidad 16S del gen del ARNr
(ARNr 16S), la region espaciadora intergénica ARNr 16S-ARNTr 23S, el gen de la ureasa y
del MBA. Los ensayos de RT-PCR utilizan fundamentalmente como blanco estos dos

altimos (Dhawan B et al., 2006; Larsen B y Hwang J, 2010; Dhawan B et al., 2012).

24



La primera descripcion del empleo de métodos moleculares para la deteccion directa de
M. pneumoniae se publico a finales de los afios 1980 y desde entonces se convierten en el
método de diagnostico de eleccion. Aunque el cultivo bacteriolégico se consideré por
mucho tiempo como la técnica de oro, la elevada sensibilidad analitica y el significativo
menor tiempo de demora de los métodos moleculares condujeron a reconsiderar este
criterio, pero muchos de estos no han sido ain validados extensamente contra el cultivo
(Loens K y leven M, 2016). El primer PCR descrito utiliz6 como blanco el gen de la
proteina de adhesion P1; posteriormente se describieron otros blancos genéticos como el
ARNTr 168, el operon de la ATPasa, los genes tuf, parE, dnaK, pdhA, repMpl y el gen de
la toxina CARDS (Zhou Z et al., 2015, Waites KB et al., 2012).

El PCR convencional para M. pneumoniae también ha sido reemplazado por el RT-PCR
debido a las ventajas de este Ultimo, entre las que sobresalen la obtencién del resultado en
un menor tiempo, varios formatos para la deteccion, menor probabilidad de
contaminacion, mayor sensibilidad y especificidad, la posibilidad de proveer datos
cuantitativos, detectar genes de resistencia y de analizar relaciones genéticas entre
aislados. La especificidad mejorada del RT-PCR se debe fundamentalmente al uso de un
tercer oligonucledtido (sonda) que se une con la secuencia diana, lo que minimiza la
reactividad cruzada y la deteccion de amplificaciones indeseadas (leven MM y Loens K.
2013; Diaz MH y Winchell JM, 2016).

Las ventajas de los métodos moleculares sobre la serologia y el cultivo radican en su
mayor sensibilidad y en la rapidez del procesamiento y obtencion del resultad, a partir de
una sola muestra, en la cual la bacteria puede no estar viable; ademéas permiten su
deteccidn en etapas tempranas del curso de la infeccion (Waites KB et al., 2017).

Mas recientemente las técnicas de secuenciacion completa del genoma, tanto de

M. pneumoniae como de Ureaplasma spp., se vislumbran como una alternativa novedosa
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para el diagnostico. Sin embargo, hasta la fecha se utilizan infrecuentemente y solo para
la caracterizacion de aislados (Paralanov V et al., 2012; Lee JK et al., 2019).

2.5. Tratamiento antimicrobiano de las infecciones por micoplasmas y ureaplasmas.
Entre los antimicrobianos con gran potencial terapéutico para las infecciones causadas por
micoplamas y ureaplasmas se incluyen las tetraciclinas, el grupo de los macrélidos,
lincosamidas, estreptograminas y ketdlidos (MLSK), asi como las fluoroquinolonas. Otros
como los aminoglucdsidos 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 KB, 2008; Ponyai K et al., 2013, Bébéar C,
2010).

Histéricamente las tetraciclinas se describen como los antibidticos mas ampliamente
utilizadas para el tratamiento de las infecciones urogenitales por micoplasmas y
ureaplasmas y en las infecciones respiratorias causadas por M. pneumoniae en adultos
(Bébéar CM y Kempf I, 2005). A pesar de su toxicidad potencial para los dientes y huesos
también se usan con resultados satisfactorios para tratar infecciones del sistema nervioso
central en neonatos ante la no disponibilidad de otras alternativas (Waites KB, 2005).

Por su parte los macrélidos constituyen los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento
de las infecciones respiratorias por M. pneumoniae, fundamentalmente en los nifios, asi
como para el tratamiento de las infecciones en neonatos debidas a Ureaplasma spp.
(Waites KB y Talkington D, 2004). Por otra parte, las fluoroquinolonas se erigen como la
mejor opciodn para el tratamiento de las infecciones respiratorias y del tracto urogenital por
micoplasmas, particularmente en infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Bébéar

CM et al., 2008).
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2.5.1. Resistencia de micoplasmas y ureaplasmas a los antimicrobianos de eleccion.
2.5.1a. Resistencia intrinseca.

En micoplasmas se reconocen dos tipos de resistencia intrinseca. La primera es comun a
todas las especies de la clase Mollicutes pues como carecen de pared celular son
resistentes a los inhibidores de la sintesis de esta, tales como los [-lactamicos,
glicopéptidos, fosfomicina, polimixinas y sulfonamidas. La segunda es especifica de
algunas especies y concierne principalmente al grupo MLSK. Por ejemplo,
M. pneumoniae y M. genitalium son susceptibles a los antimicrobianos del grupo MLSK
excepto la lincomicina, para la que se registra una moderada actividad. Asi mismo, las
especies de Ureaplasma son susceptibles a los macrolidos, ket6lidos y estreptograminas
pero resistentes a las lincosamidas (Waites KB, 2014).

2.5.1b. Resistencia adquirida.

Entre los diferentes mecanismos de resistencia adquirida registrados en las bacterias los
Unicos descritos in vivo en micoplasmas son la modificacion y proteccién del sitio de
accion del antimicrobiano. Dicha resistencia estd mediada tanto por mutaciones
cromosomales como por adquisicion de un transposén (Bébéar CM y Kempf 1, 2005).

Para las tetraciclinas la resistencia en Ureaplasma spp. se documenta desde la década de
1980 y se conoce que estd mediada por la presencia del gen tet(M), este se localiza en el
transposon conjugativo Tn 916 y constituye el Unico determinante de resistencia a
antibidticos adquirido naturalmente que se describe en micoplasmas humanos. El
gen tet(M) codifica la proteina Tet(M) que confiere proteccién al ribosoma ante la accion
de las tetraciclinas (Chopra | y Roberts M, 2001; Bebéar CM y Kempf I, 2005; Dégrange
Setal., 2008).

La prevalencia de la resistencia adquirida a tetraciclinas en Ureaplasma spp. varia de

acuerdo a la region geografica y a la exposicion de las poblaciones a este antimicrobiano
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(Krausse Ry Schubert S, 2010). Con el transcurso de los afios se observa un aumento en
paises como Francia, China y Estados Unidos (Fernandez J et al., 2016; Meygret A et al.,
2018), mientras que en los paises de Africa Central se reafirma su efectividad para el
tratamiento de infecciones por Ureaplasma spp. (Kouegnigan LR et al., 2015).

Para M. pneumoniae, aunque hasta la fecha no se reporta resistencia a tetraciclinas, si se
ha logrado in vitro, con concentraciones sub-inhibitorias de doxiciclina, la seleccion de
aislados resistentes en los que se han demostrado mutaciones en el gen del ARNr 16S.
Estas se asocian con susceptibilidad reducida a tetraciclina, doxiciclina y minociclina con
CMI por debajo de 2 pg/ml (Degrange S et al., 2008).

La resistencia a macrélidos en Ureaplasma spp. se relaciona principalmente con
sustituciones de aminodcidos en las proteinas ribosomales L4 y L22, y también con
mutaciones en una o ambas copias del ARNr 23S. Su frecuencia es variable en funcion de
la region geogréafica (Pereyre S et al., 2007; Dongya M et al., 2008; Beeton ML et al.,
2009a).

En M. pneumoniae la resistencia a macrolidos igualmente se asocia a mutaciones en el
blanco ribosomal del antibidtico, como son el ARNr 23S y las proteinas ribosomales L4 y
L22 (Bébéar CM y Pereyre S, 2005; Bébéar C et al., 2011). La transicion A2058G en el
dominio V del gen del ARNr 23S es la mutacion mas comun, pero otras sustituciones se
identifican en las posiciones 2058 (A2058C, A2058T), 2059 (A2059G, A2059C), 2062
(A2062G) y 2611 (C2611G, C2611A). No se describen mutaciones en el dominio Il del
ARNr 23S. Las mutaciones en regiones conservadas de las proteinas ribosomales L4 y
L22, tales como cambios simples de aminoacidos, inserciones y deleciones, también se
relacionan en esta especie con la resistencia a macrélidos (Waites KB et al., 2014).

Las primeras notificaciones de aislados de M. pneumoniae resistentes a macrolidos se

produjeron en Japon a principios de los afios 2000, con la subsecuente propagacion hacia
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otros paises de Asia, Europa y Norteamérica (Okazaki N et al., 2001; Okazaki N et al.,
2007; Waites KB et al., 2014). Actualmente més del 90 % de los aislados de
M. pneumoniae en algunas regiones de Japon y China son resistentes a macrolidos; y
aunque en Europa la prevalencia es sustancialmente menor, varia de un pais a otro,
oscilando entre 0,8 y 26 % (Kogoj R et al., 2018; Uldum SA et al., 2012; Dumke R et al.,
2013; Gullsby R et al., 2019). En Estados Unidos solo se conoce de aislados resistentes
por medio de reportes de casos individuales o ante infecciones diseminadas en una misma
familia, pero un estudio nacional de vigilancia en ese pais informa un 13,2 % de
resistencia a macrélidos (Wolff BJ et al., 2008; Li X et al., 2009; Tsai V et al., 2013; Diaz
MH et al., 2015a; Zheng X et al., 2015).

Para las fluoroquinolonas la resistencia en el género Ureaplasma se debe a mutaciones en
las regiones conservadas de los genes gyrA y gyrB de la ADN girasa y los genes parC y
parE de la topoisomerasa IV (Beeton ML et al., 2009b). En cambio, en aislados clinicos de
M. pneumoniae hasta el momento no se reporta esta resistencia, aunque in vitro se ha
logrado su seleccion y se demuestran mutaciones en las regiones conservadas de los genes
gyrA, gyrB, parC y parE, las que se asocian con CMI para ciprofloxacina, levofloxacina y
moxifloxacina de 32, 16 y 4 pg/ml, respectivamente (Gruson D et al., 2005).

2.6. Métodos de determinacion de la susceptibilidad de aislados de micoplasmas y
ureaplasmas a los antimicrobianos.

En el 2011 se publican métodos normalizados para la determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana de algunas especies de micoplasmas, incluyendo M. pneumoniae y
Ureaplasma spp., que actualmente se consideran de referencia (CLSI, 2011).

La técnica de microdilucion en caldo para la determinacion de la CMI es el método mas
ampliamente utilizado para este propdésito. Permite estudiar la susceptibilidad de varios

antimicrobianos en una misma placa, asi como determinar la concentracion minima
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bactericida a partir de un subcultivo del crecimiento obtenido en esta. Para los
micoplasmas la CMI se define como la menor concentracion del antimicrobiano que
inhibe el crecimiento y no muestra cambio de color del medio de cultivo debido al
indicador de pH presente; mientras el control de crecimiento libre de antibidtico si muestra
cambio de color también por el indicador de pH presente. En el caso de M. pneumoniae el
cambio de color del indicador se relaciona con la acidificacion del medio debido a la
fermentacion de la glucosa. En Ureaplasma spp. obedece a la alcalinizacion del medio
como consecuencia de la hidrolisis de urea (Waites KB et al., 2014).

La dilucion en agar que se utiliza extensivamente como metodo de referencia para la
determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana en muchos tipos de bacterias,
constituye también un método Util en micoplasmas, especialmente para aquellas especies
que forman colonias facilmente visibles. La CMI que se determina por esta técnica se
define como la menor concentracion de antibidtico que inhibe la formacién de colonias, al
mismo tiempo que en la placa control se demuestra crecimiento. 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
deteccidn de cultivos mixtos y el estudio de un nimero amplio de aislados clinicos frente a
un mismo antimicrobiano simultaneamente (Waites KB et al., 2014).

En cambio, el método de difusion de discos en agar no resulta de utilidad para la
determinacion de la CMI en micoplasma debido a que no existe correlacion entre esta y las
zonas inhibitorias del crecimiento. Ademas, el desarrollo relativamente lento de algunas de
las especies supone una limitante pues los antimicrobianos podrian difundir en el agar
mucho antes de que el crecimiento microbiano pueda detectarse (Waites KB et al., 2001).
Como se explicd en el acépite 2.4.12, los sistemas diagnosticos comerciales con base en el

cultivo consisten en placas con pocillos en las que también se incluye una galeria con
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diferentes concentraciones de antimicrobianos deshidratados. Sin embargo, generalmente
estas concentraciones se corresponden con los puntos de corte establecidos para otras
bacterias y no especificamente para micoplasmas (Redelinghuys MJ et al., 2013; D'Inzeo
T etal., 2017; Morris D et al., 2020).

Estos sistemas son ampliamente utilizados en paises europeos y de Asia, aunque varios
estudios coinciden justamente en reconocer como una de sus limitantes el hecho que
utilizan concentraciones de antibidticos por debajo de las establecidas por el CLSI para
definir la resistencia verdadera, y que en ninguno de ellos se utiliza un método de dilucion
para cuantificar adecuadamente la concentracion del in6culo que se adiciona en los
pocillos (Beeton ML y Spiller OB, 2016).

2.7. Caracterizacion molecular de micoplasmas y ureaplasmas.

2.7.1. Métodos moleculares para la genotipificacion de M. pneumoniae.

M. pneumoniae se considera una especie altamente conservada genéticamente, ya que las
comparaciones genomicas revelan mas de un 99 % de similitud en las secuencias de
diferentes aislados (Lluch-Senar M et al., 2015; Xiao L et al., 2015). En ausencia de una
diversidad genética sustancial, los esfuerzos para la diferenciacion de aislados se enfocan
mayormente en la variabilidad de los elementos repetitivos, los cuales comprenden
aproximadamente el 8 % del genoma total de M. pneumoniae. Varios métodos se han
desarrollado sobre este fundamento y con fines epidemiologicos (Waites KB et al., 2017).
2.7.1a. Métodos basados en el analisis de la proteina P1.

El tipaje basado en la variacion de la secuencia de elementos repetitivos localizados en el
gen que codifica la proteina de adhesion P1 se describié por primera vez en 1990, y hasta
el presente constituye el método mas utilizado para diferenciar los dos subtipos principales

de M. pneumoniae, los subtipos 1 y 2. Las variaciones de secuencias entre ellos ocurren
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mayormente en los elementos RepMp2/3 y RepMp4 (Dallo SF et al., 1990; Su CJ et al.,
1990 ay b; Diaz MH y Winchell JM, 2016).

Varios métodos se describen para la genotipificacion de M. pneumoniae basados en el
andlisis de la proteina P1. La primera fue la electroforesis en gel en campo pulsado, que
requiere la obtencion de grandes volimenes de la bacteria para conseguir suficiente ADN
gendmico, y tiene un poder discriminatorio bajo en relacion con otros métodos (Cousin-
Allery A et al., 2000; Touati A et al, 2013). Los mas recientes se basan
fundamentalmente en la PCR e incorporan procedimientos post-PCR para detectar
variaciones en las secuencias y lograr la diferenciacion de los dos subtipos principales y de
las variantes de estos (Dorigo-Zetsma JW et al., 2000; Schwartz SB et al., 2009a; Xiao J
etal., 2014).

Por ejemplo, para genotipificar M. pneumoniae directamente a partir de muestras clinicas,
Dumke R y colaboradores desarrollaron un método de amplificacion y secuenciacion
independiente del cultivo con el cual identificaron la variante V2b (Dumke R et al., 2006).
Por otro lado, Schwartz SB y colaboradores describieron un nuevo método de PCR con
andlisis de alta resolucion (HRM, siglas en inglés de High Resolution Melting) para
diferenciar ambos subtipos y sus variantes, con base en la amplificacion de una secuencia
de 1 900 pb, seguido de un anélisis de curvas melting, todo en un solo paso de reaccion.
Se fundamenta en la alteracion de la temperatura melting que origina el polimorfismo de
un solo nucledtido localizado en el amplicon. La mayor ventaja de este método es que no
requiere de una manipulacion posterior al PCR, reduciendo el riesgo de contaminacion

(Schwartz SB et al., 2009 a y b).
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2.7.1b. Métodos basados en el anélisis de las variaciones del nimero de secuencias
repetidas en tandas (VNTR) en multiples locus (MLVA).

La técnica de MLVA se desarroll6 en 2009 por Degrange S y colaboradores y rapidamente
se convirtid en un método de clasificacion adicional para M. pneumoniae. El esquema
inicial selecciond cinco locus (Mpnl y Mpnl3 al 16) que son polimorficos y estables
después de varios pases en medio de cultivo. Utilizando este esquema se identificaron
26 tipos de MLVA que se denominaron con las letras de la A hasta la Z y utilizando un
cédigo de cinco digitos que representan el numero de repeticiones en cada locus
(Degrange S et al., 2009). Poco tiempo después se modifico ligeramente el protocolo de
este método para permitir el andlisis directamente a partir de las muestras clinicas (Dumke
Ry Jacobs E, 2011; Benitez AJ et al., 2012).

Desde su introduccion se utiliza ampliamente para la investigacion de brotes, asi como
para la caracterizacion de colecciones historicas de aislados. Sin embargo, en el curso de
su implementacion se demostro inestable el locus Mpnl y este se considerd no (til para la
clasificacion de M. pneumoniae (Benitez AJ et al., 2012; Sun H et al., 2013). Varios
grupos de investigadores propusieron su exclusiéon como marcador y la modificacion a un
esquema MLVA de cuatro locus, lo que condujo a una menor cantidad de tipos unicos
detectados (Sun H et al., 2013; Waller JL et al., 2014). No obstante, la metodologia
modificada se considera mas robusta y se acepta en las normas internacionales para la
genotipificacion de M. pneumoniae mediante MLVA (Chalker VJ et al., 2015).

2.7.1c. Métodos basados en el analisis de secuencias tipos en multiples locus (MLST).
Los primeros intentos para desarrollar este método con el proposito de la caracterizacion
de M. pneumoniae utilizando genes constitutivos y estructurales fue fallido debido a las
limitadas variaciones en las secuencias de estas regiones (Dumke R et al., 2003). Tras el

analisis de las secuencias del genoma completo de un mayor nimero de aislados clinicos
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se desarrollé entonces un nuevo esquema de MLST, con base en el polimorfismo de ocho
genes constitutivos (ppa, pgm, gyrB, gmk, glyA, atpA, arcC y adk) (Brown RJ et al.,
2015). Con esta metodologia se identificaron 12 secuencias tipos (ST) en 57 aislados
clinicos, que se asignaron a dos complejos clonales (CC). Este método no requiere del
cultivo de la bacteria, pero tiene como desventaja la necesidad de realizar varias
reacciones de secuenciacion, lo que resulta laborioso y caro. Se sustenta en una base de

datos publica (http://pubmlst.org/mpneumoniae) y constituye el método con mayor poder

discriminatorio desarrollado para la genotipificacion de M. pneumoniae.

2.7.2. Métodos moleculares para la genotipificacion de Ureaplasma spp.

Dos grandes metodologias se proponen para la clasificacion de aislados de Ureaplasma a
nivel de especies y de serovares. Los métodos de tipaje que se fundamentan en la
deteccion de anticuerpos incluyeron ensayos de inhibicién del crecimiento/metabolismo,
la inmunofluorescencia sobre colonias recuperadas en medios con agar y los ensayos
inmunoenzimaticos sobre fase solida (ELISA, siglas en inglés de Enzyme-Linked
InmunoSorbent Assay). Estos conducen a resultados inconclusos debido a las multiples
reacciones cruzadas y por consiguiente a una pobre capacidad de discriminacion
(Xiao L etal., 2011).

Los métodos moleculares fundamentados en la deteccion y caracterizacion del gen mba y
su region terminal 5 se exploraron entonces para el reemplazo de los métodos fenotipicos
basados en anticuerpos, y se utilizaron por casi tres décadas desde la descripcion original
del esquema de serotipaje por Robertson y Stemke en 1982 (Robertson JA y Stemke GW,
1982; Kong F et al., 2000a y b; Cao X et al., 2007). Dado los limitados datos de las
secuencias obtenidas solo fue posible la identificacion parcial de los serovares. En el caso
de U. parvum los cuatro serovares fueron facilmente diferenciados a través de un PCR

convencional con diferentes juegos de cebadores o por dos RT- PCR multiples
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(Cao X et al.,, 2007; Kong F et al., 2000a). Sin embargo, para diferenciar los diez
serovares de U. urealyticum fue preciso el desarrollo de varios PCR; los primeros
permitieron la diferenciacién de solamente dos grupos, con cuatro y seis serovares cada
uno, y posteriormente en cinco genotipos en funcion del MBA. Finalmente se disefid un
ensayo genotipico mas completo con base en un conjunto de PCR que permite diferenciar
los 14 serovares de Ureaplasma. Este constituye una herramienta rapida y util para
investigar la epidemiologia y patogenicidad de los ureaplasmas (Xiao L et al., 2010).

Por otro lado, la técnica de MLST, alternativa ventajosa y ampliamente utilizada para la
interpretacion de la epidemiologia molecular y la estructura poblacional de muchas
especies bacterianas, se ha valorado también para la genotipificacién de Ureaplasma spp.
El primer esquema de MLST disefiado con este objetivo se fundament6 en el analisis de
cuatro genes constitutivos (ftsH, rpL22, vals y thrS). Este permitié distinguir la mayoria de
los serovares, agrupandolos en 12 ST, y describir mas de 90 ST en los aislados clinicos
estudiados, que constituyeron dos CC, los cuales se correspondian con cada una de las
especies de Ureaplasma (Zang J et al., 2014a). Posteriormente, a este esquema se
incorporé el analisis de los genes ureG y mba-npl, teniendo en cuenta que la combinacién
de los genes constitutivos y de virulencia pueden ser mas adecuados para estudios
filogenéticos. De este modo los 14 serovares de Ureaplasma pueden diferenciarse
satisfactoriamente y se asigna cada uno a una unica ST (Zang J et al., 2014b).

No obstante a la disponibilidad de diversos métodos moleculares para la genotipificacion
de Ureaplasma spp., que en su mayoria combinan el uso de métodos de PCR y
secuenciacion, estos son poco empleados pues resultan laboriosos y caros
(Payne MS et al., 2014). A estas desventajas se suman los criterios divergentes a nivel
internacional sobre el papel patogénico de estas especies, lo que frena su empleo para

conocer sobre su asociacion con condiciones clinicas especificas.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio general de la investigacion

En el LNR-M del IPK, en el periodo 2012 — 2018, se ejecutd una investigacion descriptiva de

corte transversal en el marco de la cual se realizaron tres estudios:

- Estudio para describir los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de aislados cubanos
de Ureaplasma spp. y M. pneumoniae y comparar las proporciones de aislados resistentes
(Objetivo 1).

- Estudio para detectar la presencia del gen tet(M) en aislados de Ureaplasma spp. resistentes
a tetraciclina y demostrar los determinantes genéticos mas frecuentemente asociados a la
resistencia a macrolidos y fluoroquinolonas en Ureaplasma spp. y M. pneumoniae
(Objetivo 2).

- Estudio para demostrar los genotipos de M. pneumoniae mas frecuentes y su relacion con la
resistencia a macroélidos. (Objetivo 3).

El disefio general de la investigacion se resume en la figura 3.1.

3.2. Material bioldgico

Material de referencia

Se utilizaron las cepas de referencia de M. pneumoniae FH (ATCC 15531), M. pneumoniae
M129 (ATCC 29342), U. parvum (ATCC 27815) y U. urealyticum (ATCC 27618), donadas
gentilmente por el Instituto Estatal del Suero, Copenhague, Dinamarca.

Aislados clinicos

- Se estudiaron 21 aislados de M. pneumoniae recuperados en el afio 2012 a partir de
muestras de exudado faringeo de nifios con diagndéstico clinico de neumonia intersticial,

remitidas desde el Hospital Pediatrico “Juan Manuel Marquez”.
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- Se estudiaron un total de 42 aislados de Ureaplasma spp. recuperados en el periodo
2013 — 2017 (3, 14, 4, 20 y 1, en cada uno de los afios de estudio, respectivamente). De
ellos, 32 eran de U. parvum y 10 de U. urealyticum. Estos se obtuvieron a partir de
muestras urogenitales de pacientes adultos (tres hombres con uretritis inespecifica, 21
mujeres con leucorrea, cinco infértiles, seis abortadoras y seis embarazadas); en un solo
caso se tratd de una secrecion respiratoria recuperada de un neonato con ventilacion
mecanica.

Muestras clinicas

- Se incluyeron 19 muestras de exudado faringeo previamente demostradas como positivas a
M. pneumoniae en el LNR-M, a través de un método de RT-PCR. Estas provenian de
pacientes adultos con IRA diagnosticada durante el afio 2017.

- Se estudiaron 810 muestras clinicas de pacientes con infeccion urogenital y respiratoria,
remitidas al LNR-M del IPK durante los afios 2016 al 2018 para el diagnostico de
micoplasmas: 173 muestras de orina, 439 exudados endocervical, 185 exudados uretral y 13
aspirados/secreciones respiratorias.

Las cepas de referencia, los aislados y muestras clinicas estaban conservadas a - 80 °C en el

LNR-M del IPK hasta el momento de su uso en los diferentes estudios.
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Figura 3.1. Disefio general del estudio de la resistencia a antimicrobianos en Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae,

LNR-M, 2012 — 2018.

39



3.3. Determinacion de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de aislados cubanos
de Ureaplasma spp. y M. pneumoniae.

3.3.1. Determinacion de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de Ureaplasma spp.

3.3.1a. Perfil de susceptibilidad de los aislados de Ureaplasma spp.

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

Preparacion de las soluciones de trabajo de cada antimicrobiano.

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 sugeridos por las
CLSI para clasificar a los aislados como resistentes en cada caso: eritromicina [2 pg/mL],
tetraciclina [16 pg/mL], levofloxacina [4 pg/mL] y moxifloxacina [4 pg/mL].

Determinacidn de la concentracion éptima del inéculo para cada aislado en estudio

Los 42 aislados de Ureaplasma spp. conservados a - 80 °C se cultivaron en medio Shepard
liquido a 37 °C entre 24 y 48 h. En una segunda etapa se adicionaron 180 pL de medio Shepard
liquido en todos los pocillos de placas de poliestireno de fondo plano (Costar, Estados Unidos).
Para cada aislado se destind una columna. En el primer pocillo de cada columna se adicion0
20 pL del cultivo obtenido tras la incubacion por 24 - 48 h y a partir de este se realizaron
diluciones seriadas, transfiriendo siempre 20 puL de un pocillo al otro hasta el séptimo, que
fueron eliminados al final de la ultima dilucion, y siempre haciendo cambio de puntas. El octavo
pocillo se reservd como control de esterilidad del medio de cultivo. La placa se cubrio con una

tapa plastica y se incubo a 37 °C por 24 h.
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Los aislados para los que se constatd crecimiento (cambio de color del medio) para al menos
cuatro diluciones del in6culo se consideraron Optimos para determinar la susceptibilidad
antimicrobiana. Para ello se seleccion6 la ultima dilucién en la que se observo cambio de color
del medio, correspondiente a una unidad cambiadora de color por cada microlitro de medio
(UCC/ pL).

Determinacidn de la susceptibilidad antimicrobiana de los aislados

Se utilizaron placas de microdilucion de 96 pocillos de poliestireno y fondo plano (Costar,

Estados Unidos) y se procedio de la siguiente forma:

Se afiadieron 135 pL de medio de cultivo Shepard en los pocillos 1 al 12 de la fila A,

para utilizar esta fila como control de crecimiento del aislado en cuestion.

- Se afadieron 135 pL de la solucion de tetraciclina, eritromicina, levofloxacina y
moxifloxacina, previamente preparadas, en todos los pocillos de las filas B, C, D, y E,
respectivamente.

- Se adiciond 10 pL de cada aislado a la concentracién Optima antes determinada
(1 UCC/ pL), en el primer pocillo de cada una de las filas (A - E).

- Se realizaron diluciones seriadas a partir del primer pocillo y hasta el pocillo 11,
transfiriendo siempre 10 pL, que fueron eliminados al final de la Gltima dilucion.

En la figura 3.2 se muestra un esquema de la placa de microdilucion.

- Las placas se sellaron y se incubaron a 37 °C hasta 48 h.

- Lalectura se realiz6 de forma visual a partir de las 24 hrs de incubacion.

e Primero se corroboré cambio de color en la fila de control de crecimiento en el
pocillo que se corresponde con 10* UCC/uL. Esto se interpreté como crecimiento del

aislado en la concentracion optima del inéculo.
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e Seguidamente se exploro, 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/pL.
Se consideré como aislado resistente aquel en el cual hubo crecimiento en dicho

pocillo y como sensible aquel para el que no se observo cambio de color.

10 pL aislado

VN NN TSN TN

12

<
-
o
I
-

1

~

3 1 S 6 7 8

Tetraciclina (16 pg/mL) —» A

Entromicina (2 pg/mL) —»
Levofloxacina (4 pg/mL) —» ¢

Moxifloxacina (4 ug/mL) —» o

H

Leyenda
£ T\ indica diluciones seriadas del aislado transfiriendo siempre 10 plL

Figura 3.2. Esquema general de la placa empleada para determinar la susceptibilidad de
aislados de Ureaplasma spp. en el LNR-M, 2013 — 2016.

Como control se utilizo6 la cepa U. urealyticum ATCC 33175, para la cual se incluy6 un ensayo en
las mismas condiciones en cada jornada en la que se realiz6 la prueba.

Determinacién de la CMI de los aislados demostrados como resistentes

Para cada aislado que se demostré resistente a uno o mas antimicrobianos se procedié a
determinar la CMI para cada uno de ellos. Se utilizaron placas de microdilucién de 96 pocillos de

poliestireno y fondo plano. En una placa se determiné la CMI de un solo aislado frente a un unico

42



antimicrobiano. Se procedié de la forma que se describe a continuacion y como se esquematiza en

la figura 3.3.

Se afnadieron 135 pL de medio de cultivo Shepard en todos los pocillos de la placa.

Se afiadieron 135 pL de la solucion del antimicrobiano a una concentracion de 64 pg/mL en

lafila A.

Se transfirieron 135 pL de la primera hasta la penultima fila para lograr diluciones dobles

seriadas del antimicrobiano (64 hasta 0,06 pg/mL).

Se adiciond 10 pL del aislado en todos los pocillos de la primera columna de la placa.

Se trasfirieron 10 puL de la primera hasta la penultima columna para lograr diluciones

seriadas decimales del aislado.

Las placas se sellaron y se incubaron a 37 °C hasta 48 h.

La lectura se realiz6 de forma visual a partir de las 18 h de incubacion.

e Primero se corrobord cambio de color en la fila de control de crecimiento en el pocillo
que se correspondi6 con 10° UCC/uL. Esto se interpreté como crecimiento del aislado en la
concentracion éptima del in6culo.

e Seguidamente se explord, en las filas de cada una de las diluciones del antimicrobiano, si
se produjo cambio de color en el pocillo correspondiente a 10* UCC/pL. Se consideré como

CMI la concentracion del primer pocillo donde no se aprecié cambio de color.
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Figura 3.3. Esquema general de la placa empleada para determinar la CMI del antibiotico

gue se esté analizando ante aislados de Ureaplasma spp. resistentes. LNR-M, 2013 — 2016.

3.3.1b. Perfil de susceptibilidad de Ureaplasma spp. inferido a partir de estudio de muestras
clinicas.

Se infirio el perfil de la susceptibilidad a tetraciclina, eritromicina, levofloxacina y
moxifloxacina de Ureaplasma spp. a partir del estudio de 810 muestras clinicas empleando el
estuche comercial MYCO WELL D- ONE (CPM Scientifica, Italia) (Figura 3.4). La seccion
enmarcada en rojo en la placa se corresponde con la destinada al estudio de la identificacion y

susceptibilidad de Ureaplasma spp.
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Figura 3.4. Placa sin inocular del estuche comercial MYCO WELL D-ONE, CPM
Scientifica, Italia.

Siguiendo las recomendaciones del fabricante para las muestras de exudado endocervical, uretral
y faringeo se partié de un hisopado. Este se obtuvo con un aplicador plastico, flexible y de
dacron, La muestra se coloco de 3 a 5 min en un &mpula con 10 mL de solucion salina esteéril,
proporcionada por el fabricante como parte del estuche. El hisopo se rot6 y presioné contra las
paredes del ampula hasta lograr una suspension homogeénea. Para el caso de las muestras de orina
se procedié de manera similar pero partiendo de 200 pL de esta.

En todos los casos se afiadieron 150 uL de la suspension de la muestra a cada pocillo de la
seccion del estuche destinada a U. urealyticum / parvum (Figura 3.4). Se afiadieron dos gotas de
parafina estéril en los pocillos y se incubd a 37 °C durante 24 h, tras las cuales se procedio a la
lectura. Se exploro si ocurrio cambio de color de amarillo a rojo en el pocillo para el control de
crecimiento y en los pocillos destinados al diagnostico de U. urealyticum / parvum; en ese caso
se inform¢ positiva la muestra en estudio. De igual forma, a través del cambio de color de

pocillo, se infirio resistencia a los antimicrobianos incluidos en el estuche.
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3.3.1c. Identificacion de las especies de Ureaplasma a partir de las muestras informadas
positivas por medio del estuche MYCO WELL D-ONE.

Las muestras positivas a Ureaplasma spp. se cultivaron en medio Shepard liquido. A partir de
los aislados recuperados se procedié a la identificacion de U. parvum y U. urealyticum a traves
de una RT-PCR basada en la deteccion de polimorfismos especie-especificos en el gen de la
ureasa (Payne MS et al., 2012).

Para la extraccion de ADN se utiliz el estuche comercial QlAamp DNA Mini (QIAgen,
Alemania), segun el protocolo recomendado por el fabricante.

El volumen final de la reaccion de PCR fue de 25 pL (20 pL de mezcla més 5 pL de ADN de la
muestra). Cada mezcla contenia 1X de Tampdn de PCR (QIlAgen, Alemania); 2,5 mM de MgCl,
(QlAgen, Alemania); 200 nM de cada deoxinucleotido trifosfato (ANTP) (QIAgen, Alemania);
500 nM de cada cebador, 200 nM de cada sonda, 2 U de Top-Tag-polimerasa (QIAgen,
Alemania) y suficiente agua ultrapura para completar un volumen de 20 uL. Los cebadores y las
sondas se describen en el Anexo 1.

Como controles positivos se utilizaron las cepas de referencia U. parvum (ATCC 27815) y
U. urealyticum (ATCC 27618) y agua ultrapura como control negativo.

La amplificacion y el andlisis de los resultados se realizd 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 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min. La
lectura se realizo en el canal de fluorescencia correspondiente al marcaje de cada sonda utilizada.
Se consider6 como muestra positiva aquella cuya amplificacion mostro una amplificacion

exponencial a partir de un ciclo umbral (Ct, siglas en inglés de Cycle threshold) de 23.
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3.3.1d. Confirmacion de la resistencia antimicrobiana de los aislados de Ureaplasma spp.
recuperados a partir de las muestras informadas resistentes por medio del estuche MYCO
WELL D-ONE.

Para la confirmacion de la resistencia de los aislados recuperados por medio del estuche MYCO-
WELL D-ONE se siguié el mismo procedimiento descrito en el acépite 3.3.1a. Se estudiaron
ademaés 12 aislados recuperados de muestras informadas como sensibles.

3.3.2. Determinacion de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de
M. pneumoniae.

Se determind la CMI de azitromicina, eritromicina, tetraciclina, levofloxacina y moxifloxacina
(Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido) para cada aislado clinico mediante la técnica de
microdilucion en medio liquido, siguiendo la metodologia descrita en las normas del CLSI para
M. pneumoniae (CLSI, 2011).

Las soluciones de trabajo de cada antimicrobiano se prepararon a una concentracion inicial de
64 pg/mL. La concentracion microbiana del indculo se ajusté a 10* - 10° UFC/mL. Para cada
aislado en estudio y la cepa de referencia se prepararon seis tubos con 0,9 mL del medio SP4
liquido. Al primero se afiadieron 0,1 mL de un cultivo del aislado de 72 h obtenido en medio SP4
liquido y a partir de este se realizaron diluciones seriadas transfiriendo 0,1 mL de un tubo al otro,
siempre haciendo cambio de puntas. De cada dilucion se tomaron 20 pL y se inocularon en
placas de Petri con medio SP4 solido y estas se incubaron a 37 °C en una atmosfera de 5 % de
CO; por seis dias. Se procedio entonces al conteo de colonias y se selecciond la dilucion para la
que se obtuvieron entre 30 y 300 colonias. Se determino la cantidad de UFC multiplicando por

50y por el factor de dilucidn correspondiente.
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Se utilizaron placas de microdilucion de 96 pocillos de poliestireno y fondo plano (Costar,
Estados Unidos) que se prepararon de la forma que se describe a continuacién y como se
representa en la figura 3.5. Para cada aislado se utiliz6 una placa.

- Se afadieron 25 pL de medio de cultivo SP4 en los pocillos del 1 al 8, 10 y 12 en cinco
filas para cada aislado.

- Se adicionaron 25 pL de la solucion de azitromicina, eritromicina, levofloxacina,
moxifloxacina y tetraciclina en los pocillos 1 y 11 de las filas A, B, C, D y E,
respectivamente. El pocillo 11 de las respectivas filas se utilizd para verificar la
esterilidad del antibiotico.

- Se realizaron diluciones seriadas dobles a partir del pocillo 1 hasta el pocillo 8, variando
la concentracion de los antibidticos desde 64 pug/mL hasta 0,25 pg/mL. Se desecharon los
altimos 25 pL de solucion de antimicrobiano.

- Para verificar la esterilidad del solvente utilizado para cada antimicrobiano, 25 uL de este
se adicionaron al pocillo 9.

- Se adicionaron 175 pL del in6culo de cada aislado en los pocillos del 1 al 8 y en el 12.
Este ultimo se utiliz6 como control de crecimiento. Se comenzo a inocular a partir del
pocillo 12 y hasta el 1 para evitar variar la concentracion en cada pocillo por medio del
arrastre del antibidtico.

- Se adiciond 175 pL del medio de cultivo a los pocillos 10 y 11 para igualar el volumen
final en todos los pocillos de la placa.

Se utilizé como control de la prueba la cepa de referencia M. pneumoniae ATCC 15492, que es

sensible a todos los antimicrobianos en estudio (CLSI, 2011).
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Las placas de microdilucién se cubrieron con tapas plasticas y se incubaron a 37 °C hasta 5 dias.
La lectura se realizo de forma visual diariamente hasta observar cambio de color en el pocillo de
control de crecimiento del aislado. Se consider6 como CMI la concentracion del pocillo en el que
no se observd cambio de color en el mismo tiempo de incubacidn en que si se registré cambio en
el pocillo del control de crecimiento. Para el informe de los resultados se utilizaron los criterios

de interpretacion de la CLSI, 2011.
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Figura 3.5. Esquema general de la placa empleada para determinar los patrones de

susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de M. pneumoniae. LNR-M, 2012.
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3.4. Demostracion de los mecanismos moleculares asociados a la resistencia a tetraciclina y
macrolidos en Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae.

3.4.1. Deteccion del gen tet(M) en aislados de Ureaplasma spp.

Se utiliz6 una RT-PCR cuantitativa para la amplificacion de un fragmento conservado del
gen tet(M), utilizando 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 (datos no publicados, anexo 1). Se procesaron por esta técnica el
total de los aislados de Ureaplasma spp. incluidos en el estudio (42 aislados) y el total de los
recuperados de las muestras clinicas utilizando el MYCO WELL D-ONE (220 aislados),
independientemente de que a través de este se demostraran sensibles o resistentes a la
tetraciclina.

La extraccion de ADN de los aislados se realiz6 mediante el estuche comercial QlAamp DNA
Mini (QlAgen, Alemania) segin el protocolo recomendado por el fabricante. Esto no fue
necesario para los recuperados de las muestras clinicas que se procesaron en el marco del estudio
porque se partié del mismo material genético extraido previamente (acapite 3.3.2c).

El volumen final de reaccién fue de 25 pL (20 pL de mezcla més 5 L de muestra). Cada mezcla
contenia 1X de Tampdn de PCR (QIAgen, Alemania); 2,5 mM de MgCl;, (QlAgen, 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. Los cebadores y la sonda se
describen en el Anexo 1.

La amplificacion y el anélisis de los resultados se realizo 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 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min. La
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lectura se realizd en el canal de fluorescencia correspondiente al marcaje de la sonda. Se
consider6 como muestra positiva aquella que mostré una amplificacion exponencial a partir de
un ct de 23.

3.4.2. Deteccion de determinantes genéticos de resistencia a macrolidos.

3.4.2a. Deteccidn de las mutaciones especificas que confieren resistencia a macrolidos en
Ureaplasma spp.

Se realizaron cuatro PCR a punto final partiendo de las extracciones de ADN previamente
obtenidas de los aisaldos demostrados como resistentes por el método de CMI, (subacépite
3.3.1c) para la amplificacion de fragmentos de la subunidad Il y V del gen del ARNr 23Sy de
las regiones conservadas de las proteinas ribosomales L4 y L22. Se siguié la metodologia
descrita por Pereyre S y colaboradores en 2007.

Para cada aislado demostrado como resistente a macrolidos por el método de CMI, partiendo de
las extracciones de ADN previamente obtenidas (subacépite 3.3.1c), se realizaron cuatro PCR a
punto final para la amplificacién de fragmentos de la subunidad 11 y V del gen del ARNr 23S y
de las regiones conservadas de las proteinas ribosomales L4 y L22. Se siguié la metodologia
descrita por Pereyre Sy colaboradores en 2007.

En todos los casos el volumen final de reaccion fue de 25 pL (20 pL de mezcla més 5 pL de
ADN de la muestra). La mezcla contenia una unidad de enzima HotStarTag Plus DNA
Polymerase (QIAgen, Alemania), 1X de Tampén de PCR (1,5 mM de MgCl,), 200 nM de cada
dNTP (QIAgen, Alemania); 500 nM de cada cebador, y suficiente agua ultrapura estéril hasta
alcanzar el volumen final. Los cebadores se describen en el Anexo 1.

La amplificacion se realizo en un equipo “Mastercycler personal” (Eppendorf, Alemania), con un

programa de amplificacion similar en todos los casos: un ciclo de desnaturalizacion de 95 °C
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durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 1 min y 60 °C durante 30 seg (excepto en
el PCR para amplificar el fragmento del dominio Il donde se utiliz6 56 °C y 72 °C durante 1
min, seguido por una extension final a 72 °C durante 5 min.

Los productos amplificados se visualizaron en electroforesis submarina en gel de agarosa al 2 %
y Tris-Borato-EDTA 0,5 X como tampdn de corrida. La cdmara electroforética GNA 100
(Pharmacia Biotech, Suecia) acoplada a la fuente EPS 301 (Amersham Biosciences, Suecia), se
ajustd a una diferencia de potencial de 110 V con una intensidad de corriente de
90 mA durante 30 min. Se emple6 el patron de peso molecular de 100 pb (Promega, Madison,
EUA), como colorante de corrida electroforética 5X Green GoTaq Flexi Buffer (Promega,
Madison, EUA) y bromuro de etidio [1 ng/mL] como agente intercalante del ADN. Todos los
productos de las PCR anteriores se purificaron mediante el estuche QIAEX Il (QIAgen,
Alemania) de forma automatica, y se utiliz6 el equipo QIAcube (QlAgen, Alemania) segun las
recomendaciones del fabricante.

Las reacciones de secuencia (una con cada cebador de la PCR anterior) se prepararon en viales
criogénicos de pared fina de 0,2 mL. Los reactivos se mantuvieron en hielo mientras se prepard
la reaccion. Para ello se afiadieron 3,5 pL de agua ultrapura y 0,5 pL del cebador en cuestion,
més 8 pL de la mezcla maestra (DTCS Quick Start Master Mix) y 8 uL del producto de PCR
purificado para completar 20 pL de volumen final.

La amplificacion se realizo en un equipo Rotor Gene Q 5-plex HRM (QIAgen, Alemania) sin
lectura en ningun canal de fluorescencia, con un programa de 40 ciclos a 96 °C durante 20 seg,
50 °C durante 20 seg y 60 °C durante 4 min.

Posteriormente se procedio a la precipitacion con etanol para la cual se preparé una mezcla de

glucdgeno/solucion de parada, que para cada reaccion de secuencia contenia 2 L de acetato de
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sodio al 3 M (pH 5,2), 2 pL Sodio-EDTA a 100 mM (pH 8) y 1 puL de glucdgeno [20 mg/mL].
Se afiadieron 5 uL de la mezcla de glucgeno/solucion de parada a cada tubo de reaccion. Se
transfirio la reaccion de secuencia a un tubo de microcentrifuga previamente identificado y se
mezclé mediante vortex, después se afiadieron 60 pL de etanol absoluto al 95 % frio y se agito.
A continuacion se centrifugd a 4 °C durante 15 min a 14 000 rpm en una centrifuga Eppendorf
(Fisher Scientific, Alemania) y se descartd cuidadosamente el sobrenadante. El sedimento se
lavé dos veces con 200 pL de etanol al 70 % y se agit6 usando el vortex. Después de cada lavado
se centrifug6 a 14 000 rpm a 4 °C por 15 min. El sobrenadante se elimind con precaucion y el
sedimento se dejo secar por 10 min. Finalmente, este se resuspendié en 40 uL del tampon de
corrida (formamida).

Cada muestra a secuenciar se transfirio a un pocillo en la placa de secuenciacion y este se cubrio6
con una gota de aceite mineral. Las reacciones se analizaron en el secuenciador ABI PRISM 377
(Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos) mediante electroforesis capilar, y se utilizé el
método corto de secuenciacion (Sanger F y Coulson AR, 1975).

Las secuencias se analizaron mediante el programa ChromasPro (version 1.7.4, Biotech Works)
y se compararon con las secuencias de las cepas de referencia U. parvum serotipo 3 (ATCC
27815) y U. urealyticum serotipo 8 (ATCC 27618) publicadas en GenBank (NUmero de acceso
NC_010503 y NZ_ AAYNO02000002.1, respectivamente).

3.4.2b. Deteccion de las mutaciones especificas que confieren resistencia a macroélidos en
M. pneumoniae.

La amplificacion parcial del gen del ARNr 23S de los 21 aislados clinicos analizados por el
método de CMI, asi como de las 19 muestras clinicas positivas a M. pneumoniae se realizo

mediante una PCR anidada, siguiendo la metodologia descrita por Dumke R y colaboradores en
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2010. La extraccion de ADN se realizd utilizando el estuche comercial QlAamp DNA Mini
(QlAgen, Alemania), segun el protocolo recomendado por el fabricante.

Para la primera amplificacion se utiliz6 como volumen final de reaccion 50 pL (48 pL de mezcla
més 2 pL de ADN de la muestra). La mezcla contenia una unidad de enzima HotStarTaq Plus
DNA Polymerase (Qiagen, Alemania), 1X de Tampén de PCR (1,5 mM de MgCl,), 200 nM de
cada dNTP (Qiagen, Alemania); 300 nM de cada cebador (Anexo 1) y suficiente agua ultrapura
estéril hasta alcanzar el volumen final.

La amplificacion se realizd en un equipo “Mastercycler personal”. (Eppendorf, Alemania),
utilizando el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C durante 2 min, seguido de
30 ciclos de 94 °C por 45 seg, 55 °C durante 1 min y 72 °C durante 80 seg, seguido por una
extension final a 72 °C durante 5 min. La visualizacion de los productos de amplificacion de 885
pb se realizé por una electroforesis submarina en gel de agarosa como se describid en el acapite
3.4.1a.

A partir del producto amplificado se realiz6 la PCR anidada, utilizando los cebadores que se
describen en el Anexo 1. La mezcla de reaccion se preparé igual a la del PCR anterior y se
utilizé el mismo programa de amplificacion. Los productos amplificados se visualizaron tal
como se describi6 anteriormente.

Para la secuenciacion de los fragmentos amplificados se utilizé la misma metodologia descrita en
el acapite 3.4.1b. Las secuencias se analizaron utilizando el programa Sequencher 4.10.1 (Genes
Code Corporation, EUA), y se compararon con la de la cepa de referencia M. pneumoniae M129

(ATCC 29342) publicada en GenBank (NUmero de acceso NC_000912; Gene ID 876745).
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3.5. Deteccion de genotipos de M. pneumoniae.

3.5.1. Determinacion de genotipos mediante anélisis de la proteina de adhesion P1.

La genotipificacion de M. pneumoniae se realizo en el Laboratorio de Micoplasmas de la Unidad
de Resistencia Antimicrobiana de la Universidad de Cardiff, Gales; siguiendo la metodologia
descrita por Dumke R y colaboradores en 2006 para la amplificacion de fragmentos del elemento
repetitivo repMp2/3, localizado en la proteina de adhesion P1 de M. pneumoniae, que permiten
la identificacion de los subtipos 1, 2, V2a, V2b y V2d. Adicionalmente, se realizd la
amplificacion de un fragmento del elemento repetitivo repMp4, también localizados en la
proteina P1, para la identificacion de la variante VV2c, siguiendo la metodologia descrita por
Gullsby y colaboradores en 2019.

Se utilizaron los extractos de ADN de los aislados y muestras clinicas obtenidos previamente
(acapite 3.4.2a.).

3.5.1a. PCRs anidadas para la amplificacion de fragmentos del elemento repMp2/3 del gen
de la proteina P1 de M. pneumoniae.

Se realiz6 una PCR anidada para amplificar un fragmento del extremo 5" del elemento repMp2/3
del gen de la proteina P1. Para la primera amplificacion el volumen final de reaccion fue de 25
pL (22,5 pL de mezcla mas 2,5 pL de ADN de la muestra). La mezcla contenia 10X de tampdn
de PCR (Promega, Madison, Estados Unidos), 200 nM de cada dNTP (HYBAID-AGS,
Heidelberg, Germany), 1U de enzima AmpliTaq (Promega, Madison, Estados unidos), 100 nM
de cada cebador (Anexo 1) y suficiente agua ultrapura estéril hasta alcanzar el volumen final.

La amplificacion del ADN se realizd en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf
Alemania) utilizando un programa de amplificacion de un ciclo de desnaturalizacion inicial a

94 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 60 seg, 58 °C durante 60 seg y 72 °C

55



durante 3 min, seguido por una extension final a 72 °C durante 10 min. Para la visualizacion de
los productos de amplificacion se realizé una electroforesis submarina en gel de agarosa segun se
describio en el acépite 3.4.1a.

A partir de 1 pL del producto amplificado se realizé la PCR anidada utilizando los cebadores
especificos (Anexol). La mezcla de reaccion se prepard con las mismas condiciones de la PCR
anterior, y se utilizé el mismo programa de amplificacion variando a 30 el nimero de ciclos. Los
productos amplificados se visualizaron tal como se describid anteriormente.

Por otro lado, se realiz6 una PCR anidada para amplificar un fragmento del extremo 3" del
elemento repMp2/3 del gen de la proteina P1. La mezcla de reaccion se prepard con las mismas
condiciones de las PCR anteriores, utilizando los cebadores descritos en el anexo 1. Se utilizd un
programa similar, variando solamente la temperatura de desnaturalizacion a 60 °C.

A partir de 1 pL del producto amplificado se realizé la PCR anidada utilizando los cebadores
especificos (Anexo 1). La mezcla de reaccion se prepard con las mismas condiciones de la PCR
anterior, y se utilizd el mismo programa de amplificacion. Los productos amplificados se
visualizaron tal como se describié anteriormente.

3.5.1b. PCR anidada para la amplificacion de fragmentos del elemento repMp4 del gen de
la proteina P1 de M. pneumoniae.

Se realiz6 una PCR anidada para amplificar un fragmento del extremo 3" del elemento repMp4
del gen de la proteina P1. Para la primera amplificacion se prepar6 la mezcla de reaccion con las
mismas condiciones de las PCR descritas en el acapite 3.5.1a, utilizando los cebadores
especificos (Anexo 1), y se empled un programa de amplificacion similar en el que solo vario la

temperatura de desnaturalizacion (62 °C).
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A partir de 1 pL del producto amplificado se realizé la PCR anidada utilizando los cebadores
descritos en el anexo 1. La mezcla de reaccion se prepard con las mismas condiciones de la PCR
anterior y se emple6 un programa de amplificacion similar, pero en este caso con una
temperatura de desnaturalizacion de 60 °C. Los productos amplificados se visualizaron tal como
se describi6 anteriormente.

3.5.1c. Secuenciacion y analisis de los resultados.

Todos los productos de las PCR anidadas se secuenciaron utilizando la metodologia descrita en
el acapite 3.4.1b. Las secuencias se ensamblaron utilizando el programa SeqMan y MegAlign y
la traduccion de proteinas se realizd con la herramienta EditSeq del programa DNAStar
(DNASTAR Inc., Madison, W1), utilizando la tabla de cédigo de Mycoplasma. Las secuencias se
compararon con las de la cepa de referencia M. pneumoniae M129 (subtipol, nimero de acceso
M18639), cepa 1842 (subtipo 2, AF290002), variante 2a (AB024618.1), variante 2b
(DQ383277.1), variante 2c (JN048895) y variante 2d (EF656612), depositadas en el GenBank.
3.5.2. Determinacion de genotipos mediante el andlisis de las variaciones del nimero de
secuencias repetidas en tandas (VNTR) en multiples locus (MLVA) de M. pneumoniae.

Se determinaron los genotipos de M. pneumoniae siguiendo la metodologia descrita por Dumke
R y colaboradores en 2011, y Chalker VJ y colaboradores en 2015, para la determinacién del
numero de secuencias repetidas en los cuatro locus (Mpnl13, 14, 15y 16; Anexo 2). Se utilizaron
los extractos de ADN previamente obtenidos de los aislados y muestras clinicas (acépite 3.4.2a).
3.5.2a. PCRs anidadas para la amplificacion de cuatro locus de M. pneumoniae.

Se realizaron cuatro PCR anidadas para la amplificacion de los cuatro locus seleccionados
utilizando los cebadores descritos en el anexo 1. La primera amplificacion para cada locus se

realizo en un volumen final de reaccién de 50 pL (45 pL de mezcla mas 5 pL de ADN de la
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muestra). La mezcla contenia 10 X de tampdn de PCR (Promega, Madison, Estados Unidos), 200
nM de cada dNTP (HYBAID-AGS, Heidelberg, Alemania), 1 U de enzima AmpliTaqg (Promega,
Madison,WI), 100 nM de cada cebador y suficiente agua ultrapura estéril hasta alcanzar el
volumen final.

La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,
Alemania), utilizando un programa de amplificacion de un ciclo de desnaturalizacion inicial a
95 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 60 seg, 61 °C durante 60 seg y 72 °C
durante 60 seg, seguido por una extension final a 72 °C durante 5 min. Para la visualizacion de
los productos de amplificacion se realiz6 una electroforesis submarina en gel de agarosa como se
describe en el acéapite 3.4.1a.

A partir de 2 pL del producto amplificado se realiz6 la PCR anidada siguiendo el mismo modo
de preparacion de la mezcla. Los productos amplificados se analizaron de la misma forma en que
se describe anteriormente.

3.5.2b. Secuenciacion y analisis de los resultados.

Todos los productos de las PCR anidadas se secuenciaron utilizando la metodologia descrita en
el acapite 3.4.1b. Las secuencias se analizaron mediante el software BioNumerics (version 6.5) y
se compararon con las secuencias depositadas en la base de datos de GenBank.

3.5.3. Determinacion de genotipos mediante el analisis de las secuencias tipos en multiples
locus (MLST) de M. pneumoniae.

Se determinaron los genotipos de M. pneumoniae siguiendo la metodologia descrita por Brown
RJ y colaboradores en 2015, para la deteccion de polimorfismos en las secuencias de ocho genes
constitutivos (ppa, pgm, gyrB, gmk, glyA, atpA, arcC y adk; Anexo 2). Se utilizaron los extractos

de ADN previamente obtenidos de los aislados y de las muestras clinicas (acapite 3.4.2a).
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3.5.3a. PCRs simples para la amplificacion de los genes constitutivos de M. pneumoniae
seleccionados para el anélisis

Se realizaron ocho PCR simples para la amplificacion de fragmentos de los genes seleccionados,
utilizando los cebadores descritos en el anexo 1. Se utilizé para cada caso un volumen final de
reaccion de 50 pL (47,5 pL de mezcla mas 2,5 pL de ADN de la muestra). La mezcla contenia
10X de tampon de PCR (Promega, Madison, WI), 200 nM de cada dNTP (HYBAID-AGS,
Heidelberg, Alemania), 1 U de enzima AmpliTag (Promega, Madison, Estados Unidos), 500 nM
de cada cebador y suficiente agua ultrapura estéril hasta alcanzar el volumen final.

La amplificacion del ADN se realizo en un termociclador “Mastercycler personal” (Eppendorf,
Alemania) utilizando un programa de amplificacion de un ciclo de desnaturalizacién inicial a
94 °C durante 3 min, 35 ciclos de 94 °C por 60 seg, 60 °C durante 60 seg y 72 °C durante
60 seg, seguido por una extension final a 72 °C durante 10 min. Para la visualizacion de los
productos se realiz6 tal como se describe en el acapite 3.4.1a.

3.5.3b. Secuenciacidon y analisis de los resultados.

Todos los productos de las PCR se secuenciaron utilizando la metodologia descrita en el acapite
3.4.1b. Las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias depositadas en la base de
datos de MLST de M. pneumoniae, utilizando el software MegAlign (DNAStar, version 15).
3.5.3c. Analisis filogenético.

Se realizo un arbol filogenético de méaxima verosimilitud mediante el programa Mega 6 (Tamura
Ky col, 2013) a partir de la concatenacion de los loci ppa, pgm, gyrB, gmk, glyA, atpA, arcC y
adk de M. pneumoniae, utilizando el modelo de Tamura-Nei con valores de bootstraps para 1000

réplicas.
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3.6. Aspectos éticos de la investigacion

Los estudios que conformaron esta investigacion constituyeron tareas del proyecto asociado a
programa del Ministerio de salud pablica (Minsap) con titulo “Infecciones por Micoplasmas y
Ureaplasmas: Enfoque integral para el diagndstico, tratamiento y control en la salud publica
cubana”, aprobado por la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia y el Comité de
Etica de la Investigacion del IPK (CEI-IPK 33-12).

El manejo de la informacion sobre los datos demograficos (edad y sexo) y clinicos de los
pacientes y las muestras incluidas en la investigacion fue confidencial. En el LNR-M del IPK se
tuvieron en cuenta las practicas y procedimientos que corresponden al nivel de seguridad
biologica Il, segun establece la Resolucion No. 103 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia y
Medio Ambiente del 2002, pues Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. se incluyen entre los

agentes biol6gicos con riesgo individual moderado y comunitario limitado (CITMA, 2006).
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V. RESULTADOS



4. Resultados.

4.1. Susceptibilidad a antimicrobianos de aislados cubanos de Ureaplasma spp. y

M. pneumoniae.

4.1.1. Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de Ureaplasma spp.

4.1.1a. Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de aislados de Ureaplasma spp.

A través del método de microdilucion en caldo para la determinacion de la CMI de los
antimicrobianos recomendados para el tratamiento, se demostraron cinco aislados
resistentes entre los 42 estudiados (11,9 %). Dos aislados de U. parvum mostraron
resistencia a tetraciclina (CMI = 4 y 16 pg/mL) y uno a eritromicina (CMI = 64 pg/mL);
asi mismo dos aislados de U. urealyticum fueron resistentes a eritromicina (CMI = 16 y
32 pg/mL). Cuatro de estos aislados se recuperaron de exudados endocervical y uno a
partir del aspirado respiratorio de un neonato ventilado (Tabla 4.1). Para la levofloxacina y
moxifloxacina todos los aislados fueron sensibles.

Tabla 4.1. Aislados de Ureaplasma spp. resistentes a antimicrobianos, LNR-M, 2013 —

2017.
N° aislado Muestra de Especie Resistencia CMmI
(afo) procedencia demostrada | pg/mL
681 (2013) | Exudado endocervical U. parvum Tetraciclina 4
211 (2014) | Exudado endocervical U. parvum Tetraciclina 16
189 (2016) | Exudado endocervical U. urealyticum | Eritromicina 32
192 (2016) | Exudado endocervical U. urealyticum | Eritromicina 16
106 (2017) Aspirado U. parvum Eritromicina 64
traqueal/neonato
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4.1.1b. Perfil de susceptibilidad de Ureaplasma spp. a partir de las muestras clinicas.

El estudio de las 810 muestras clinicas empleando el estuche comercial MYCO WELL D-

ONE permitié demostrar 220 muestras (27,2 %) positivas a Ureaplasma spp. A partir de

las muestras de exudados endocervical se revelaron un ndmero mayor de muestras

positivas (36,7 %) (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Proporcion de muestras positivas a Ureaplasma spp. utilizando el estuche

diagnostico MYCO WELL D-ONE. LNR-M, 2016 — 2018.

Muestras positivas

Tipo de muestra n %
Orina (n =173) 26* 15
Exudado endocervical (n = 439) 161 36,7
Exudado uretral (n = 185) 30 16,2
Aspirados/secreciones respiratorias (n = 13) 3 23,1
Total (n =810) 220 27,2

* 13 muestras procedian de hombres y 13 de mujeres

Asimismo, el empleo del estuche comercial MYCO WELL D-ONE permitié informar

resistencia en un total de 71 (32,3 %) muestras y se observaron nueve patrones de

resistencia (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Patrones de resistencia a antimicrobianos demostrados a partir del estudio

de muestras positivas (220) utilizando el MYCO WELL D-ONE. LNR-M, 2016 —

2018.
Muestras en las que se
Patrones de resistencia demostro resistencia
n %
Eritromicina 27 12,3
Tetraciclina 26 11,8
Tetraciclina+Eritromicina 9 4,1
Levofloxacina 4 1,8
Levofloxacina+Tetraciclina 1 0,5
Levofloxacina+Moxifloxacina 1 0,5
Tetraciclina+moxifloxacina 1 0,5
Eritromicina+tetraciclina+levofloxacina 1 0,5
Eritromicina+tetraciclina+levofloxacina+moxifloxacina 1 0,5
Total 71 32,3

Partiendo de los pocillos de control de crecimiento de las 220 muestras que se
demostraron positivas para Ureaplasma spp., se lograron recuperar por cultivo e
identificar por RT-PCR un total de 187 aislados como U. parvum y 33 como
U. urealyticum. La especie que predomind en las muestras obtenidas de pacientes
femeninas con diferentes diagnésticos clinicos fue U. parvum y también en las
provenientes de neonato. En cambio, U. urealyticum fue més frecuente en las muestras de

los pacientes masculinos con uretritis inespecificas (Tabla 4.4).
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Tabla 4.4. Frecuencia absoluta de U. parvum y U. urealyticum en el total de muestras

positivas a Ureaplasma spp. mediante el estuche MYCO WELL D-ONE.

Diagndstico clinico Muestras positivas (220)
U. parvum U. urealyticum
Mujeres con leucorrea (113) 111 2
Muijeres infértiles (38) 36 2
Mujeres abortadoras (23) 22 1
Hombres con uretritis inespecifica (43) 15 28
Neonatos ventilados con infeccion respiratoria (3) 3 0
Total (220) 187 33

4.1.1c. Confirmacion de la resistencia antimicrobiana de los aislados recuperados a
partir de las muestras informadas resistentes por el estuche MYCO WELL D-ONE.
A partir de las 71 muestras informadas como resistentes por el estuche MYCO WELL D-
ONE, se confirmaron dos aislados resistentes a tetraciclina (2/26) mediante el método de
microdilucion en caldo, asi como un aislado resistente a tetraciclina y eritromicina (1/9).
Los tres aislados fueron identificados como U. parvum.

En contraposicion, a través del método de CMI se confirmd la susceptibilidad para los 12
aislados seleccionados como control de esta prueba, pues todos resultaron igualmente
sensibles al emplear el MYCO WELL D-ONE y el método de determinacion de la CMI.
Combinando los resultados de la susceptibilidad a los antimicrobianos de los aislados (42)
y de las muestras clinicas positivas a Ureaplasma spp. (220/810), recibidos en el LNR-M

en el IPK entre 2013 y 2018, se demostrd 1,9 % de resistencia a tetraciclina (5/262) y
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1,5 % (4/262) de resistencia a eritromicina. No se encontraron aislados resistentes a

levofloxacina ni a moxifloxacina (Figura 4.1).

Total de aislados/muestras positivasa Ureaplasma spp.

Aislados clinicos Muestras clinicas positivas
(n=42) (n=220)

5 aislados R (CMI)
- 3R eritromicina (2 U. u, 1 U. p)

71 muestras resistentes

(MYCO WELL D-One)

Confirmados 3 aislados R ([CMI)
- 2 R tetraciclina (2 U. p)

- 2 R tetraciclina (2 U. p)

- 1R tetraciclina + eritromicina (1 U. p)

4/262 R eritromicina (1,5 %)

5/262 R tetraciclina (1,9 %)

Figura 4.1. Resumen de la resistencia a antimicrobianos demostrada para

Ureaplasma parvum (U. p) y Ureaplasma urealyticum (U. u), LNR-M, 2013 — 2018.

4.1.2. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de aislados de M. pneumoniae

A través del método de microdilucion en caldo para la determinacion de la CMI de los
antimicrobianos recomendados para el tratamiento de las infecciones por M. pneumoniae
se demostraron cuatro aislados resistentes a macrélidos entre los 21 estudiados (19,5 %),
con valores de CMI > 64 pg/mL para cada uno. Todos los aislados fueron sensibles para el

resto de los antimicrobianos analizados.
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4.2. Demostracion de los mecanismos moleculares asociados a la resistencia a

tetraciclina y macrolidos en Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae.
4.2.1. Deteccion del gen tet(M) en aislados de Ureaplasma spp.

Se confirmd la resistencia a tetraciclina de los cinco aislados de U. parvum que se
revelaron resistentes por el método de microdilucion en medio liquido, a través de la
deteccion del gen tet(M) mediante la RT-PCR. Asimismo, se detect6 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.

4.2.2. Deteccion de mutaciones especificas en Ureaplasma spp. que confieren
resistencia a macrolidos.

Al analizar las secuencias de los fragmentos de las regiones conservadas de las proteinas
ribosomales L4 y L22 de los cuatro aislados resistentes a macrélidos confirmados por el
método de microdilucién en caldo, no se observaron en los fragmentos secuenciados
deleciones ni cambios significativos que condujeran a sustituciones de aminoacidos.
Asimismo, las secuencias de los fragmentos de la subunidad Il y V del gen del ARNr 23S
de los aislados no mostraron mutaciones puntuales que se asociaran con la resistencia a

macrolidos (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Representacion esquematica de las regiones amplificadas de los genes del
ARNr 23S y las proteinas L4 y L22 de los aislados de Ureaplasma spp. resistentes a

macrolidos.

4.2.3. Deteccion de mutaciones especificas en M. pneumoniae que confieren
resistencia a macrolidos.

Al analizar los fragmentos del gen del ARNr23S amplificado de los 21 aislados clinicos de
M. pneumoniae incluidos en el estudio se confirmaron los cuatros aislados confirmados
resistentes por el método de CMI. En dos de ellos se demostro la mutacion A2063G y en
los otros dos la mutacién A2064G. Asi mismo, en las 19 muestras clinicas positivas a
M. pneumoniae se identificaron cinco que contenian la mutacién A2063G. De este modo
sumaron nueve los casos en los que se detectaron mutaciones que confieren resistencia a
macrolidos: siete con la mutacion A2063G (77,8 %) y dos con la A2064G (22,2 %). En la
figura 4.3 se muestra un ejemplo en el que se observé la mutacion A2063G para uno de

los aislados estudiados.
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Figura 4.3. Representacion esquematica de la mutacion A2063G utilizando el

software Sequencher 4.10.1, en un aislado clinico de M. pneumoniae (2012),
LNR-M, IPK.

Combinando los resultados de la determinacion del perfil de susceptibilidad
antimicrobiana de los aislados (afio 2012) y la deteccion de resistencia a partir de las
muestras clinicas positivas a M. pneumoniae (afio 2017) se inform6 un 22,5 % (9/40) de
resistencia a macrolidos (Figura 4.4).

4.3. Deteccion de genotipos de M. pneumoniae.

Los resultados primarios de las tres metodologias utilizadas para la deteccion de los
genotipos de M. pneumoniae se resumen en el anexo 3.

El andlisis de las secuencias de los fragmentos amplificados de los elementos repetitivos
repMp2/3 y repMp4 de la proteina P1 a partir de los aislados y muestras clinicas positivas
a M. pneumoniae permitié la identificacion de cuatro subtipos: 1, 2, V2a y V2c, estos
altimos constituyen variantes del subtipo 2. El subtipo 1 se demostrdé como el mas

frecuente (57,5 %) (Figura 4.5, seccion A). Los cuatro subtipos se observaron tanto en
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aislados de M. pneumoniae provenientes de nifios obtenidos en el 2012 como en las

muestras clinicas recuperadas de adultos durante el 2017 (Anexo 3).

Total de aislados/muestras positivas a Mycoplasma

pneumoniae

uestras clinicas
positivas

(n=19)

! !res!s!en!esmacrulllllns I
PCR-secuenciacion

22,5 % Resistenciaa
macrolidos

Aislados clinicos
(n=21)

4 aislados R (CMI)

eritromicina y azitromicina

Figura 4.4. Resumen del estudio de resistencia a macrolidos de M. pneumoniae. LNR-

M, IPK, 2012 y 2017.

Mediante el analisis de las secuencias de los fragmentos amplificados de los cuatro locus
por MLVA se identificaron dos genotipos: el genotipo 4-5-7-2 en el 57,5 % de los casos
(23/40) y el genotipo 3-5-6-2 en el 42,5 % (17/40) (Figura 4.5, seccion B). El genotipo
4-5-7-2 se correspondid totalmente con el subtipo P1 y el genotipo 3-5-6-2 contuvo los
subtipos P2 y sus variantes V2a y V2c. Atendiendo a ello, estos igualmente se
demostraron tanto en aislados de M. pneumoniae provenientes de nifios en el 2012 como

en las muestras clinicas recuperadas de adultos durante el 2017 (Anexo 3).
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Figura 4.5. Frecuencia de subtipos P1 (A), genotipos MLVA (B) y secuencias tipo (ST)

por MLST (C) de M. pneumoniae, LNR-M, Cuba, 2012 y 2017.

Al combinar los resultados de ambas metodologias de genotipificacion de
M. pneumoniae no se observo relacion entre la resistencia antimicrobiana y un genotipo
P1/MLVA especifico (Figura 4.6).

El analisis para la deteccion de polimorfismos en las secuencias de los fragmentos
amplificados de los ocho genes constitutivos (ppa, pgm, gyrB, gmk, glyA, atpA, arcC y
adk) permitié la identificacion de siete STs (Figura 4.5; seccién C). La ST3 fue la mas
frecuente (55 %; 22/40), seguida de la ST14 (30 %; 12/40) y cinco secuencias no
reportadas anteriormente; una de ellas se demostré para dos casos (linea 22 y 27, anexo 3

y el resto diferentes de esta y entre si (lineas 8, 9, 15, 18, anexo 3). Las ST3 y ST14 se
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identificaron tanto en M. pneumoniae sensibles como resistentes a macrolidos, mientras

que las ST nuevas solo se detectaron en aislados y muestras sensibles.

B Resistentes

B Sensibles

Genotipos MLVA 4-5-7-2 3-5-6-2

Figura 4.6. Proporcion de los genotipos MLVA en M. pneumoniae resistentes y

sensibles a macrolidos, LNR-M, Cuba, 2012 y 2017.

Los aislados y muestras clinicas que contenian la ST3 se correspondieron con el genotipo
MLVA 4-5-7-2, mientras que los que contenian la ST14 se correspondieron con el
genotipo MLVA 3-5-6-2. Las ST nuevas identificadas se correspondieron con aislados y
muestras clinicas que contenian ambos genotipos.

Las ST identificadas en el estudio se agruparon en dos complejos clonales. EI CC1 incluy6
la ST3 y una ST nueva, diferente de esta en un solo alelo. EI CC2 aglutiné la ST14 vy el
resto de las ST nuevas, dos de ellas diferentes de esta en un solo alelo y las otras dos

diferentes en dos alelos (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido con el programa Mega

6 a partir de la concatenacion de los loci ppa, pgm, gyrB, gmk, glyA, atpA, arcC y adk de

aislados de M. pneumoniae reportados internacionalmente y de los aislados y muestras

cubanas. Para la construccion del arbol se utilizé el modelo de Tamura-Nei. La escala se

corresponde con el numero de sustituciones por sitio.

En resumen, a través de las tres metodologias utilizadas se hizo evidente una gran

variabilidad de genotipos de M. pneumoniae en Cuba durante el 2012 y el 2017.

73



I\VV. DISCUSION



V. DISCUSION

5.1. Susceptibilidad antimicrobiana de aislados cubanos de Ureaplasma spp.

Durante la ultima década las especies de Ureaplasma se reconocen como patdgenos
importantes del tracto urogenital y como patégenos potenciales en neonatos y pacientes
inmunocomprometidos (Fernandez R et al., 2017; Brand MC et al., 2018; Waites KB et
al., 2019). La asociacion de U. urealyticum con las infecciones del tracto urogenital esta
bien establecida, en cambio el papel de U. parvum en estas infecciones todavia es
controvertido, mayormente debido a que se reconoce como colonizadora del tracto
urogenital en individuos sanos, particularmente en mujeres. Por otro lado, influye en este
debate el hecho de que en la mayoria de los estudios no se logra la diferenciacion de
especies de Ureaplasma (De Francesco MA et al., 2009; Kasprzykowska U et al., 2014).
En el presente estudio la demostracion en el LNR-M del IPK de U. parvum como la
especie mas frecuente entre el 2013 — 2018 se corresponde de manera general con lo
descrito por otros autores. Vancutsem E y colaboradores demuestra esta especie como la
predominante en estudios realizados en Bélgica (2011 y 2015) a partir de muestras clinicas
provenientes de mujeres en etapas tempranas del embarazo (Vancutsem E et al., 2011 y
2015). Resultados similares se informan en China en 2017 y Tunez en 2020 en estudios
realizados en mujeres con infecciones urogenitales, asi como en mujeres y hombres con
infecciones ginecologicas e infertilidad, respectivamente (Zhang Y et al., 2017; Boujemaa
Setal., 2020).

Por otro lado, varios estudios epidemiologicos demuestran la asociacion de U. urealyticum
con la Uretritis no gonococica (UNG) e informan que el desarrollo de la enfermedad es
dependiente de la carga bacteriana y de la respuesta de anticuerpos en los pacientes

infectados (Yoshida T et al., 2005; Couldwell DL et al., 2010; Shimada Y et al., 2014).
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Esta observacion se repitio en el presente estudio al constatarse que dicha especie fue la
més frecuente en las muestras recuperadas de pacientes con uretritis inespecificas. Al
respecto, estudios de casos y controles evidencian que U. parvum no se asocia con la
UNG, y un meta-analisis realizado en 2014 reconoce en cambio a U. urealyticum como un
agente etioldgico en esta infeccion (Deguchi T et al., 2004; Wetmore CM et al., 2011,
Zhang N et al., 2014).

De la misma forma, en el presente estudio se ratificd a U. parvum como la especie que
predomind en las muestras de neonatos. De manera general las especies de Ureaplasma se
asocian a las infecciones respiratorias en neonatos, y diversos estudios coinciden en
notificar a U. parvum como la que méas frecuente (Payne MS et al., 2011; Sung TG et al.
2011, Madigan T et al., 2019).

El tratamiento de las infecciones causadas por Ureaplasma spp. estd limitado al uso de
tetraciclinas, macrolidos y fluoroquinolonas. La resistencia a estos grupos de
antimicrobianos se documenta para aislados clinicos de Ureaplasma en diferentes regiones
del planeta y se considera una resistencia adquirida fundamentalmente como consecuencia
de mutaciones cromosomales (Waites KB et al., 1993; Beeton ML et al., 2009a). Las
opciones terapeuticas restringidas para combatir las infecciones causadas por ureaplasmas
justifican entonces la importancia de estudiar su incidencia y la prevalencia de los
mecanismos implicados (Meygret A et al., 2018).

La presente investigacion constituye el primer acercamiento a esta problematica en Cuba,
a partir de los resultados del estudio de aislados recuperados de las muestras recibidas en
el LNR-M (2013 - 2018), utilizando métodos convencionales y moleculares. Los estudios
precedentes en el pais notifican porcientos elevados de resistencia antimicrobiana en
muestras informadas como positivas para Ureaplasma spp., pero en ellos solo se emplean

sistemas diagndstico comerciales y no se realiza la confirmacion mediante métodos de
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referencia ni moleculares (Diaz L et al., 2013; Rodriguez N et al., 2014; Ramirez Y et al.,
2018). La baja frecuencia de resistencia a tetraciclina (1,9 %) y eritromicina (1,5 %)
puesta de manifiesto en este estudio, y el 100 % de susceptibilidad a levofloxacina y
moxifloxacina, se contrapone con estas observaciones previas.

La frecuencia de resistencia para la tetraciclina coincide con la reportada por dos estudios
realizados en Estados Unidos: 1,4 % de aislados resistentes a tetraciclina recuperados de
muestras de orina de jovenes universitarias y 0,4 % a partir del estudio de otras muestras
clinicas provenientes de neonatos y adultos (orina, vagina, cérvix, aspirado traqueal,
esputo, entre otras) (Fernandez J et al., 2016; Valentine-King M et al., 2017). También se
asemeja a la comunicada por una investigacion que incluye muestras de Inglaterra y Gales
obtenidas de mujeres y neonatos (2,3 %) (Beeton ML et al., 2016). En cambio, més
recientemente en Francia se demuestra una frecuencia de resistencia mayor a tetraciclina
(7,5 %) al estudiar un namero amplio de diferentes tipos de muestras clinicas y de diversos
grupos de pacientes, pero dentro de las cuales algunas son de origen desconocido
(Meygret A et al., 2018). Otro estudio realizado en TUnez refiere un 25 % de resistencia a
tetraciclina, pero este se limita a analizar aislados recuperados de pacientes con
infecciones ginecologicas e infertilidad (Boujemaa S et al., 2020). Esta variacion global en
la tasa de resistencia a tetraciclina podria obedecer a las diferencias en las préacticas
clinicas y politicas de tratamiento en cada pais o region.

La comparacion de la frecuencia de resistencia a la eritromicina demostrada en este
estudio con la que se publica a nivel internacional, permite constatar que es similar a la
encontrada en Estados Unidos (1 %) e Inglaterra (1,6 %) al analizar muestras clinicas de
diferentes grupos de pacientes y de neonatos con ventilacion mecanica, respectivamente
(Xiao L et al.,, 2011; Beeton ML et al., 2009a). Incluso, otros trabajos revisados

concuerdan en no detectar aislados resistentes a eritromicina (Beeton ML et al., 2016;
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Valentine-King M et al.,, 2017; Meygret A et al., 2018). En cambio, aunque esta
resistencia es infrecuente, un estudio realizado en Sudéfrica alerta sobre un 26,7 % de
aislados resistentes a eritromicina recuperados de muestras clinicas de embarazadas, y al
respecto comenta que esto podria obedecer a que este es uno de los antibioticos
ampliamente utilizado en el pais para el manejo sindrémico de las ITS (Govender S et al.,
2012).

Al respecto de las diferencias en los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de las dos
especies de Ureaplasma de importancia médica no se registran datos publicados; los
escasos estudios disponibles se centran en comparar las CMI obtenidas. Por ejemplo,
Beeton y colaboradores encuentran que para U. urealyticum la media de la CMI de todos
los antibidticos estudiados, excepto el cloranfenicol y la azitromicina, fue
significativamente mayor que para U. parvum y apuntan que tratdndose de dos especies
diferentes este no constituye un hallazgo sorprendente (Beeton ML et al., 2016). Sin
embargo, nuevamente en un estudio realizado en Estados Unidos también se observo que
la media de la CMI para todos los antibidticos analizados, excepto doxiciclina, fue
significativamente mayor para U. urealyticum y en contraposicion, los dos Unicos aislados
en los que se demostraron determinantes de resistencia conocidos fueron identificados
como U. parvum (Valentine-King M et al., 2017). Asimismo, aunque no concluyen
diferencias en las proporciones de resistencia por especie, los valores de CMI para
fluoroquinolonas fueron una dilucién mayor igualmente para U. urealyticum que para
U. parvum (Fernandez J et al., 2016).

Para las fluoroquinolonas se impone comentar que el 100 % de susceptibilidad que se
informo en el presente estudio discrepa con los resultados que comunican la mayoria de
los estudios a nivel global, ya sea utilizando métodos presuntivos o los de referencia. Por

ejemplo: un estudio realizado en China en 2015, en mujeres con infeccion urogenital
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reporta 76,9 % y 23,1 % de resistencia a levofloxacina y moxifloxacina, respectivamente
(Song J et al., 2015); mientras en Japdn, un estudio realizado ese mismo afio informa un
57 % de resistencia a levofloxacina (Kawai Y et al., 2015). Por otro lado, porcientos
menores de resistencia a levofloxacina y moxifloxacina (1,2 % y 0,1 %, respectivamente),
se comunican en un estudio realizado en Francia en 2018 en aislados recuperados de
grupos diversos de pacientes (Meygret A et al., 2018).

Los resultados del presente estudio podrian justificarse por el hecho de que en Cuba no se
utilizan estas fluoroquinolonas; el uso de la levofloxacina se restringe al nivel hospitalario
y la moxifloxacina no se introdujo aun en el cuadro basico de medicamentos (Direccién de
medicamentos y tecnologias médicas del Minsap, 2018). Se necesitan, ademas de las
clasicas mutaciones de resistencia a las quinolonas, otras menos frecuentes que se
producen en la misma medida en que mas se usa el antimicrobiano (Gruson D et al.,
2005). Asimismo, otros autores también teorizan acerca de que las diferencias regionales
en la susceptibilidad a fluoroquinolonas puede ser el resultado de variaciones en las
politicas de uso de estos antibidticos (Song J et al., 2015).

Existe una gran variedad en las proporciones de aislados resistentes informadas en las
diferentes regiones del mundo e incluso dentro de un mismo pais. Esta se asocia a la
diversidad de métodos empleados para su deteccion y en este sentido se destaca el amplio
uso que hacen los laboratorios a nivel internacional de diferentes estuches comerciales,
que no siempre conducen a resultados confiables y validados contra los métodos
convencionales (Beeton ML y Spiller OB, 2016).

La sobrestimacion de la resistencia antimicrobiana empleando los estuches comerciales
disponibles a nivel internacional para el estudio de la susceptibilidad de aislados de
Ureaplasma spp. se corroboré en el presente estudio, pues el informe de resistencia para

71 de las muestras empleando el sistema MYCO WELL D-ONE se redujo a solo tres
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aislados cuando estos se estudiaron por el método de la CMI. ;A qué obedece esta
divergencia entre ambos métodos y qué solo se observara concordancia en los resultados
obtenidos para la tetraciclina en tres aislados y en uno de ellos ademas para la
eritromicina?

De manera general varios estudios coinciden en reconocer como una limitante de los
estuches comerciales el hecho de que estos utilizan concentraciones de antibidticos por
debajo de las establecidas por el CLSI para definir la resistencia verdadera. Schneider SC
y colaboradores encontraron resultados contradictorios entre el sistema de diagndstico
Mycoplasma IST2 y la microdilucion en caldo para la deteccion de resistencia a
ciprofloxacina y azitromicina, pues la mayoria de los aislados reportados como resistentes
no fueron confirmados (Schneider SC et al., 2015). También, Beeton ML y colaboradores,
asi como Piccinelli G y colaboradores demostraron que Mycoplasma IST2 sobreestima la
resistencia a ciprofloxacina y fluoroquinolonas, respectivamente. Para este se reconocen
dos limitaciones importantes que conducen a dicho resultado; por un lado, incluye a la
ciprofloxacina como antimicrobiano para predecir la resistencia a las fluoroguinolonas, y
por otro, define como valor de corte 2 mg/L. La ciprofloxacina es menos efectiva que la
levofloxacina, que es la recomendada por el CLSI para informar la resistencia a esta
familia de antibidticos, para la cual se establece 4 mg/L como valor de corte (Beeton ML
et al., 2016; Piccinelli G et al., 2017).

Meygret A y colaboradores en 2018 al comparar el estuche comercial MYCOFAST
RevolutioN con el método de determinacion de la CMI, tambien demuestran la
sobreestimacion de la resistencia que resulta del empleo de estos sistemas. Estos autores
observaron divergencias para fluoroquinolonas y tetraciclina. Sin embargo, en el
MYCOFAST RevolutioN se utilizan los puntos de corte regulados por el CLSI para

Ureaplasma (Meygret A et al., 2018).
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Tanto en el Mycoplasma IST2 y el MYCOFAST RevolutioN el informe que se hace de la
susceptibilidad a los antimicrobianos incluidos en el sistema no permite delimitar la
resistencia para Ureaplasma spp. y M. hominis en muestras donde exista coinfeccién, pues
la galeria de las diferentes concentraciones de los antibidticos es la misma para ambos.
Esta podria ser una de las causas del reporte incorrecto de resistencia antimicrobiana
empleando ambos sistemas, dado que M. hominis es resistente intrinsecamente a los
macrolidos y la probabilidad de las infecciones mixtas es muy amplia, entre 5y 60 % de
las muestras dependiendo del grupo examinado (Clegg A et al., 1997; Redelinghuys MJ et
al., 2014; Zeng XY et al., 2016). En cambio, en el MYCO WELL D-ONE, donde si se
toman como referencia los puntos de corte del CLSI, la susceptibilidad a los
antimicrobianos en las muestras positivas a Ureaplasma spp. y M. hominis se examina e
informa por separado.

La causa por la que el MYCO WELL D-ONE sobrestima en el presente estudio la
resistencia a los antimicrobianos, especialmente para tetraciclina, parece ser otra que es
también imputable a los sistemas anteriores. En ninguno de ellos se utiliza un método de
dilucién para cuantificar adecuadamente la concentracion del indculo que se adiciona en
los pocillos. Al respecto, las normas del CLSI establecen que una concentracién mayor de
10° UFC/mL conducira a un resultado falso resistente. Como en estos sistemas la lectura
se fundamenta en el cambio de color de los pocillos como consecuencia de la variacion del
pH en el medio, un indculo muy concentrado podria falsear el resultado. Esto ocurre
incluso cuando la sintesis de proteina esta completamente inhibida por la accion del
antibidtico, como consecuencia de una mayor concentracion de la ureasa propia de la
bacteria aunque esta no esté replicandose (Smith, D.G et al., 1993; Beeton ML y Spiller

OB, 2016).
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Recientemente, Morris D y colaboradores al comparar el MYCO WELL D con el método
de referencia para la deteccion de la susceptibilidad a los antimicrobianos demuestran
también sobreestimacion de la resistencia y la adjudican a las limitaciones de este sistema
en relacion a la no estandarizacion del inéculo (Morris D et al., 2020).

Es indiscutible que los sistemas comerciales para el diagnostico de las infecciones por
micoplasmas y ureaplasmas, y para informar presuntivamente la susceptibilidad a los
antimicrobianos, podrian ser Utiles en la pesquisa de poblaciones grandes o en condiciones
donde el soporte de laboratorio es pobre. Sin embargo, sus resultados siempre deberan
confirmarse a través de los métodos convencionales o moleculares (Beeton ML y Spiller
OB, 2016).

Adicionalmente, ante los aislados en los que se demostrd la resistencia tanto por los
métodos convencionales como empleando los estuches comerciales, el resultado debera
complementarse con la deteccion de los mecanismos de resistencia implicados. En
correspondencia, tal y como se esperaba, para los cinco aislados resistentes a tetraciclina
en el presente estudio se corroboré la presencia del gen tet(M). La resistencia a tetraciclina
en Ureaplasma se reconoce que estd mediada por dicho gen, que confiere proteccion
ribosomal, bloqueando la unién del antibidtico a la subunidad 30S (Chopra y Roberts,
2001; Beeton ML et al., 2016).

El hecho que se detectara el gen tet(M) también en dos aislados sensibles a tetraciclina se
corresponde con lo documentado por otros estudios (Beeton ML et al., 2009a; Kotrotsiou
T et al., 2015; Beeton ML et al., 2016; Fernandez J et al., 2016). 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 andlisis tanto por microdilucion en caldo para

determinar la susceptibilidad fenotipica, como a través de la deteccion del gen tet(M)
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(Beeton ML et al. 2016). Su deteccion en aislados susceptibles fenotipicamente no
modifica tal informe, no obstante, en opinién de la autora del presente estudio es una
informacion que el laboratorio debe proporcionar al médico tratante, pues el uso de la
tetraciclina podria conducir a la induccion subsecuente de la resistencia durante el
tratamiento, tal y como se observd en el laboratorio tras la exposicion a diferentes
concentraciones de tetraciclina (Beeton ML et al., 2016).

En relacién a los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a eritromicina en
Ureaplasma spp., las sustituciones de aminoécidos en las proteinas ribosomales L4 y L22
son las mas frecuentemente descritas a nivel internacional. Las mutaciones en una o ambas
copias del ARNr 23S en el genoma, también se asocian a resistencia a macrolidos,
variando las proporciones descritas en dependencia de la region geografica (Pereyre S et
al., 2007; Dongya M et al., 2008; Beeton ML et al., 2009a). Sin embargo, en el presente
estudio los aislados resistentes a eritromicina no contenian ninguna de estas mutaciones, lo
que esta en correspondencia con los valores bajos de CMI demostrados para ellos (CMI
entre 16 y 64 pg/mL). La mayoria de los aislados de Ureaplasma que portan uno de los
mecanismos cromosomales de resistencia anteriormente mencionados tienen valores de
CMI > 128 pg/mL para eritromicina (Schneider SC et al., 2015). Cabria esperar entonces
que la resistencia en estos aislados obedezca a mutaciones en otras regiones de estos
mismos genes no investigadas en el presente estudio, pero que se demuestran
recientemente en aislados de Ureaplasma spp. resistentes a macrélidos por otros autores
(Yang T et al., 2020). Estos autores amplificaron una regiéon del ARNr 23S mas extensa,
lo que les permitié demostrar mutaciones en el sitio 2654, ademas de las descritas hasta
ese momento como las mas frecuentes.

Otro mecanismo también descrito como asociado a la resistencia a macrolidos en bacterias
es la modificacion ribosomal por metilacion, a través de la adquisicion del gen erm,
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usualmente transportado por elementos moviles (Seral C et al., 2001). Esto, junto a la
expresion de proteinas bacterianas que modifiquen los macrélidos y el aumento del eflujo
del antibidtico a través de canales de iones (Beeton ML et al., 2009a), pudieran evocarse
como los mecanismos responsables por el aumento de la tolerancia a eritromicina en los
aislados de Ureaplasma spp. del presente estudio. Por ejemplo, en China se demuestra el
gen ermB (subtipo del gen erm) en aislados clinicos de U. urealyticum resistentes a
eritromicina obtenidos de la uretra o cérvix de pacientes con UNG o cervicitis
mucopurulenta, y se describe la presencia de cuatro subtipos del gen msr, que es uno de
los genes mas comunes de eflujo activo (Lu Ch et al., 2010). Més recientemente, también
en China se reitera el hallazgo del gen ermB a partir del estudio de 19 aislados de
Ureaplasma spp. resistentes a eritromicina (Yang T et al., 2020). Ninguno de estos genes
(erm y msr) se busco en los aislados resistentes a macrdlidos en el presente estudio.

Los bajos niveles de resistencia antimicrobiana demostrados para aislados cubanos de
Ureaplasma spp. en el periodo 2013 - 2018 no descartan la necesidad de mantener una
vigilancia activa sobre este fenémeno. Al respecto son divergentes los criterios a nivel
internacional, pues se cuestionan las evidencias disponibles para considerar estas especies
como agentes etiologicos de ITS, y no existen datos que demuestren con robustez que el
tratamiento antimicrobiano las erradique (Horner P et al., 2018). Sin embargo, no debe
perderse de vista que la transmision sexual constituye la via primaria para la diseminacion
en adultos de las infecciones por Ureaplasma spp. y otras especies de micoplasmas, y que
esto al mismo tiempo podria contribuir de manera casi inadvertida a la propagacion de la
resistencia a tetraciclina y otros antibidticos, incluso en los neonatos. Los cambios en los
patrones de resistencia antimicrobiana que se producirian como consecuencia de ello

impondria la necesidad de modificar las estrategias de tratamientos, pero esto solo puede
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ser demostrado a traves de la vigilancia sistematica de la susceptibilidad a los

antimicrobianos de eleccion que actualmente se recomiendan.

5.2. Susceptibilidad antimicrobiana de aislados cubanos de M. pneumoniae.

M. pneumoniae, responsable de infecciones del tracto respiratorio alto y bajo, puede
causar entre un 20 y 40 % de las neumonias bacterianas adquiridas en la comunidad
durante fases epidémicas, y los nifios en edad escolar y adolescentes resultan el grupo
etario mas afectado (Waites KB et al., 2017). EIl tratamiento de estas infecciones, al igual
que para Ureaplasma spp., esta limitado al uso de tetraciclinas, fluoroquinolonas y
macrdlidos, siendo estos ultimos el tratamiento de eleccion principalmente en nifios en los
que el uso de las tetraciclinas y fluoroquinolonas pueden producir efectos adversos. Sin
embargo, su uso inapropiado o exagerado conduce a la emergencia de aislados clinicos
resistentes a macroélidos en diferentes paises, llegando a alcanzar hasta un 90 % en China 'y
Japén (Cao B, 2015). La resistencia a este grupo de antimicrobianos esta determinada por
mutaciones puntuales en el dominio V de la subunidad 23S del ARNr, lo que reduce la
afinidad del antibi6tico al ribosoma, y ocasionalmente también involucra mutaciones en
las proteinas ribosomales L4 y L22. En contraste, hasta el momento no se documenta
resistencia a las fluoroquinolonas o las tetraciclinas en aislados clinicos de M. pneumoniae
(Pereyre S et al., 2016; Zhao F et al., 2019).

Este escenario a nivel mundial, asi como el conocimiento practicamente nulo de dicha
problematica en Cuba justifico la importancia de su estudio, por lo que esta investigacion
constituye un primer acercamiento al tema. A partir del analisis de los resultados
obtenidos en el LNR-M de la susceptibilidad de aislados clinicos y muestras positivas a
M. pneumoniae, utilizando métodos de referencia y moleculares, es posible inferir que se

mantienen la sensibilidad a tetraciclina, levofloxacina y moxifloxacina (100 % de aislados
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susceptibles), mientras que para los macrolidos se advierte la emergencia de resistencia
(22,5 %).

Teniendo en cuenta el lento crecimiento de M. pneumoniae y la consiguiente complejidad
para la obtencion de aislados a partir de las muestras clinicas positivas, la mayoria de los
estudios realizados a nivel internacional describen la prevalencia de resistencia a
macrolidos mediante el empleo de métodos moleculares aplicados directamente a las
muestras clinicas. En total correspondencia con lo anterior, en el presente estudio los
resultados observados para los 21 aislados recuperados durante el 2012 se
complementaron con los del andlisis de 19 muestras que resultaron positivas a
M. pneumoniae durante el 2017.

De este modo, la frecuencia de resistencia a macrolidos demostrada (22,5 %) coincide con
la reportada por un estudio realizado en Italia en 2019, donde el 20 % de las muestras
positivas a M. pneumoniae mostraron resistencia a macrélidos, pero se impone comentar
que todas procedian de pacientes adultos con neumonia adquirida en la comunidad,
independientemente de que requirieran hospitalizacion o no (Loconsole D et al., 2019). En
cambio, en el presente estudio ademéas de las muestras provenientes de adultos con
infeccion respiratoria aguda, se incluyeron los resultados del estudio de aislados
resistentes recuperados de nifios con neumonia intersticial. Otro estudio realizado en
Corea refiere un valor de resistencia de macrolidos similar (17,6 %), pero este incluye solo
muestras positivas a M. pneumoniae recuperadas de pacientes pediatricos con infeccion
respiratoria (Uh Y et al., 2013).

Poco se conoce sobre la situacion de la resistencia en M. pneumoniae en América del Sur
y el Caribe; solo existe el antecedente de un estudio realizado en Colombia en 2018 en
nifios hospitalizados con neumonia adquirida en la comunidad, en el que no se demostrd

resistencia a macrolidos (Copete AR et al., 2018). Por otro lado, cifras menores a las de la
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presente investigacion (22,5 %) otros dos estudios realizados en Estados Unidos. El
primero de ellos informa un 13,2 % de resistencia a macrdlidos a partir de muestras
obtenidas de pacientes entre 10 meses y 66 afios de edad, con infecciones respiratorias
varias causadas por M. pneumoniae (Zheng X et al., 2015). El segundo, en el que se
analizan los resultados de ocho afios de vigilancia, notifica un 10 % de resistencia a partir
del estudio de diversas muestras clinicas obtenidas de pacientes con infeccidn respiratoria,
desde 4 meses hasta 72 afios de edad (Diaz MH et al., 2015b). De manera similar en
Canada se informa un 12,1 % de resistencia a macrolidos, al estudiar muestras
provenientes de nifios y adultos con infecciones respiratorias debidas a M. pneumoniae
(Eshaghi A et al., 2013).

Igualmente, son bajos los porcentajes de resistencia que de forma general se informan en
paises europeos: 0,8 % en Eslovenia, 1,6 % en Dinamarca, 3,6 % en Alemania 'y 0,2 % en
Suecia (Kogoj R et al., 2018; Uldum SA et al., 2012; Dumke R et al., 2013; Gullsby R
et al., 2019). En contraste, en los paises asidticos se advierten los porcentajes de
resistencia a macrolidos més elevados: 94,8 % y 88,3 % en China, 87,2 % y 81,6 % en
Corea y Japon, respectivamente (Sun H et al., 2017; Qu J et al., 2019; Lee E et al., 2017,
Tanaka T et al., 2017).

En resumen, es evidente una gran divergencia en la prevalencia de resistencia a
macrolidos en M. pneumoniae a nivel internacional, y esto podria ser consecuencia de las
diferencias regionales al respecto del uso de este antimicrobiano.

La demostracion en el presente estudio de la mutacion A2063G como la mas frecuente
(77,8 %) detectada en el dominio V del gen del ARNr 23S, coincide con lo observado en
varios estudios realizados en China y Japén (Zhao H et al., 2014; Tanaka T et al., 2017;
Zhao F et al., 2019; Qu J et al., 2019); asimismo con lo referido en estudios realizados en

Canada y Estados Unidos (Eshaghi A et al., 2013; Waites KB et al., 2019).
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M. pneumoniae se considera una especie altamente conservada genéticamente, ya que las
comparaciones genomicas revelan mas de un 99 % de similitud en las secuencias de
nucleétidos de diferentes aislados (Lluch-Senar M et al., 2015; Xiao L et al., 2015). No
obstante, varios métodos basados en variaciones en elementos genéticos se han
desarrollado para su caracterizacion con fines epidemioldgicos (Waites KB et al., 2017).
En este sentido sobresalen los métodos que se fundamentan en la caracterizacion de la
proteina P1, el analisis de diferentes locus a través del MLVA y de ocho genes
constitutivos mediante el MLST.

Las variaciones en la secuencia del gen de la proteina de adhesién P1, mayor determinante
de virulencia de M. pneumoniae que facilita su adherencia a las células del epitelio
respiratorio durante la infeccion, se espera que resulten en alteraciones en la superficie de
exposicion de la proteina y por tanto afecten potencialmente el proceso de infeccion
(Kogoj R et al., 2015). En el presente estudio la genotipificacion con base en la secuencia
del gen de la proteina P1 demostré diversidad de subtipos en los aislados y muestras
clinicas positivas a M. pneumoniae analizadas, pues se identificaron cuatro subtipos
diferentes (1, 2, V2a y V2c), dentro de los cuales el subtipo 1 resultd el més frecuente
(57,5 %). Este resultado coincide con lo reportado por dos estudios realizados en China en
pacientes pediatricos y adultos mayores con infecciones respiratorias (Zhao F et al., 2019;
Qu J et al., 2019). También en Eslovenia el subtipo 1 se informa como el mas frecuente a
partir del estudio de muestras de pacientes con diversas infecciones del tracto respiratorio
alto y bajo (Kogoj R et al., 2018). De igual forma en Estados Unidos se obtuvo el mismo
subtipo tras el andlisis de un amplio nimero de aislados y muestras clinicas de pacientes
con diferentes infecciones respiratorias durante ocho afios de estudio (Diaz MH et al.,

2015).
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En contraste, los dos Unicos estudios precedentes realizados en la region de Latinoamérica
coinciden en demostrar el subtipo 2 como el més frecuente. EI primero de ellos, conducido
en Chile, notifica un 78,3 % del subtipo 2 al estudiar 23 muestras recuperadas entre el
2005 — 2006, a partir de adultos con neumonia adquirida en la comunidad (Martinez MA
et al., 2010). El otro estudio, realizado en Medellin, Colombia, entre el 2012 - 2013,
informa este mismo subtipo en el 96,1 % de las muestras de esputo y en el 89,3 % de las
muestras de exudado nasofaringeo de 73 nifios con diagnostico de neumonia adquirida en
la comunidad (Copete AR et al., 2018). Las diferencias entre los resultados de ambos
estudios con las observaciones en Cuba, podria obedecer a que estos autores solo analizan
uno de los elementos repetitivos que se considera determinan la diversidad genética con
base en el analisis de la proteina P1.

Por otra parte, la genotipificacion de M. pneumoniae empleando la MLVA permiti6 la
deteccion de dos genotipos diferentes (4-5-7-2 y 3-5-6-2). Esta metodologia, que se
fundamenta en el analisis de cuatro locus especificos (Mpn13, Mpn14, Mpnl5 y Mpn16),
luego de su estandarizacion en el 2015 es actualmente la mas utilizada (Chalker VJ et al.,
2015). Con su empleo, durante los Gltimos 10 afios se demuestran los genotipos 4-5-7-2,
3-5-6-2 y 3-6-6-2 como los mas comunes en América del Norte, Asia y Europa (Sun H
etal., 2013; Yan C et al., 2015; Kenri T et al., 2018; Gullsby R et al., 2019).

Tambien se demuestra una correlacion entre los genotipos MLVA y los demostrados para
P1 (Benitez AJ et al., 2012; Waller JL et al., 2014; Diaz MH et al., 2015; Sun H
et al., 2017; Zhao F et al., 2019). De manera general los aislados con el genotipo 4-5-7-2
coinciden con el subtipo 1, mientras que los genotipos 3-5-6-2 y 3-6-6-2 coinciden con el
subtipo 2, tal y como se observé en el presente estudio; sin embargo, no existen elementos
suficientes que permitan explicar este fendmeno. Las razones bioldgicas que expliquen
esta correlacion no se conocen; los locus que se estudian por MLVA se localizan en
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regiones diferentes del genoma e incluso una de ellas estd en una region intergénica
(Degrange S et al., 2009; Zhao F et al., 2019; Loconsole D et al., 2019; Xiao L et al.,

2020).

Justamente, atendiendo a esta correspondencia absoluta entre el genotipo 4-5-7-2 y el
subtipo 1, la autora de este estudio no estimo oportuno la comparacion de las frecuencias
de los genotipos MLVA con las informadas por otras investigaciones. Ademas, porque se
traté también de los genotipos mas frecuentes entre los aislados y muestras estudiadas. En
cambio, si se impone comentar que contrariamente a lo esperado, un hallazgo interesante
lo constituyé la demostracion de una diversidad genética mayor a través de la
genotipificacion, basada en la proteina de adhesion P1 que por MLVA, que como ya se
refiri6 anteriormente permite mayor discriminacion (Degrange S et al., 2009). Para
encontrar explicacion a esta observacion es necesario ampliar la genotipificacion a un
numero mayor de aislados y muestras clinicas, y considerar en ese momento todos los
datos clinicos, epidemiolédgicos y demograficos que se reconocen pudieran influir en los
resultados.

Los intentos por demostrar una asociacién entre genotipos especificos de M. pneumoniae y
resistencia a macrélidos no arriban a conclusiones definitivas, en lo que influye
indudablemente la diferencia en la frecuencia de esta resistencia en los paises en los que se
han conducido los estudios. Por ejemplo, en Estados Unidos y Europa, donde la incidencia
de resistencia a macrolidos es < 10 % y donde el subtipo 1 de la proteina P1 y MLVA
4-5-7-2 fueron mas comunes, no se ha encontrado asociacion y se detectan otros genotipos
también responsables de este fendomeno (Diaz MH et al., 2015, 2015a; Kogoj R et al.,

2015). Mientras tanto, en China y Taiwan, paises con mayor incidencia de resistencia a
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macrdlidos, si se confirma una asociacion de la resistencia con el genotipo MLVA 4-5-7-2
(Ho PL etal., 2015; Sun H et al., 2017, Qu J et al., 2019; Lu CY et al., 2019).

En resumen, en el presente estudio se demuestra una correspondencia entre los subtipos P1
y MLVA, pero no se percibe una relacion entre la resistencia antimicrobiana y un genotipo
P1/MLVA especifico. Tampoco es posible informar una clara dominancia de uno u otro
genotipo en los dos momentos en los que se obtuvieron las muestras o aislados analizados;
en ambos afios de estudio (2012 y 2017) circularon los dos genotipos (Anexo 3) y se
demostrd resistencia a macrélidos indistintamente.

De manera afiadida, el empleo del MLST para la genotipificacion, permitio en esta
investigacién poner en evidencia una mayor diversidad de la que se demostr6 con P1 y el
MLVA. Esta herramienta propuesta por Brown RJ y colaboradores en 2015 se basa en el
polimorfismo de ocho genes constitutivos, resulta mas discriminatoria y permite la
clasificacion de M. pneumoniae en dos grupos genéticamente diferentes atendiendo a las
ST. Para estos complejos clénales (CC1 y CC2) se describe correspondencia con los
genotipos MLVA: CC1 que incluye las secuencias tipos que contiene el genotipo MLVA
4-5-7-2, mientras que el CC2 incluye las secuencias tipo que contienen los genotipos
MLVA 3-6-6-2 y 3-5-6-2 (Brown RJ et al., 2015). No obstante, este método se utiliza
poco pues aunque también se aplica directamente a muestras clinicas, tiene como
desventaja la necesidad de realizar varias reacciones de secuenciacion, lo que es laborioso
y caro.

La demostracion en el presente estudio de la ST3 como la més frecuente coincide con lo
reportado por dos estudios publicados al respecto. Este es el caso de uno en Corea y otro
en Japon, en los que se identifica la ST3 como la mas frecuente, la ST14 en segundo lugar
y otras ST en menor proporcion, y se destaca la relacion entre el subtipo 1 de la proteina

P1y el CC1, asi como entre el subtipo 2 y sus variantes de la proteina P1 y el CC2 (Lee
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JK et al., 2018; Ando M et al., 2018). En estos estudios la ST14 se reconoce asociada al
CC2, que no fue identificada en el momento en que Brown RJ y colaboradores en el 2015
publican sus resultados (Brown RJ et al., 2015). En cambio, Morozumi M y colaboradores
en un estudio realizado también en Japon pero mas recientemente (2018 y 2019),
describen la ST17 y la ST33 como las mas frecuentes, y demuestran también una
disminucion de la resistencia a macrélidos en ese momento (Morozumi M et al., 2020).

En el presente estudio se corrobord al mismo tiempo la correlacién entre las ST que
correspondian al genotipo MLVA 4-5-7-2 y el CCL1, y entre las ST que correspondian al
genotipo MLVA 3-5-6-2 y el CC2.

No obstante a que la técnica de MLST es cara y laboriosa como se coment6 anteriormente,
se constato en esta investigacion su gran valor como herramienta de genotipificacion de
M. pneumoniae, pues permite realizar un andlisis mas detallado y de gran utilidad
especialmente ante brotes durante los picos epidémicos.

5.3. Discusion general

Atendiendo a los resultados de esta investigacion se ratifica parcialmente la hipotesis
predictiva planteada al inicio. La resistencia a los antimicrobianos recomendados para el
tratamiento de las infecciones por Ureaplasma spp. si bien debe constituir un fenémeno
sobre el que se mantenga una vigilancia sistematica en Cuba, en el momento actual no
parece constituir un problema alarmante, contrariamente a lo que se concluye
considerando los resultados de los métodos disponibles para su diagnostico y estudio a
nivel del sistema nacional de salud en Cuba. Sin embargo, justamente la carencia de
métodos de diagnosticos de M. pneumoniae, ni convencionales ni moleculares, excepto en
el LNR-M en el IPK, impide conocer su carga sobre las enfermedades respiratorias y

estimar la resistencia a los antimicrobianos de eleccidn para su tratamiento.
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Los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana de M. pneumoniae y Ureaplasma spp.,
obtenidos por el método de microdilucion en caldo para determinar la CMI, permitieron
demostrar una frecuencia mayor de resistencia a macrélidos en M. pneumoniae; mientras
que para Ureaplasma spp. esta fue baja tanto para eritromicina como tetraciclina. Del
mismo modo se confirmo la susceptibilidad absoluta a las fluoroquinolonas para ambas
especies. Este resultado reafirma la necesidad de informar la susceptibilidad en
micoplasmas y ureaplasmas utilizando la técnica de CMI con los criterios establecidos por
la CLSI, y sefiala la inexactitud a la que conduce la estimacion de este problema,
basandose en la utilizacion de los estuches comerciales actualmente en uso en los
laboratorios del Sistema Nacional de Salud para el diagnostico y estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana de Ureaplasma spp.

En Cuba, como a nivel internacional, la levofloxacina y la moxifloxacina
(fluoroquinolonas de 3°® y 4% generacion, respectivamente) se distinguen como el
tratamiento de eleccion més efectivo para las infecciones por micoplasmas y ureaplasmas.
Sin embargo, ante la escasa disponibilidad de estos antibi6ticos en el cuadro béasico
nacional de medicamentos, las tetraciclinas pueden continuar recomendandose para el
tratamiento de las infecciones urogenitales y la azitromicina debera mantenerse como la
eleccion inicial ante las infecciones respiratorias por M. pneumoniae, hasta constatar
fracasos terapéuticos o contar con la posibilidad de demostrar en el laboratorio la
resistencia especifica. En esos casos, la tetraciclina podria erigirse como un tratamiento
alternativo, excepto en los nifios, donde su utilizacion dependera del criterio médico.

Por otra parte, la deteccion de los mecanismos implicados en la resistencia a macrolidos
permitio complementar en la presente investigacion, el informe de aislados cubanos de
M. pneumoniae y Ureaplasma spp. no susceptibles a estos antimicrobianos. De este modo

se verifico la ausencia de las modificaciones genéticas mas frecuentemente asociadas a
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resistencia a macrolidos en Ureaplasma spp. y se justifica el hallazgo de aislados con
bajos valores de CMI para eritromicina y azitromicina. Otros mecanismos no explorados
en este estudio parecen ser los responsables de tales niveles de resistencia. De manera
contraria, pero totalmente en correspondencia con lo descrito internacionalmente, se
constataron los determinantes genéticos mas frecuentemente asociados a la resistencia a
macrolidos en M. pneumoniae, y esto avala el resultado que se informé a través de los
métodos fenotipicos. Ambas observaciones permiten a la autora especular que la
resistencia a macrélidos no es igualmente relevante en Cuba para M. pneumoniae y
Ureaplasma spp., y también sobre diferencias en la rapidez en que esta lograria
diseminarse. No obstante, no debe perderse de vista la necesidad de confirmar estas
observaciones a través de una vigilancia activa.

Finalmente, considerando que en este estudio se advirti6 como un problema inminente la
resistencia a macrolidos en M. pneumoniae, explorar la relacion entre genotipos
especificos y la resistencia a esta familia de antibi6ticos constituy6é uno de sus objetivos.
Aunque la primera aproximacion a este tema no indica tal relacion, si fue posible el
hallazgo de varios genotipos, lo cual sugiere una gran diversidad genética de
M. pneumoniae en Cuba. Esto debera corroborarse en estudios futuros y establecer su
asociacion con la resistencia a macrolidos.

5.3.1. Limitaciones y fortalezas del estudio

Con el presente estudio se logra un acercamiento al estado de la resistencia a los
antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de las infecciones por micoplasmas en
Cuba, a través de la integracion de pruebas fenotipicas y genotipicas.

A partir de los resultados de esta investigacion descriptiva, en la que se incluyen muestras
y aislados clinicos que se recibieron en el LNR-M en el IPK, a través de un sistema pasivo

de vigilancia y diagndstico, es posible generar una hipotesis sobre el fenomeno de la
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resistencia de Ureaplasma spp y M. pneumoniae en Cuba. Esto adquiere especial
relevancia si se toma en cuenta que los sistemas pasivos de vigilancia se sustentan en el
andlisis de datos secundarios y que por ende tienen sesgos, condicionados por el numero
de muestras/aislados que se reciben y que de estos no siempre se cuenta con la
informacion del paciente (prescripcion de antibioticos, curso de la infeccion, entre otros).
Se impone destacar como fortalezas de esta investigacion el empleo de los métodos de
referencia establecidos por las normas del CLSI para la determinacién de la
susceptibilidad antimicrobiana en M. pneumoniae y Ureaplasma spp. y su
complementacion con la deteccion de los mecanismos moleculares asociados a la
resistencia. Asimismo, la caracterizacion genotipica de M. pneumoniae utilizando los
métodos moleculares recomendados a nivel internacional.

Por otra parte es innegable la actualidad de los resultados, considerando el contexto en el
que se presentan y discuten. La posible coexistencia de infecciones por micoplasmas
respiratorios con otros patdégenos siempre debe ser tomada en consideracién. Este es el
caso de pacientes con COVID-19 (Coronavirus Diseases 2019, siglas en inglés) en los que
ademés del SARS-CoV-2 debe orientarse el diagnostico de M. pneumoniae, entre otras
infecciones bacterianas y virales que podrian incidir en la severidad de la enfermedad y en
la mortalidad (Lai C-C et al., 2020; Choubey A et al., 2021; Riaz A et al., 2021).

Como la mayoria de los pacientes sintomaticos con infeccion por SARS-CoV-2
desarrollan una neumonia atipica con fiebre, tos y falta de aire, la co-infeccion con
M. pneumoniae se oculta y se hace dificil su diagnostico solo con base en el cuadro clinico
(Oliva A et al.,, 2020). En pacientes pediatricos con COVID-19 se describe una co-
infeccion elevada con M. pneumoniae y recientemente se documenta un caso de derrame
pleural como complicacion de una infeccién secundaria con M. pneumoniae en un
paciente de 12 afos (Lai C-C et al., 2020; Chen H-R et al., 2020).
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CONCLUSIONES

v

La frecuencia de resistencia a eritromicina Yy tetraciclina observada para
Ureaplasma spp. permite desestimar los resultados previos obtenidos en Cuba a partir
del uso de estuches comerciales, y ratifica el empleo de estos antibidticos para el
tratamiento; en cambio, la resistencia a macrolidos en Mycoplasma pneumoniae revela
un problema hasta ahora desconocido en el pais para el que se impone una estrategia
de vigilancia activa.

La susceptibilidad de aislados de Mycoplasma pneumoniae y Ureaplasma spp. a
moxifloxacina y levofloxacina sugiere que estas fluoroquinolonas se erigen como los
antibioticos mas efectivos para el tratamiento de las infecciones respiratorias y
urogenitales que estas bacterias producen.

La demostracion del gen tet(M) en aislados de Ureaplasma spp. resistentes a
tetraciclina permitio, al tiempo de su confirmacién, avalar los resultados de la
metodologia de referencia para la deteccion de la CMI implementada en el LNR-M,
IPK. Su demostracion también en aislados sensibles indica que su deteccion es
necesaria en los estudios de susceptibilidad de Ureaplasma spp. a tetraciclina.

A partir de la demostracion de que la resistencia a macrolidos en
Mycoplasma pneumoniae se debe al mecanismo molecular méas frecuente a nivel
internacional (mutaciones en el ARNr 23S), y en contraposicion, de la no deteccion de
los mecanismos mas comunmente asociados a esta resistencia en Ureaplasma spp., se
advierte que este fendmeno se desarrolle de manera distinta en ambas especies.

No se demuestra relacion entre genotipos especificos de Mycoplasma pneumoniae y la
resistencia a macroélidos, pero se advierte una gran diversidad genética de esta especie

en Cuba.
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RECOMENDACIONES

v Desaconsejar el uso en Cuba del sistema MYCO WELL D-ONE para el informe de la
resistencia a los antimicrobianos; los resultados de este sector en dicho sistema
deberan confirmarse a través de los métodos convencionales o moleculares.

v Verificar los resultados de la susceptibilidad a los antimicrobianos de eleccién para el
tratamiento de las infecciones por Mycoplasma pneumoniae y Ureaplasma spp.
obtenidos en la presente investigacion, a través de estudios en los que se incluyan
muestras y aislados de varios grupos poblacionales de interés y que resulten
representativos de todas las regiones del pais.

v Incorporar la deteccién de los genes erm y msr en el estudio para la deteccion de
marcadores genéticos asociados a la resistencia a macrolidos en Ureaplasma spp.

v Realizar estudios que permitan establecer una posible relacion entre los genotipos de

Mycoplasma pneumoniae Yy la resistencia a macrolidos.
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ANEXO 1.

Secuencia de los cebadores y sondas utilizados durante el estudio para la determinacion de la susceptibilidad a

antimicrobianos de aislados cubanos de Ureaplasma spp. y Mycoplasma pneumoniae, 2012-2018.

Especie Gen diana Cebadores y secuencia (5°-3) Referencias
Ureasa. UU-15244R-TTCCTGTTGCCCCTCAGTCT Payne MS y col, 2012
Ureaplasma spp UU1613F-AAGGTCAAGGTATGGAAGATCCAA
tet(M) tetM_775- ATTTCCGCAAAGTTCAGACG Spiller B (no publicado)

tetM_302- AAAAGATGGCGTACAAGCAC

Donacion del laboratorio
de Micoplasmas,
Universidad de Cardiff,
Gales

Dominio Il ARNr 23S

UP23S-30- TGCCTTTTGAAGTATGAGCC
UP23S-31- TGGCGCCATCATAGATTCAG

Pereyre Sy col, 2007

M. pneumoniae

Dominio V MH23S-11- TAACTATAACGGTCCTAAGG Pereyre Sy col, 2007
ARNI23SA MP23S-22- GGCGACCGCCCCAGTCAAAC
L4 UPL4-U- TCTATTGATGGTAACTTCGC
UPL4-R- GTTGAAGGTGTTTCTAAATCGC
L22 UPL22-U- TTCGCACCGTAAAGCTTCTC
UPL22-R- GTTCTGGATCAACGTTTTCG
ARNr 23S MN23SDVF- GCAGTGAAGAACGAGGGG Dumke Ry col, 2010

(1™ amplificacion)

MN23SDVR- GTCCTCGCTTCGGTCCTCTCG




ARNr 23S
(PCR anidada)

MN23SDVFn-
GACTGTTTAACTAAAACACAACTCTATG

MN23SDVRn- CTA GAAGCA ACACTCTTC AATCTT

C

repMp2/3, extremo 5°

(1ra amplificacion)

Mp5f -TTGACAAGACCGTCCAATCC-3
Mpl6r -TTGGTTGGGTATCTTGATCAGG-3’

repMp2/3, extremo 5

(PCR anidada)

Mp11f (5 -CCTCGTTGTCAGTGGCACC-3')
Mpl4r (5-GCTGGGTGGAATGGTCTGTAC

repMp2/3, extremo 3

(1ra amplificacion)

Forward- CCA ACA GTG AAACGA GGTC
Reverse- ACCCGT CAGTTTGTTTGT TG

repMp2/3, extremo 3’

(PCR anidada)

Forward- CTG TAC GAT GCG CCT TAT GC
Reverse- CAC CCT AAA GAC ACC TAT ACT CAAAC

Dumke R y col, 2006

repMp4, ext 3

(1ra amplificacion)

Forward- TTG ACA AGA CCG TCC AAT CC
Reverse- GTT TCC GTC ACT CGT GCT TC

repMp4, extremo 3
(PCR anidada)

Forward- GGG AAT GGG TAC AGG TAT GG
Reverse- GTT TCC GTC ACTCGT GCT TC

Gullsby R y col, 2019

Mpn13 Mpn13-F- GACCAGCATTAGATTGCTATG
(1ra amplificacion) Mpn13-R- AACAAATTAAGCAGCTCACG
Mpn13 Mpnl3n-F- GTTTGCTAATTATCTCATGAATGGC

(PCR anidada)

Mpn13n-R- GTGGTGCGCAGTGACAATG

Dumke Ry col, 2011




Mpnl4
(1ra amplificacion)

Mpn14-F- CTCAGGGCGAAACCTTAAAG
Mpn14-R- GCAATGGCTTTCAGCACAAC

Mpnl4 Mpnl4n-F- GGCGAGCAAATTAAAGAACTTC
(PCR anidada) Mpnl4n-R- CTGTTCCCACACTTATTTGATTAATG
Mpn15 Mpn15-F- CAACAGCACCACATCTTTAG

(1ra amplificacion) Mpn15-R- GCTAATCTTGCAAACGCTGC

Mpn15 Mpnl5n-F- CTTTCAGCACAATTGATGTATCTC
(PCR anidada) Mpn15n-R- GAATCCAGGTTGAGCAAATTAAAG
Mpnl6 Mpnl6-F- GACGCGTTCGCTAAAAGAG

(1ra amplificacion) Mpn16-R- CAGGCTCAACCAAATAATGG

Mpnl6 Mpnl6n-F- CCTTGATTGTGGTGTGCTGAG

(PCR anidada)

Mpnl6n-R- GATTCCGCTTAAACTGCAGG

ppa

F- CGCTGACCAAGCCTTTCTAC
R- CACTCCAAACTTTGCACTCCC

pgm F- AGCACCTTGCACGATGAAGA
R- CCTGCGCCTTCGTTAATTGG

gyrB F- TTGTCCCGGACTTTACCGTG
R- TGTTTTCGACAGCAAAGCGG

gmk F- GAGCGGTGTTGGCAAAAGTA

R- TGCATCCTCGTCATTACGCTT

Brown RJ y col, 2015




glyA

F- CAGAGAACTATGTGAGTAGGGACA
R- TGACAACCCGGAAAGACACC

atpA F- GTCGCTGATGGCATTGCTAAG
R- CCAGTAAACGCGAGTGCAAG

arcC F- CCCCATCAAGCCGTGTACTT
R- TTGGGCAATAATGGCCGTCT

adk F- GTAGCCAACACCACCGGATT
R- ACGGTGTCTTCGTAAAGCGT

Especie Gen diana Sondas y secuencia (5°-3") Referencias
Ureaplasma spp | Ureasa. UUparvo (6-[FAM]-TCCACAAGCTCCAGCAGCAATT Payne MS y col, 2012

TG-BHQ1)
UU-T960 (ROX-CCACAAGCACTGCTACGATTTGTTC-
BHQ?2)

tet(M)

tetMgPCR1309F (GTGCCGCCAAATCCTTTCTG)

Spiller B (no publicado)
Donacion del laboratorio
de Micoplasmas,
Universidad de Cardiff,
Gales




ANEXO 2.

Caracteristicas de los locus empleados en la genotipificacion de Mycoplasma pneumoniae mediante MLVA y MLST.

Tabla 1. Caracteristicas de los locus empleados en la genotipificacion mediante MLVA.

Posicion en el Locus Tallasrepetidas | % similitud entre
Nombrelocus genoma . : .
(pb) (# de proteina en la secuencia del genoma) (pb) tandasrepetidas.
Mpn13 596741 Intergénica 16 83
Mpn14 608651 Proteinahipotética (MPN 501) 21 84
Mpn15 645561 Proteinahipotética (MPN 524) 21 81
Mpn16 736123 Proteinahipotética (MPN 613) 47 100

Tabla 2. Caracteristicas de los locus empleados en la genotipificacion mediante MLST.

Nombrelocus Posicion en el Tipo de proteina que codifica Numero de alelos
genoma (pb)
ppa 192-440 Fosfatasainorganica 2
pgm 456-1652 Fosfoglicerasamutasa 8
gyrB 524-952 Subunidad 3 de la ADN girasa 3
gmk 189-582 Quinasaguanilada 3
glyA 74-749 HidroximetiltransferasaserinaA 7
atpA 100-895 Subunidad o de la ATP sintasa 4
arcC 304-873 Quinasacarbamada 6
adk 70-542 Quinasaadenilasa 7




ANEXO 3

Tabla. Subtipos P1, genotipos MLVA y Secuencias Tipo por MLST de M. pneumoniae, LNR-M, Cuba, 2012 y 2017.

Genotipo
No. ID ARO recuperacion Mutacion Subtipos MLVA MLST
P1 13 14 15 16 |ppa pgm gyrB gmk glyA atpA arC adk ST

1 | Mp2115 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3

2 M.p 1 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3

3 M.p 2 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3

4 M.p 3 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3

5 M.p 4 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3

6 M.p 5 2012 A2063G 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3

7 M.p 6 2012 A2063G 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3

8 M.p 7 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 2 3 1 1 nueva
9 M.p 8 2012 - 2 3 5 6 2| 2 3 2 2 1 4 1 1 nueva
10 M.p 10 2012 - V2a 3 5 6 2| 2 3 2 2 4 4 1 5 14
11 M.p 11 2012 A2064G V2a 3 5 6 2 2 3 2 2 4 4 1 5 14
12 M.p 13 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3
13 M.p 14 2012 - V2a 3 5 6 2 2 3 2 2 4 4 1 5 14
14 M.p 15 2012 A2064G V2c 3 5 6 2| 2 3 2 2 4 4 1 5 14
15 M.p 16 2012 - V2c 3 5 6 2 1 3 2 2 4 4 1 5 nueva
16 M.p 17 2012 - V2a 3 5 6 2| 2 3 2 2 4 4 1 5 14
17 | M.p 2178 2012 - 1 4 5 7 2 1 2 1 1 1 3 1 1 3
18 | M.p M10B 2012 - V2a 3 5 6 2| 2 3 2 2 1 4 1 5 nueva
19 | M.p 2182R 2012 = 1 4 5 7 2 1 2 1 1 1 3 1 1 3
20 M.p 25 2012 - 1 4 5 7 2|1 2 1 1 1 3 1 1 3




21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Leyenda:

ID: Cddigo del aislado o muestra, segln corresponda. Todos los codigos a los que se antepone M.p se corresponden con aislados, el resto son muestras.
Lineas en verde se corresponden con el subtipo 1, lineas azules con el subtipo 2, lineas rosadas con el subtipo V2a, lineas blancas con el subtipo V2c.
Los dos genotipos MLV A demostrados se diferencian en nimeros rojos y en negritas sostenidas.

Las secuencias tipo nuevas demostradas por MLST se resaltan en azul y negritas sostenidas.
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