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1. RESUMEN

Los micoplasmas son bacterias a las que se les ha relacionado a enfermedades
articulares y del aparato respiratorio y urogenital. Sin embargo, también forman
parte de la microbiota genital normal en pacientes sanos. Debido a su importancia
clinica, este trabajo tiene como objetivo estimar la incidencia de Mycoplasma spp. y
Ureaplasma spp. en una poblacion sana altamente reproductiva, asi como
determinar los posibles factores, relacionados a la vida sexual de los participantes,

gue pudieran predisponer a un diagnostico positivo de estas bacterias.

Se colectaron muestras de orina de participantes universitarios sanos. La orina fue
cultivada en el medio de cultivo Eaton sdlido y liquido; para el diagndstico de
Mycoplasma spp. Para el diagnéstico de Ureaplasma spp. se realiz6 el mismo
procedimiento en el medio de cultivo Urea. Las muestras también fueron
procesadas por PCR como una forma complementaria al método microbiologico y
comprobar resultados. Para determinar qué factores influyen en su incidencia, a los
participantes se les aplico una encuesta respecto a su estilo de vida, los resultados
obtenidos de la encuesta fueron relacionados con los resultados obtenidos en el

laboratorio a través de una regresion logistica binaria.

La incidencia de Mycoplasma spp. en toda la poblacion fue del 38.18%. No existe
diferencia significativa entre el nUmero de diagndsticos positivos para Mycoplasma
spp. entre hombres (26.53%) y mujeres (36.36%) y no existe factor, de los aqui
estudiados, que predisponga a un diagnéstico positivo para Mycoplasma spp. Para
Ureaplasma spp. el diagnostico fue del 32.25%. Las mujeres (47.72%) muestran
una mayor predisposicion a Ureaplasma spp.; el nUmero de parejas sexuales, el
consumo de alcohol y el género son factores que pueden predisponer a un

diagnéstico positivo de esta bacteria.

ABSTRACT

Mycoplasmas are bacteria that have been linked to joint, respiratory and urogenital

diseases. However, they are also part of the normal genital microbiota in healthy



patients. Due to their clinical importance, this work aims to estimate the incidence of
Mycoplasma spp. and Ureaplasma spp. in a highly reproductive healthy population,
as well as to determine the possible factors, related to the sexual life of the

participants, that could predispose to a positive diagnosis of these bacteria.

Urine samples were collected from healthy university participants. The urine was
cultured in solid and liquid Eaton culture medium; for the diagnosis of Mycoplasma
spp. For the diagnosis of Ureaplasma spp. the same procedure was performed in
Urea culture medium. The samples were also processed by PCR as a
complementary way to the microbiological method and check results. To determine
which factors, influence its incidence, a lifestyle survey was administered to the
participants, and the results obtained from the survey were related to the results

obtained in the laboratory through a binary logistic regression.

The incidence of Mycoplasma spp. in the entire population was 38.18%. There is no
significant difference between the number of positive diagnoses for Mycoplasma
spp. between men (26.53%) and women (36.36%) and there is no factor, of those
studied here, that predisposes to a positive diagnosis for Mycoplasma spp. For
Ureaplasma spp. the diagnosis was 32.25%. Women (47.72%) showed a greater
predisposition to Ureaplasma spp.; the number of sexual partners, alcohol
consumption and gender are factors that may predispose to a positive diagnosis of

this bacterium.



2. INTRODUCCION
2.1 Caracteristicas generales de los micoplasmas

Los micoplasmas son bacterias de tamafo reducido (0,2 — 0,3 pum) cuya principal
caracteristica es la ausencia de pared celular (Cazanave et al., 2012), por lo que no
se les puede aplicar la tincion de Gram. A pesar de esto, muchos taxbnomos han
clasificado a los micoplasmas y sus parientes dentro del filo Firmicutes, que consiste
en bacterias Gram-positivas con bajo contenido de G+C como Clostridium,
Lactobacillus y Streptococcus (Sethi et al., 2012). Pertenecen a la clase Mollicutes,
la cual puede encontrarse en humanos, animales, insectos y plantas. El
orden Mycoplasmatales contiene una sola familia, Mycoplasmataceae, que
comprende dos géneros: Mycoplasma y Ureaplasma (Sethi et al., 2012).

La palabra Mollicutes proviene del latin mollis que significa suave, y cutis que
significa piel, por lo que el término mollicutes hace referencia a una caracteristica
distintiva de los micoplasmas que es la falta de pared celular (Cedillo & Yafiez,
2003).

2.1.1 Morfologia celular

Los micoplasmas fueron considerados virus durante afios, esto debido a su
pequefio tamafo y a su capacidad de atravesar filtros que bloqueaban el paso de
bacterias. Ademas, fueron confundidos con las formas L bacterianas ya que se
asemejan en su morfologia y en la peculiar forma de colonia de "huevo frito” (Razin
& Hayflick, 2010), después de la obtencion de datos gendmicos se descartd esta

idea.

Debido a la ausencia de pared celular, los mollicutes exhiben una variedad de
entidades morfolégicas (Figura 1), que incluyen células en forma de pera, células
en forma de matraz con estructuras de punta terminal, flamentos de longitud
variable (algunas ramificaciones), asi como filamentos helicoidales (Razin &
Hayflick, 2010).

El mantenimiento de sus diferentes formas en ausencia de una pared celular rigida

sugiere que estos microorganismos poseen un citoesqueleto. Se han logrado

3



observar redes de hilos y varillas filamentosas en micoplasmas. Se cree que las
estructuras similares al citoesqueleto funcionan en la modulaciéon de la forma y
participan en la division celular y en la motilidad deslizante de algunos
micoplasmas (Razin & Hayflick, 2010).

Figura 1. Micrografia electronica de barrido de células de Mycoplasma
pneumoniae. Con estructuras de unién terminales indicadas por puntas de flecha
(Tomado de Waites & Talkington, 2004).

Los micoplasmas, son dificiles de cultivar y pueden pasar semanas e incluso
algunos meses antes de que se muestre algun crecimiento en el medio de cultivo.
Cuando se cultivan en medio sélido, penetran en la superficie del agar, las colonias
(Figura 2) aparecen de color marrdn y tienen un aspecto tipico de “huevo frito”
(tamafio: 200-400 ym): un nucleo granulado, oscuro y denso, bordeado por una
zona delgada y clara (Sethi et al., 2012). El género Ureaplasma, dado que producen
colonias pequefias (7-15 pm de didmetro), originalmente se denominaban cepas T
(pequenas), micoplasmas de cepa T o micoplasmas T (Kokkayil & Dhawan, 2015)

y también muestran ese aspecto caracteristico de huevo frito (Figura 3).

La falta de pared celular es responsable de una reaccion de tinciéon de Gram-
negativa y de la no susceptibilidad a los antibioticos B-lactamicos que inhiben la
sintesis de la pared celular bacteriana (Taylor-Robinson, 1995; Sethi et al., 2012),

antibidticos como la penicilina y la vancomicina. Ademas, la ausencia de esta



estructura hace que tengan menos estabilidad osmotica y que tampoco cuenten con

marcadores de superficie celular.

Figura 2. Colonias de Mycoplasma hominis. Con un aumento de 126X usando un
estereomicroscopio (Tomado de Waites, 2006).
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Figura 3. Colonias de Ureaplasma spp. Con un aumento de 126X usando un

estereomicroscopio (Tomado de Waites, 2006).



2.1.2 Membrana

Se encuentran limitados Unicamente por una membrana celular, por lo que estos
microorganismos presentan formas pleomorficas. La membrana tiene 0,3-0,8 um de
diametro y esta formada esencialmente por proteinas (60-70%) y lipidos (20-30%)
(Razin & Hayflick, 2010).

Poseen una membrana que contiene esteroles, sustancias no halladas en bacterias
ni virus, que le confiere soporte estructural (Pariasca, 2003). Por esto mismo, y su
incapacidad de biosintetizar esteroles, los micoplasmas crecen en medios
complejos los cuales deben ser ricos en nutrientes como suero de caballo o suero

fetal de ternera como fuente de colesterol (Cedillo & Yafiez, 2003).

La ausencia de pared celular hizo pensar que los micoplasmas son los organismos
existentes mas primitivos, representando a los descendientes de bacterias que
existian antes del desarrollo de una pared celular. En la actualidad, gracias a datos
de secuenciacion de ARNr, se considera que han evolucionado a partir de bacterias
Gram-positivas con pared por evolucion degenerativa, por lo que esta historia
parece incluir la pérdida de una pared celular. Maniloff (2002) sugiri6 que los
micoplasmas surgieron de la rama filogenética Streptoccocus hace unos 600

millones de anos.
2.1.3 Genoma

El primer informe sobre la secuencia gendmica completa de un micoplasma, fue
publicado en octubre de 1995 por el equipo del Instituto de Investigacidon Gendmica
(TIGR) en Gaithersburg, Maryland, en colaboracion con equipos de Johns Hopkins
y de la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill (Fraser et al., 1995).
Secuenciaron el genoma completo de Mycoplasma genitalium, esta especie cuenta
con el genoma mas pequefio (580 kb) conocido hasta el momento de un organismo
autorreplicable. Los Mollicutes cuentan con el genoma mas pequefio (Tabla 1) de
las bacterias hasta ahora conocidas, sus genomas varian en tamafio desde 580 kb
(M. genitalium) a 1358 kb (Mycoplasma penetrans) (Fraser et al., 1995; Sasaki et
al., 2002; Halbedel & Sttilke, 2007).



Tabla 1. Comparacion del tamafio del genoma de micoplasmas y el de otras

bacterias.
Organismo Tamafio del genoma Contenido G+C
(kb) (mol%)
Mollicutes
Mycoplasma especies 577-1,380 24-39
Ureaplasma especies 760-1,140 27-30
Acholeplasma especies 1,360-1,580 27-36
Acholeplasma forum 870 27
Acholeplasma entomophilum 970 30
Spiroplasma especies 940-2,200 24-31
Otras bacterias
Chlamvdia trachomatis 1,450 43
Campylobacter especies 1,451-1,721 30-38
Rickettsiella especies 1,720-2,100 Desconocido
Streptococcus especies 1,700-2,300 34-46
Haemophilus especies 1,834-2,340 37-44
Thernzococcus celer 1,890 57
Staphylococcus aureus 2,800 34
Clostridium perfringens 3,600 25
Bacillus subtilis 4,188 43
Escherichia coli 4,700 50
Bacillus cereus 5,700 36
Borrelia burgdorferi 950 (L)* 26-30

* Cromosoma lineal (Tomado de Bové, 1993).

En el cédigo genético, se utiliza el codon UGA como un coddén de terminacién para
los procesos de sintesis de proteinas. Yamao y colaboradores en 1985 reportaron
gue Mycoplasma capricolum codificaba al codén UGA para el aminoécido triptéfano.

Esta caracteristica se encuentra en las mitocondrias y, ahora demostrado, en otros
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Mollicutes. Se pensé que esta peculiar modificacién del coédigo genético era el
resultado de un proceso de optimizacion en respuesta al bajo contenido de G/C
gendmico (Halbedel & Stiilke, 2007)

2.1.4 Metabolismo

A causa del pequefio genoma de los mollicutes, estos no poseen una amplia gama
de actividades metabdlicas y, las que tienen, estan enfocadas principalmente en la
generacion de energia. Se ven limitados a una baja produccion de ATP debido a
gue carecen de un ciclo completo de acido tricarboxilico y no tienen quinonas ni
citocromos, lo que descarta la via de fosforilacién oxidativa altamente eficaz como
mecanismo generador de ATP (Pollack, 2002; Razin & Hayflick, 2010).

Esta clase de microorganismos se puede dividir en fermentadores y no
fermentadores. Aquellos que no son fermentadores obtienen energia por la via de
la arginina dihidrolasa o por la degradacion de urea (Tabla 2). La degradacion de la
arginina esta acoplada a la generacion equimolar de ATP por fosforilacion a nivel
de sustrato, una forma no demasiado efectiva de producir energia (Razin & Hayflick,
2010). Existe la hipétesis de que la hidrdlisis de urea intracelular y la acumulacién
resultante de iones de amoniaco/amonio esta acoplada a la sintesis de ATP através
de un mecanismo quimiosmoético (Razin, 1978). Los ureaplasmas son las Unicas

bacterias que requieren urea para su crecimiento.

Tabla 2. Sitios primarios de colonizacién y sustrato metabdlico de micoplasmas.

Sitio primario de Sustrato metabalico

colonizacién

Especies Orofaringe Tracto Glucosa Arginina Urea
urogenital
M. salivarium + - - + -
M. orale + - - + -
M. buccale + - - + -
M. faucium + - - + -



M. lipophilum + - - + -
M. pneumoniae + - + - -
M. hominis + + - + -
M. genitalium + + + - -
M. fermentans + + + + -
M. primatum - + - + -
M. spermatophilum - + - + -
M. pirum &? &? + + -
M. penetrans - + + + -
U. urealyticum + + - - +
A. laidlawii + - + - -
A. oculi ? - + - -

* M= Mycoplasma; U= Ureaplasma; A= Acholeplasma (Tomado de Tully, 1993).

Con respecto a las condiciones Optimas para el crecimiento de estos
microorganismos, Rodriguez y colaboradores (1987) mencionan que, aunque la
mayoria de los micoplasmas crecen a un pH de 7.4, el pH 6ptimo puede variar de 6
a 8.5 segun el organismo en especifico. Por esta razon, los medios de cultivo deben
ser disefiados para cumplir con este requerimiento, por ejemplo, el medio de cultivo
SP4 posee un pH de 7.5 y es considerado el mejor medio de uso general para el
crecimiento de micoplasmas (Pérez et al., 2007). Y en cuanto al crecimiento de
ureaplasma, segun Razin y colaboradores (1977) el medio debe mantener un pH
entre 6.0 a 6.5.

Para poder detectar el crecimiento de estos microorganismos es importante agregar
un indicador de pH al medio de cultivo, tal como el rojo de fenol, ya que los
micoplasmas usualmente no producen turbidez en caldos de cultivo debido al
pequefio tamafio de la célula (Pérez et al., 2007). Los medios de cultivo deben ser
incubados a 37°C, temperatura en la que estas bacterias crecen adecuadamente, y
ser inspeccionados diariamente para detectar los cambios de color y turbidez (Pérez
et al., 2007).



El cultivo de micoplasmas requiere de un medio de cultivo base enriquecido con
peptona, extracto de levadura y suero, todo esto suplementado con un sustrato
metabdlico (generalmente glucosa) (Pérez et al., 2009). La mayoria de los
micoplasmas metabolizan (fermentacion) el acido productor de azucar provocando
un cambio en el pH del medio, por lo que, hay un cambio de color de rojo a amarillo

en el medio de cultivo.

El medio de cultivo Urea, que contiene urea y rojo de fenol, es utilizado para aislar
Ureaplasma spp. y en el caso de un diagndstico positivo, hay un cambio de color en
el medio de cultivo, de rojo a fucsia. Estas bacterias producen la enzima ureasa,
gue hidroliza la urea a amoniaco, lo que causa el cambio a un pH alcalino y el

cambio del indicador rojo de fenol (Lopez-Avila et al., 2014).
3. ANTECEDENTES

El primer aislamiento de micoplasmas fue en 1898 por Nocard y Roux, quienes
identificaron a Mycoplasma mycoides en casos de pleuroneumonia bovina. El
primer micoplasma aislado de humanos (Mycoplasma hominis) se recuper6 en 1937
en un paciente de sexo masculino con uretritis, y en 1938, en una mujer con absceso
de la glandula de Bartholin (Ortiz, 2009).

El estudio de los micoplasmas en enfermedades humanas (Tabla 3) se ha centrado
en el aparato respiratorio y urogenital, asi como en enfermedades articulares, pero
también se encuentran en personas sin algun tipo de padecimiento. De las 16
especies que han sido aisladas de seres humanos, siete han sido halladas en el
tracto urogenital (Tabla 2). Y dentro del rubro de las infecciones transmitidas
sexualmente, las especies M. penetrans y Mycoplasma fermentans tienen una
mayor participacion en pacientes que viven con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (Taylor-Robinson & Furr, 1998; Ortiz, 2009).

Tabla 3. Posible papel etiolégico de micoplasmas en diferentes enfermedades.

Enfermedad Especies de Evidencia de
micoplasma’ participaciont®
Uretritis no gonococica (aguda) U. urealyticum ++
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M. genitalium +++

Uretritis no gonocadcica (cronica) U. urealyticum +++
M. genitalium +++
Epididimitis U. urealyticum +
Artritis reactiva adquirida sexualmente U. urealyticum ++
Artritis en hipogammaglobulinemia U. urealyticum ++++
Vaginosis bacteriana M. hominis ++++
U. urealyticum ++
Enfermedad inflamatoria pélvica M. hominis +
M. genitalium ++
Parto prematuro y aborto espontaneo M. hominis ++
U. urealyticum ++

* U= Ureaplasma; M= Mycoplasma.
T ++++= muy fuerte; +++= fuerte; ++= moderado: += débil.
(Tomado de Taylor-Robinson & Furr, 1998).

3.1 Mycoplasma hominis

M. hominis es asociado a infecciones urogenitales, en particular a vaginosis
bacteriana y uretritis no gonocoécica, y algunas veces a bacteriemia, artritis,
peritonitis y meningitis. La mayoria de los pacientes tienen factores predisponentes,
gue incluyen inmunosupresion, traumatismos, problemas respiratorios o

posmanipulacion y/o cirugia del tracto genitourinario (Posse et al., 2017).

En mujeres, la colonizacion del tracto urogenital presenta una frecuencia del 21% al
54% y en hombres del 4% al 13% (Miranda et al., 2005; Posse et al., 2017).

Cuando acurre la colonizacion de M. hominis, generalmente se debe al contacto
cervical y vaginal durante el parto; los bebés nacidos por cesarea se colonizan con
mucha menos frecuencia (Klein et al.,, 1969; Taylor-Robinson, 2017) y su
colonizacion en neonatos tiende a desaparecer después de 1-2 afos. La

readquisicion de M. hominis en el tracto genital inferior depende entonces del
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contacto sexual y, mas concretamente, del numero de parejas sexuales
(McCormack et al., 1972; McCormack et al., 1973; Tully, 1993). Los individuos

sexualmente maduros sin contacto sexual son colonizados con poca frecuencia.
3.2 Mycoplasma genitalium

Tully y colaboradores (1981) aislaron Mycoplasma genitalium por primera vez en

1980 en dos pacientes que presentaban uretritis no gonocécica (UNG).

Se han identificado factores de riesgo conductuales para la infeccidbn de este
organismo en mujeres y hombres de entre 21 a 23 afios: mayor niUmero de parejas,
edad mas joven durante la primera relacién sexual, tener una pareja con sintomas
de infeccion, coinfeccion con otros patdgenos de transmision sexual como
Chlamydia trachomatis (Hamasuna et al., 2008; Sethi et al., 2012) y por tener
relaciones sexuales vaginales sin proteccion. Manhart y colaboradores
(2007) demostraron que la prevalencia de M. genitalium aumenté en un 10% por

cada pareja sexual adicional.

Su prevalencia en clinicas de enfermedades de transmision sexual (ETS) varia del
13% al 29% en hombres y del 7% al 26% en mujeres (Manhart & Kay, 2010).

3.3 Mycoplasma fermentans

Los primeros aislamientos de M. fermentans (inicialmente denominados cepas G)
se obtuvieron del tracto genital inferior de hombres y mujeres a principios de la
década de 1950 (Ruiter & Wentholt, 1950; Ruiter & Wentholt, 1953). Parece que M.
fermentans se aisla del tracto genital de menos del 1% de los adultos asintomaticos
(Taylor-Robinson, 1989; Tully, 1993). Sin embargo, alin no se ha estudiado a detalle

su papel en enfermedades del tracto urogenital.

M. fermentans ha sido detectado en el corazon, higado, articulaciones, en el tracto
gastrointestinal y en el sistema inmune y hematopoyético de pacientes con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En un inicio, este hecho sugiri6 a
esta especie como un microorganismo oportunista; sin embargo, su aislamiento de
la sangre y orina de pacientes con SIDA, su deteccidén por diferentes técnicas

inmunoldgicas y de biologia molecular en diversos tejidos de pacientes con SIDA
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en diferentes estadios, la habilidad de la bacteria para estimular a linfocitos CD4+ y
otras actividades inmunomoduladoras, asi como la accion sinérgica en la que la
bacteria junto con el VIH incrementan el efecto citopatico sobre los linfocitos CD4+,
sugieren gque esta bacteria pudiera ser un cofactor en el SIDA (Cedillo & Yariez,
2003). Este sinergismo entre el SIDA con ciertos micoplasmas, sugiere a estos
como cofactores que de alguna forma pudieran acelerar la enfermedad. Tal es el
caso de la investigacion realizada por Chowdhury y colaboradores (1990), estos
autores encontraron que la proteina de membrana de micoplasma (MMP) aument6

la produccién de VIH a partir de células MOLT-4 infectadas cronicamente por VIH.
3.4 Mycoplasma primatum

Mycoplasma primatum, se encuentra presente en primates no humanos, pero
también se ha aislado del tracto urinario humano, de la uretra femenina en una
autopsia (Thomsen, 1974). No esta claro si su aislamiento poco frecuente se debe
a su aparicion poco frecuente o si se relaciona con sus exigentes requisitos

nutricionales (Rawadi et al., 1998).
3.5 Mycoplasma spermatophilum

Hill (1991) reporto el aislamiento de una especie de micoplasma nunca identificada
en espermatozoides humanos, a esta se le denomin6é Mycoplasma spermatophilum.
Estos se aislaron de los espermatozoides de cinco pacientes que acudian a una
clinica de fecundacion in vitro, existe sospecha de que este organismo causa
infertilidad (Hill et al., 1987; Rawadi et al., 1998).

3.6 Mycoplasma penetrans

Lo y colaboradores (1991) aislaron varias cepas de una especie nueva de
micoplasmas a partir de la orina de pacientes con SIDA, esta especie ha sido

caracterizada y designada como M. penetrans (Lo et al., 1992).
3.7 Ureaplasma urealyticum

Ureaplasma reside en el tracto urogenital y el tracto respiratorio. En los seres

humanos, este género se transmite por contacto sexual; también puede transmitirse
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de la madre a la descendencia de forma vertical en el Gtero o a través de fluidos
corporales infectados en el momento del nacimiento (Schelonka & Waites, 2007;
Kokkayil & Dhawan, 2015). Después de la pubertad, la colonizacion genital esta

relacionada con la actividad sexual.

Los ureaplasmas forman parte de la microbiota genital normal, pero se les ha
implicado en resultados clinicos que incluyen, entre otros, uretritis no gonocdcica,
enfermedad inflamatoria pélvica, infertilidad, resultados adversos del embarazo,
corioamnionitis y displasia broncopulmonar en recién nacidos (Waites & Schelonka,
2005; Paralanov et al., 2012).

Entre el 40% y el 80% de las mujeres adultas sanas pueden albergar ureaplasmas
en el cuello uterino o la vagina. Su ocurrencia es algo menor en el tracto urogenital
inferior de hombres sanos (aproximadamente 20% - 29%) (Kong et al, 2000; Xiao
et al, 2010; Paralanov et al., 2012).

Se piensa que Ureaplasma urealyticum juegan un papel en la infertilidad masculina,
sin embargo, algunos investigadores no han encontraron ninguna relacion
entre esta especie y la alteracion del semen. Autores han informado que la
presencia de U. urealyticum en el semen, se relaciond con una disminucion en la
concentracion de espermatozoides (Upadhyaya et al., 1984; Naessens et al., 1986;
Wang et al., 2006), en la motilidad (Naessens et al., 1986; De Jong et al., 1990) y/o
en la morfologia (Xu et al., 1997; Gdoura et al., 2007).

4. JUSTIFICACION

Los micoplasmas se encuentran colonizando una gran variedad de organismos,
incluyendo al humano. Muchas especies de micoplasmas han sido relacionadas a
diferentes enfermedades como artritis, infecciones orofaringeas y del tracto
urogenital, como uretritis no gonocdcica y vaginosis bacteriana, por mencionar
algunas, e incluso se les ha relacionado con el SIDA. A pesar de ser considerados
comensales y formar parte de la microbiota genital normal del humano, las

investigaciones se han centrado en el estudio de estos microorganismos y su papel
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con diferentes enfermedades, pero se conoce poco, en comparacion con otras

bacterias, sobre su papel y frecuencia en pacientes sanos.

Se ha visto una tendencia en el aumento de la colonizacion de estos organismos en
el tracto urogenital en relacion con un mayor nimero de parejas sexuales, una edad
mas temprana en el comienzo de la vida sexual, el uso de preservativos y con la

coinfeccién con otros microorganismos de transmision sexual.

El rango de edad de la poblacién universitaria de la Benemérita Universidad
Autébnoma de Puebla oscila entre los 17 y los 26 afios, una edad altamente
reproductiva y sin tendencia a algun tipo de enfermedad. Con base a lo anterior, el
presente trabajo busca contribuir ampliando el conocimiento de la prevalencia de

micoplasmas y ureaplasmas en una poblacién joven sana.
5. HIPOTESIS

La presencia de los micoplasmas es mayor en universitarios con una vida sexual
activa, un mayor niumero de parejas sexuales y que iniciaron su vida sexual a una

temprana edad.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Deteccion de micoplasmas en una poblacion universitaria sana.
6.2 Objetivos especificos

1. Identificar Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. en una poblacion
universitaria sana por métodos microbiologicos especificos y por la
amplificacion de ADN.

2. Comparar el porcentaje de muestras positivas a Mycoplasma spp. y
Ureaplasma spp. entre hombres y mujeres.

3. Determinar si existe relacion entre la positividad de aislamientos de

Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. y la vida sexual de los participantes.
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4. Determinar si existe relacidbn entre la positividad de aislamientos de
Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. en los participantes y el consumo

alcohol y tabaco.
7. METODOLOGIA
7.1 Grupo de estudio

Se colectaron 100 muestras de orina de alumnos voluntarios de diferentes
facultades de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Unicamente se
tomaron muestras de alumnos clinicamente sanos y que no hubieran consumido
algun tipo de antibiético por lo menos tres meses antes de la toma de la muestra, y

en el caso de las mujeres, que no estuvieran en su periodo (criterios de inclusion).

A cada participante se le aplicé una encuesta anénima (Anexo 1), para conocer su
estado general de salud, obtener informacion sobre su vida sexual y de posibles
factores que pudieran relacionarse con un diagndéstico positivo de Mycoplasma spp.
y Ureaplasma spp. Ademas, cada participante firmo6 una carta de consentimiento
informado (Anexo 2) donde se le dio a conocer el uso de su muestra, garantizando

la privacidad y anonimato de sus datos.
7.2 Cultivo microbioldgico para Mycoplasma spp.

Para el procesamiento de las muestras, en las primeras 24 horas de la colecta, se
cultivaron 500uL de la orina en 500uL de caldo Eaton con dextrosa al 0.5%,
dializado de levadura al 10% y suero de caballo al 25% (Anexo 3). Los cultivos se
incubaron a 37°C durante un periodo de dos a cinco dias, el tiempo de incubacién
cambia segun el vire del indicador de rojo de fenol (de rojo a amarillo). Después de
incubar los medios liquidos, las muestras se guardaron en tubos Eppendorf y se

conservaron a -75°C para su futuro uso.

De igual manera, se cultivaron 5uL de la muestra de orina en agar Eaton con las
mismas caracteristicas que el caldo Eaton (Anexo 4). Las muestras fueron
cultivadas de manera directa por gravedad. Las placas se incubaron a 37°C durante

un periodo de dos a cinco dias para posteriormente ser observadas bajo el

16



microscopio estereoscoépico en busqueda de colonias en forma de huevo frito, forma

caracteristica que presentan las colonias.

7.3 Cultivo microbiolégico para Ureaplasma spp.

Al igual que para el cultivo de micoplasma, para el aislamiento de ureplasma las
muestras se procesaron en las primeras 24 horas de la colecta. Se cultivaron 500uL
de la orina en 500uL de caldo Urea con urea al 10%, dializado de levadura al 10%
y suero de caballo al 25% (Anexo 5). Los cultivos se incubaron a 37°C durante un
periodo de dos a cinco dias, el tiempo de incubacién cambia segun el vire del
indicador de rojo de fenol (de rojo a fucsia). Después de incubar los medios, las
muestras se guardaron en tubos Eppendorf y se conservaron a -75°C para su futuro

uso.

Asi mismo, se cultivaron 5uL de la muestra de orina en agar Urea con las mismas
caracteristicas que el caldo Urea (Anexo 6). Las muestras se cultivaron de manera
directa por gravedad. Las placas se incubaron a 37°C durante dos a cinco dias para
posteriormente ser observadas bajo el microscopio estereoscépico en busqueda de

colonias de ureaplasmas.
7.4 Extraccion de ADN gendmico de las muestras

Para la extraccion de ADN genomico de las 100 muestras colectadas, se utiliz6 el
kit comercial Quick-DNA™ Miniprep Kit de la marca ZYMO RESEARCH. Se

siguieron las instrucciones proporcionadas por el proveedor (Anexo 7).

Una vez realizada la extraccion gendmica de las muestras, estas se conservaron a
-20°C.

7.5 Determinacion de Mycoplasma spp. por PCR

Los primers que se utilizaron para la deteccion por PCR del género Mycoplasma
corresponden a una secuencia (301 pb) altamente conservada del gen 16s ARNr
de los micoplasmas. La secuencia de los primers es: AR1 (5 ATG RGG RTG CGG
CGT ATT AG 3 (sentido) y AR2 (5' CKG CTG GCA CAT AGT TAG CCRT 3)
(antisentido). El simbolo K representa los nucleétidos mixtos de Gy T,y el R

representa Ay G (Rashidbaigi et al., 1995).
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La mezcla de reaccién, para un volumen de 50uL por cada muestra, estuvo
compuesta por 25uL DreamTaq Green PCR Master Mix (2X), 17uL de agua libre de
nucleasas, 1.5uL del primer AR1, 1.5uL del primer AR2 y 5uL de la extraccion

gendmica de la muestra.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador programable
TECHNE TC-412. Las condiciones de reaccion fueron: una desnaturalizacion inicial
a 95°C durante cinco minutos, seguido de 40 ciclos (95°C por un minuto, 50°C por

un minuto y 72°C por un minuto) y una extension final a 72°C por cinco minutos.
7.6 Determinacion de Ureaplasma spp. por PCR

Los primers que se utilizaron para la deteccion por PCR del género Ureaplasma son
descritos por Blanchard y colaboradores (1993), estos primers corresponden a la
secuencia de nucledtidos de los genes estructurales de la ureasa (429 pb) de este
microorganismo. La secuencia de los primers es: U5 (5-CAA TCT GCT CGT GAA
GTA TTAC-3') (sentido) y U4 (5-ACGA CGT CCA TAA GCA ACT-3') (antisentido).

La mezcla de reaccién, para un volumen de 50uL por cada muestra, estuvo
compuesta por 25uL DreamTaq Green PCR Master Mix (2X), 17uL de agua libre de
nucleasas, 1.5uL del primer U4, 1.5pL del primer U5 y 5uL de la extraccion

gendmica de la muestra.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en el mismo termociclador
utilizado para la deteccién del género Mycoplasma por PCR. En este caso, las
condiciones de reaccién fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante cuatro
minutos, seguido de 40 ciclos (95°C por 20 segundos, 62°C por un minuto y 72°C

por un minuto) y una extension final a 72°C por cinco minutos.
7.7 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis a través de un gel de
agarosa al 2% utilizando para su preparacion buffer TAE 1X. La electroforesis se
llevé a cabo a 70 voltios (V) durante 40 minutos.
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En cada pozo se le agregaron 6uL de la muestra amplificada, 5uL de GelRed
Nucleic Acid Gel Stain y 3uL TriTrack DNA Loading Dye (6X). Se utilizé el marcador
de peso molecular GeneRuler® 1000 bp Plus DNA Ladder para determinar el

tamafio del fragmento de ADN amplificado.

El gel de agarosa fue visualizado en un fotodocumentador. Las muestras que fueron
positivas a Mycoplasma spp. mostraron un peso molecular de 301 pb y un peso

molecular de 429 pb en el caso de ser positivas a Ureaplasma spp.
7.8 Analisis estadistico

Se compar6 el diagnéstico de Mycoplasma spp. Unicamente entre hombres vy
mujeres, para esto se realizo la prueba chi-cuadrado en el programa estadistico
SPSS version 29.0.1.0. Se ocuparon los mismos criterios, pruebas y programas
para el analisis del diagndstico de Ureaplasma spp.

Para determinar qué factores, relacionados con la vida sexual de los participantes,
predispusieron a la incidencia y positividad de estos microorganismos, se empleo el
modelo de andlisis de regresion logistica binaria con el programa estadistico SPSS
version 29.0.1.0.

8. RESULTADOS
8.1 Sujetos de estudio

En este estudio se incluyeron a 100 estudiantes de licenciatura de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla durante el periodo de Agosto 2022 a Marzo 2023.
Los participantes cumplieron con los criterios de inclusion para el estudio y
autorizaron el uso de sus muestras a través del consentimiento informado que se

les otorgo.

Del total de los participantes, 49 fueron hombres y 44 mujeres, el resto de los
participantes, siete, no proporcion6 su género. La edad promedio del primer grupo
fue de 20.55 afos, con una edad minima de 17 afios y la maxima de 26 afos. La
edad promedio de las mujeres fue de 20.81 afos, con una edad minima de 18 afios
y una maxima de 29 afios. La edad promedio del grupo que no proporciond su

género fue de 20.57 afios, su edad minima fue de 18 afios y la maxima de 27 afios.
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Del grupo de hombres, treinta y cinco refirieron tener una vida sexual activa, 16.91
afos fue la edad promedio en la que esta dio inicio, la edad minima fue a los 13
afos y la maxima a los 21 afios. Veintitrés mujeres respondieron que mantienen
una vida sexual activa, la edad promedio a la que dieron inicio de esta fue a los
17.14 afos, este grupo respondio que la edad minima a la que comenzé su vida
sexual fue a los 13 afios y la maxima fue a los 23 afios. De los participantes que no
proporcionaron su género, tres mantienen una vida sexual activa, la edad promedio
del inicio de esta fue a los 17 afios, y la edad minima fue a los 15 afios y la maxima

a los 18 anos.

De los 61 participantes que refirieron tener una vida sexual activa, 18 mencionaron
que tienen relaciones sexuales dos veces al mes (Figura 4), de estos 18
participantes, ocho son hombres, ocho son mujeres y dos no proporcionaron su
género. Once participantes remitieron tener relaciones sexuales tres veces al mes,
de estos, ocho son hombres, dos son mujeres y un participante que no proporcioné
su género. De los 10 participantes que aludieron tener relaciones sexuales una vez
al mes, siete son hombres y tres son mujeres. Un hombre practica esta actividad 16

veces al mes, otro 19 veces y una mujer 18 veces.

1 2 3 4 5 6

7 8 12 16 18 19

Numero de participantes
o = N w H (6] [e)] ~N (o] Vo]

Numero de veces al mes que tienen relaciones sexuales

B Hombres Mujeres Sin proporcionar género

Figura 4. Numero de veces al mes que los participantes tienen relaciones

sexuales de forma activa.
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Del total de los participantes, 18 participantes respondieron haber tenido una pareja
sexual (Figura 5), nueve de ellos son hombres, ocho son mujeres y uno de ellos
pertenece al grupo que no proporciond su género. Unicamente 21 participantes han
tenido dos parejas sexuales, 13 son hombres, cinco son mujeres y tres son
participantes que no proporcionaron su género. Solamente, un participante hombre

refirio haber tenido 10 parejas sexuales y una participante mujer, 13 parejas.
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Figura 5. Numero de parejas sexuales que han tenido los participantes.

De todos los participantes, 76 usan algun preservativo de barrera, de estos, 44 son
hombres, 27 son mujeres y cinco son participantes que no proporcionaron su
género. En la encuesta, 14 participantes respondieron que no usan algun

preservativo de barrera, de este grupo, tres son hombres y 11 son mujeres.

Sesenta y uno participantes del total, sefialaron el consumo de alcohol, de estos, 27
son hombres, 28 son mujeres y seis pertenecen al grupo que no proporciond su

género.

Del total de participantes que respondieron la encuesta, 12 mencionaron el consumo

de tabaco, de los cuales, 11 son hombres y una mujer.

8.2 Deteccion de Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. por medio de cultivo
liguido

Se inocularon 500uL de orina de cada muestra en 500uL de caldo Eaton, este
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mismo procedimiento se llevé a cabo en caldo Urea. Aquellas muestras que viraron
de rojo a amarillo (Figura 6) en el medio Eaton se consideraron como positivas para

el género Mycoplasma y las que viraron de rojo a fucsia (Figura 7) fueron positivas

para Ureaplasma.

=aavx -

Figura 6. Medio de cultivo Figura 7. Medio de cultivo
liquido positivo para el liquido positivo para el
género Mycoplasma. género Ureaplasma.

De las 37 muestras que fueron positivas al género Mycoplasma, 21 pertenecen a
hombres, 15 a mujeres y una a quien no proporcioné su género (Tabla 4). Sesenta

y tres de las muestras fueron negativas a este género.

Del total de las muestras proporcionadas por hombres, el 42.85% (21/49) fue
positivo a micoplasmas. El 34.09% (15/44) de las muestras proporcionadas por
mujeres también dieron positivo a este género. Y, el 14.28% (1/7) de quienes no

revelaron su género viraron a amarillo.

En el caso del caldo Urea, de las 100 muestras, 62 dieron positivas al género
Ureaplasma. Del total de las muestras, 26 de las muestras que viraron a fucsia
pertenecen a hombres, 31 a mujeres y cinco a quien no proporcioné su género

(Tabla 5). Treinta y ocho muestras fueron negativas a este género.
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Del total de las muestras proporcionadas por hombres, el 53.06% (26/49) fueron
positivas a ureaplasma. El 70.45% (31/44) de las muestras proporcionadas por
mujeres dieron positivo a dicho género. Y, el 71.42% (5/7) de quienes no revelaron
su género viraron a fucsia.

8.3 Deteccion de Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. por medio de cultivo
solido

Se sembraron 5L de la muestra de orina de manera directa por gravedad en agar
Eaton, este mismo procedimiento se llevo a cabo en agar Urea. Aquellos cultivos
gue en el agar Eaton (Figura 8) y agar Urea (Figura 9) mostraron crecimiento de

colonias en forma de huevo frito se consideraron como positivas.

Figura 8. Medio de cultivo sélido positivo para el género Mycoplasma. Las

flechas indican las colonias de micoplasmas.

Figura 9. Medio de cultivo sélido positivo para el género Ureaplasma. Las

flechas indican las colonias de ureaplasmas.
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De las 25 muestras que mostraron crecimiento de colonias de micoplasmas, 12
pertenecen a hombres, 12 a mujeres y una a quien no proporciono su género (Tabla
4). Setenta y cinco de las muestras dieron negativas al género. Del total de las
muestras proporcionadas por hombres, el 24.48% (12/49) mostrd el crecimiento en
forma de huevo frito de los micoplasmas. El 26.08% (12/46) de las muestras
proporcionadas por mujeres fueron positivas al género. Y, el 14.28% (1/7) de las

muestras de quienes no revelaron su género también presentaron este crecimiento.

En el caso del medio sélido Urea, de las 100 muestras, 30 mostraron el crecimiento
de colonias de Ureaplasma. Nueve pertenecen a hombres, 19 a mujeres y dos a
quien no proporciono su género (Tabla 5). Sesenta de las muestras fueron negativas
al género. Del total de las muestras proporcionadas por hombres, el 18.36% (9/49)
mostro crecimiento de colonias correspondientes al género Ureaplasma. El 43.18%
(19/44) de las muestras proporcionadas por mujeres dieron positivo a dicho género.

Y, el 28.57% (2/7) de quienes no revelaron su género presentaron este crecimiento.

8.4 Deteccion de Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. por PCR
Se consider6 un fragmento de ADN de 301 pb, el cual corresponde a una secuencia
altamente conservada del gen 16s ARNr de los micoplasmas, para identificar al

género Mycoplasma en todas las muestras obtenidas (Figura 10).

Figura 10. Deteccion de Mycoplasma spp. por PCR. Gel de agarosa al 2%, el

primer pocillo contiene el marcador de peso molecular de 1 kb, en los pocillos 3y
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11 se observa un amplificado positivo a 301 pb, correspondiente al género

Mycoplasma.

Para el diagnostico del género Ureaplasma, se consider6 un fragmento de ADN de
429 pb que pertenece a la secuencia de nucleétidos de los genes estructurales de

la ureasa de este microorganismo (Figura 11).

500 pb -
400 pb -

Figura 11. Deteccién de Ureaplasma spp. por PCR. Gel de agarosa al 2%, el
primer pocillo contiene el marcador de peso molecular de 1 kb, en los pocillos 3, 5,
6, 8 y 11 se observa un amplificado positivo a 429 pb, correspondiente al género

Ureaplasma.

De todas las muestras proporcionadas por los participantes, siete fueron positivas
en el diagnéstico por PCR al género Mycoplasma. De estas siete muestras
positivas, una pertenece a un hombre y seis a mujeres (Tabla 4). Las noventa y tres

muestras restantes fueron negativas a este género.

Del total de las muestras proporcionadas por hombres, el 2.04% (1/49) fueron
positivas a Mycoplasma spp. El 13.63% (6/44) de las muestras proporcionadas por

mujeres también fueron positivas a este género.

Como resultado de la amplificacion por PCR para identificar al género Ureaplasma
en todas las muestras proporcionadas por los participantes, se obtuvo que, siete de
estas fueron positivas en el diagndéstico. De las muestras positivas, cinco pertenecen
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a mujeres y dos a participantes de los que se desconoce su género (Tabla 5). Las

noventa y tres muestras restantes fueron negativas a Ureaplasma spp.

El 11.36% (5/44) de las muestras proporcionadas por mujeres fueron positivas a
este género. Y, el 28.57% (2/7) de quienes no revelaron su género mostraron el

mismo resultado.

Tabla 4. Resultados de la deteccion de Mycoplasma spp. por métodos
microbioldgicos y moleculares en el grupo de estudio.

Métodos microbiolégicos Método
molecular
Caldo Eaton Agar Eaton PCR
Hombres 21 12 1
Mujeres 15 12 6
Género desconocido 1 1 0

Tabla 5. Resultados de la deteccion de Ureaplasma spp. por meétodos

microbioldgicos y moleculares en el grupo de estudio.

Métodos microbioldgicos Método
molecular
Caldo Urea Agar Urea PCR
Hombres 26 9 0
Mujeres 31 19 5
Género desconocido 5 2 2

8.5 Comparacion de ladeteccion de Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. entre

hombres y mujeres

Se unificaron los resultados del diagndstico de ambas bacterias debido a las
diferencias en los resultados de su deteccion por medio de métodos microbiologicos

y moleculares. Se consideraron positivas aquellas muestras que en el medio de

26



cultivo sélido mostraron crecimiento de colonias y/o que fueron positivas por PCR,;
y también aquellas en las que el medio de cultivo liquido fue positivo junto con medio

de cultivo solido.

Para la comparacion de la incidencia de Mycoplasma spp., y Ureaplasma spp., solo
se consideraron a hombres y mujeres (Tabla 6), por lo que Unicamente se tomaron

en cuenta 93 participantes.

Tabla 6. Comparacion de la incidencia de Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp.

entre hombres y mujeres.

Participantes n (%)

Hombres (n= 49) Mujeres (n= 44) p*
Mycoplasma spp. 13 (26.53%) 16 (36.36%) 0.425
Ureaplasma spp. 9 (18.36%) 21 (47.72%) 0.002**

* Valor de p para la prueba de chi-cuadro (X?).

** Valor significativo de p (p < 0.05).

El 31.18% (29/93) de los participantes fueron diagnosticados con Mycoplasma spp.
De las muestras proporcionadas por hombres, el 26.53% (13/49) fueron positivas y
el 36.36% (16/44) del total de las mujeres también fueron positivas a este mismo
género. No se mostrd una diferencia significativa (p > 0.05) en la presencia de esta

bacteria entre ambos grupos (Tabla 6).

En el caso de Ureaplasma spp., el 32.25% (30/93) de los participantes fueron
positivos para este género. De las muestras proporcionadas por hombres, el 18.36%
(9/49) fueron positivas y el 47.72% (21/44) del total de las mujeres también fueron
positivas a este mismo género. En este caso, las mujeres fueron las que tuvieron
un mayor diagndéstico positivo a Ureaplasma spp., mostrando una diferencia
significativa (p= 0.002) en la presencia de esta bacteria entre ambos grupos (Tabla
6).

8.6 Asociacion de las variables con la deteccién de Mycoplasma spp.
Se realiz6 un andlisis de regresion logistica (método hacia atras: razén de
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verosimilitud) para determinar el papel de las variables en la incidencia de

Mycoplasma spp. en los participantes.

Se tomo la variable diagnéstica de Mycoplasma spp. (0= Negativo, 1= Positivo)
como variable dependiente; las variables predictoras fueron, si los participantes son
0 no sexualmente activos, la edad a la que iniciaron su vida sexual, el niumero de
veces que tienen relaciones sexuales al mes, el nimero de parejas sexuales que
han tenido, si usan o no algun preservativo de barrera, si consumen o no alcohol y
tabaco y el género de los participantes. Para ello, solo se consideraron las muestras
de los participantes que proporcionaron su género.

El modelo no fue significativo (X?= -2.324, gl= 1, p= 0.127). El modelo explicé el
00.0%nagelkerke del cambio de la variable dependiente (diagnostico de Mycoplasma
spp.) (r?= 0.000).

Ninguna de las variables tuvo efecto sobre la probabilidad de incidencia de
Mycoplasma spp. en los participantes (p > 0.05) (para ver a detalle los coeficientes

de las variables evaluadas sobre la ocurrencia de Mycoplasma spp. ver el Anexo 8).
8.7 Asociacion de las variables con la deteccion de Ureaplasma spp.

En el caso de la asociacion de estas mismas variables con la incidencia de
Ureaplasma spp. en los participantes, el andlisis se realizd por el mismo método
(hacia atras: razon de verosimilitud). De igual manera, se tomé la variable
diagnostica de Ureaplasma spp. (0= Negativo, 1= Positivo) como variable
dependiente; las variables predictoras fueron las mismas que se utilizaron para el
género Mycoplasma. Igualmente, solo se consideraron las muestras de los

participantes que proporcionaron su género.

El modelo resulté significativamente confiable (X?= 16.598, gl= 4, p= 0.002). El
modelo explico el 27.8%nagelkerke del cambio de la variable dependiente (diagndstico

de Ureaplasma spp.) (r?= 0.278).

Unicamente tres variables tuvieron efecto sobre la probabilidad de ocurrencia de

Ureaplasma spp. en los participantes (Tabla 7). A medida que aumentaron el
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namero de parejas sexuales en los participantes, existe 1.357 veces mas de
probabilidad de ser diagnosticado con Ureaplasma spp., en comparacion de
aquellos que no las tengan. Asi mismo, el consumo de alcohol aumenta 0.263 veces
mas la probabilidad de ser diagnosticado como positivo al género. Y como ultima
variable, la probabilidad de resultar positivo en el diagnéstico de esta bacteria
aumenta 5.692 veces en el caso de las mujeres. Ninguna de las demas variables
tuvo efecto sobre la incidencia de esta bacteria (p > 0.05) (para ver a detalle los
coeficientes de las variables evaluadas sobre la ocurrencia de Ureaplasma spp. ver

el Anexo 9).

Tabla 7. Coeficientes de las variables que tuvieron efecto sobre la probabilidad de

ocurrencia de Ureaplasma spp.

Error
B estandar Sig. (p*) Exp(B)

Paso4 Edad ala que inicio su 278 159 .080 1.320

vida sexual

Numero de parejas .306 139 .028** 1.357

sexuales que ha tenido

Consumo de alcohol -1.335 .631 .034** .263

Género 1.739 615 .005**  5.692

Constante -6.654 2978 .025 .001

B= Coeficiente del modelo de regresion logistica binaria; Exp(B)= Odd Ratio (OR) o
razon de probabilidades; * Valor de p; ** Valor significativo de p (p < 0.05).

9. DISCUSION

Algunas especies de micoplasmas son aisladas comunmente del tracto urogenital
en jovenes sexualmente activos y su incidencia puede deberse a diferentes factores
relacionados a su vida sexual. El estudio de los micoplasmas se ha centrado en
pacientes que padecen algun tipo de problema médico, ya que es evidente la
enfermedad, sin embargo, no hay que olvidar que estos también pertenecen a la

microbiota normal del humano. Debido a esto, en algunas regiones del mundo ha
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habido pocos informes sobre las tasas de deteccion de Mycoplasma y Ureaplasma

urinarios en pacientes sanos asintomaticos (Jensen et al., 2004).

En el presente trabajo se estimo la incidencia de Mycoplasma spp. y Ureaplasma
spp. en una poblacion universitaria sana, de igual manera, se estudiaron los
posibles factores relacionados a su vida sexual que pudieran predisponer a un

diagnéstico positivo de estas bacterias.

En México, pocos son los estudios que han publicado datos sobre la prevalencia de
micoplasmas en pacientes sanos. Un estudio realizado por Gonzalez-Pedraza y
colaboradores (2007) en la Ciudad de México sobre el diagnéstico de infecciones
cervicovaginales, mostré una incidencia del 18.1% (80/440) de Ureaplasma spp. y
del 0.9% (4/440) de M. hominis en las mujeres participantes, en dicha investigacion
también se incluy6 la busqueda de otras bacterias y las participantes padecian algun
tipo de infeccion en las vias urinarias y otro tipo de padecimientos, como diabetes

mellitus tipo 2.

A diferencia de los datos previamente mencionados, en la presente investigacion
s6lo se consideraron a pacientes sanos. Tomando en cuenta Unicamente a los
participantes que proporcionaron su género, el 31.18% (29/93) de ellos fueron
diagnosticados con Mycoplasma spp. De las muestras proporcionadas por
hombres, el 26.53% (13/49) fueron positivas en el diagnostico y el 36.36% (16/44)
de las mujeres participantes también fueron positivas a Mycoplasma spp. El
diagnostico de Mycoplasma spp. ho mostré una tendencia en su incidencia entre
hombres y mujeres. En el caso de Ureaplasma spp., el 32.25% (30/93) de los
participantes fueron positivos en el diagnostico. De las muestras proporcionadas por
hombres, el 18.36% (9/49) fueron positivas y el 47.72% (21/44) de las mujeres

también lo fueron. En este caso, Ureaplasma spp. fue mas frecuente en muijeres.

Un estudio realizado en la Ciudad de Puebla por Camacho y colaboradores (2009)
reportd que el 64.6% (188/291) de las muestras, colectadas para su estudio, fueron
positivas a micoplasmas y ureaplasmas; de esas 188 muestras, el 29.25% (55/188)
fueron positivas a micoplasmas, el 28.19% (53/188) lo fueron para ureaplasmas y

para ambos mollicutes lo fueron el 42.5% (80/188) de las muestras. Sin embargo,
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las muestras utilizadas fueron de exudados vaginales, vulvares, uretrales y
faringeos, se desconoce con exactitud el diagnéstico de ambas bacterias entre
géneros (hombre o mujer) y el estado de salud de los participantes, las muestras
fueron colectadas mientras los pacientes se realizaban un examen microbiol6gico
en un laboratorio clinico privado y sin que el médico solicitara un diagndstico de
mollicutes. Otro estudio realizado en el mismo estado y exclusivamente en mujeres,
aislé U. urealyticum en el 31% (77/250) de las muestras (Rivera et al., 2004), las
muestras eran provenientes de pacientes VIH-1 negativas, se desconoce el resto
de la historia clinica de las participantes. Considerando los datos ya mencionados,
los resultados sobre la incidencia de ureaplasma reportados en esta investigacion
coinciden con los de otros trabajos realizados en el mismo estado. Sin embargo,
debido a que la informacién existente sobre la incidencia de estas bacterias en el
estado de Puebla aun es poca, es importante realizar un mayor niumero de estudios

al respecto para una mejor comparacion entre resultados.

Un estudio realizado por Garcia-Gonzalez en el estado de Yucatan, mostré la
incidencia de Mycoplasma spp. en el 5.44% (8/147) de los participantes y de
Ureaplasma spp. en el 43.53% (64/147) de ellos. En dicho estudio, se consideraron
a pacientes con algun tipo de manifestacion clinica genitourinaria y/o patologia y a
pacientes remitidos para un chequeo médico sin presentar signos o sintomas
clinicos de algun tipo de infeccion urogenital. Del total de las muestras
proporcionadas por hombres, el 1.9% (1/54) fueron positivas a M. hominis, el mismo
porcentaje se reportd para M. genitalium. En mujeres, el porcentaje de incidencia
de M. hominis fue del 5.4% (5/93) y del 1.1% (1/93) para M. genitalium. De las
muestras proporcionadas por hombres, el 18.5% (10/54) fueron positivas a U.
parvum y el 5.6% (3/54) a U. urealyticum. En mujeres, el porcentaje de incidencia
de U. parvum fue del 41.9% (39/93) y del 12.9% (12/93) para U. urealyticum. El
género Ureaplasma spp. fue el mas diagnosticado en el estudio y fue mas comudn
en mujeres. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en esta investigacion,
las mujeres son las que muestran una mayor incidencia en el diagnéstico de ambos
patdgenos. Sin embargo, en este trabajo no hay una diferencia significativa en el

diagnostico del género Mycoplasma entre hombres y mujeres, por lo que
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Unicamente se podria considerar que, aunque si fue mayor el diagnostico de
Mycoplasma spp. en mujeres, Unicamente fue ese grupo el que mostré una

predisposicion a un diagndstico positivo a Ureaplasma spp.

En Estados Unidos, M. genitalium fue detectado en el 16.6% (290/1743) de la
poblacién participante en el estudio realizado por Manhart y colaboradores (2023).
Se desconoce la historia clinica de los participantes, las muestras urogenitales
inicialmente fueron colectadas para ser analizadas para detectar gonorrea y/o
clamidia. M. genitalium se detect6 en el 17.6% (132/750) de las mujeres, siendo el
grupo con mas casos positivos. En el caso de los hombres, se presentd en el 15.9%
(158/993) de ellos. De entre los participantes, de ambos sexos y de entre 18 y 24
afnos, el 23.8% (104/437) fue positivo a la especie, también lo fueron el 16.7%
(77/460) de los participantes de entre 24 y 29 afios; siendo los rangos de edad en
los que la prevalencia de este microorganismo fue mayor, a excepcion de los
participantes menores de 18 afios que represent6 el 30.4% (7/23). Estos resultados
son diferentes a los obtenidos en este trabajo, sin en cambio, muestra que la
incidencia de estos microorganismos es mayor a edades de entre 18 y 29 afios,

edades entre las que se hizo esta investigacion.

Datos obtenidos en Rusia por Rumyantseva y colaboradores (2019) reportan que
U. parvum estuvo presente en 47.8% (1239/2594) de las pacientes, U. urealyticum
en el 8.1% (209/2594) y M. hominis en el 14% (364/2594). En su investigacion
consideraron a mujeres con vaginosis bacteriana, con vaginitis aerébica y a mujeres
sin algun tipo de patologia. En el grupo control, mujeres sanas, el 43.5% (771/1773)
fueron positivas para U. parvum, el 5.9% (104/1773) fueron positivas para U.
urealyticum y el 8.9% (158/1773) fueron positivas para M. hominis. En mujeres con
vaginosis bacteriana, la incidencia de estas bacterias fue del 59.9% (452/754),
13.5% (102/754) y del 26.8% (202/754) respectivamente. Y en el caso de las
pacientes con vaginitis aerobica, la incidencia fue del 23.9% (16/67), 4.5% (3/67) y
del 6% (4/67). Los datos nos muestran que en mujeres sanas la frecuencia de
Ureaplasma spp. es mayor a comparacion a la de Mycoplasma spp. A pesar de que

el diagnéstico fue a nivel de género, los resultados obtenidos en esta investigacion
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para Ureaplasma spp. (47.72%) en mujeres coinciden con los obtenidos con

Rumyantseva y colaboradores (2019).

Ahora bien, los trabajos mencionados anteriormente no consideraron factores que

pudieran participar en la incidencia de estas bacterias.

Un estudio, realizado en hombres universitarios sanos, no encontro relacion entre
la tasa del diagnostico de M. hominis y la frecuencia de los encuentros sexuales de
los participantes. En pacientes sexualmente activos (75/100), las tasas de deteccion
de M. genitalium fueron en el 1.3% (1/75), M. hominis en el 5.3% (4/75), U.
urealyticum en el 16% (12/75) y U. parvum en el 29.3% (22/75) (Takahashi et al.,
2006). De nueva cuenta, el diagnéstico de micoplasma fue menor. Y ningun factor
fue relacionado con la frecuencia del diagnostico de micoplasmas, lo mismo
reportado en esta investigacion. Sin embargo, la tasa de deteccidén de U. urealyticum
se correlaciono significativamente con la frecuencia de los encuentros sexuales de

los participantes, lo mismo ocurrié para U. parvum.

Informes sobre la prevalencia de M. genitalium en mujeres estudiantes, con y sin
sintomas de infeccidn genital, reportan un diagnéstico positivo en el 2.8% (7/249)
de las participantes. En el estudio se consideraron factores que pudieran
predisponer en la incidencia de esta bacteria. Todas las estudiantes con PCR
positiva refirieron haber tenido méas de cinco parejas sexuales en su vida. Ademas,
tener una prueba positiva de C. trachomatis fue un factor de riesgo para la infeccion
de M. genitalium (Hamasuna et al., 2008). Lamentablemente, estos resultados no
concuerdan con los obtenidos en esta investigacién con respecto a Mycoplasma
spp, ademas de que los autores consideraron otros factores; como la coinfecciéon

por otro patégeno.

Otros estudios, realizados en mujeres que asistieron a atencion ginecolégica de
rutina y sin signos de algun tipo de infeccién de transmision sexual (ITS), han
encontrado M. hominis en el 4.6% (142/3115) de las participantes; el aborto previo
inducido y la edad de inicio de las relaciones sexuales se asociaron con la infeccién
por este patdgeno, sin embargo, ninguno de estos factores se asocié con los

resultados obtenidos en el presente trabajo. U. urealyticum fue detectado en el 28%
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(872/3115) de las participantes, se reporté que la infeccion disminuye con la edad
>35 afios y tiende a aumentar en mujeres con un mayor numero de parejas
sexuales y usuarias de dispositivo intrauterino (DIU) (Verteramo et al., 2013). En la
presente investigacion, un mayor numero de parejas sexuales predispone a la
incidencia de Ureaplasma spp. Afadido a esto, otros estudios, en los que se han
incluido a mujeres con y sin sintomas de infeccion genital, han encontrado que vivir
en una zona rural, haber tenido cinco o mas parejas sexuales en la vida y tener mas
de una pareja sexual en los ultimos tres meses aumentan el riesgo de infeccion por
U. urealyticum; mientras que mujeres sexualmente activas, con mas de una pareja
sexual en los ultimos tres meses y presentar picazén y flujo vaginal se asociaron
con un aumento en las probabilidades de infeccion por U. parvum (Lob&o et al.,
2017). En el trabajo realizado por Lobdo y colaboradores (2017) mostré una
prevalencia de U. urealyticum en el 16.6% (50/302) de las participantes y U. parvum
fue diagnosticado en el 60.6% (183/302) de ellas.

Otros estudios, realizados en mujeres no embarazadas y con posibilidad de padecer
alguna ITS, determinaron que el uso de métodos anticonceptivos, el consumo de
alcohol y el hecho de haber tenido méas de una sexual en su vida (Holali et al., 2021)
son factores que influyeron en un diagndéstico positivo, lamentablemente estos
factores fueron relacionados con el riesgo de contraer alguna de todas las ITS
estudiadas en dicha investigacion, no solo para micoplasmas y ureaplasmas. Esto
solo demuestra la falta de informacién sobre el diagnéstico y factores que
predisponen a la infeccién por Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp. en pacientes

sanos.

La orina se utiliza como una muestra clinica no invasiva y es empleada para el
diagnéstico de patégenos a través de métodos microbiolégicos y moleculares. Por
lo que, este tipo de muestra es ideal en trabajos de investigacion, el paciente puede
tomar la muestra en privacidad, sin incomodidades, sin riesgos a equivocaciones en
su toma y reduce el rechazo de la participacién de los pacientes en comparacién de

otro tipo de muestras como exudados, que pueden ser incbmodos e invasivos.
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En esta investigacién se diagnosticaron a las bacterias de interés por métodos
microbiologicos y moleculares. El uso de cultivos microbiolégicos para el diagnostico
de patdégenos suele ser la técnica de primera eleccion en términos de costos, sin
embargo, el diagndstico de Mollicutes por métodos microbiol6gicos es lento y
sensible a cambios de pH y presencia de otras bacterias. La PCR es una prueba de
diagnéstico molecular que permite detectar un fragmento de ADN de un
microorganismo en diferentes tipos de muestras clinicas como sangre, saliva, orina,
moco, tejido, etc.; sin embargo, pueden existir inhibidores de estos ensayos, la
principal consecuencia de una inhibicion parcial o total de la PCR es una
sensibilidad disminuida o resultados falsos negativos (Schrader et al., 2012). Por
estos factores, que pueden disminuir la sensibilidad del método de diagnostico, el
uso de dos métodos ha sido la estrategia mas recomendada para minimizar
resultados falsos (Timenetsky et al., 2006). La PCR en combinacion con cultivo es
el procedimiento mas recomendado (Uphoff & Drexler, 2002; Timenetsky et al.,
2006).

Investigaciones han mostrado una sensibilidad relativa del 61.4% para muestras de
orina, 85.7% para hisopo vaginal, 74.3% para hisopo cervical y 24.3% para hisopo
rectal (Lillis et al., 2011) en la deteccidén de M. genitalium por PCR en mujeres que
asistieron a la clinica de ETS, donde se realiz6 la investigacion, por cualquier

motivo.

En otro estudio, donde participaron hombres y mujeres que asistieron a una clinica
de ETS y de los que se desconoce el motivo su asistencia a la clinica, la primera
miccion de orina (FVU) mostré una sensibilidad relativa del 97.6% y la de los
hisopados uretrales fue del 82.5%, esto para el diagnéstico de M. genitalium en
hombres; concluyendo que, la FVU es la muestra de diagndstico mas sensible en el
diagnostico de este patdgeno por PCR. En el mismo estudio, los hisopos uretrales
detectaron el 57% de las infecciones, los hisopos cervicales detectaron el 71% vy la
FVU el 88% de los casos en mujeres; la muestra de FVU fue significativamente mas
eficiente que la muestra de hisopo uretral y cervical (Jensen et al., 2004). A pesar

de que la FVU fue mas eficiente para la deteccion de este patdgeno, los autores
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recomiendan el uso de FVU y el de las muestras de hisopo uretral o cervical para
aumentar la sensibilidad en el caso del diagnéstico en mujeres. Cabe afiadir que,
en un pequefio subconjunto de la FVU de mujeres, el almacenamiento de las
muestras a -20°C dio lugar a resultados falsos negativos en el diagndéstico de M.
genitalium por PCR, esto ocurrio en el 27% de las muestras que resultaron positivas

cuando se realiz6 una preparacion de la muestra antes de la congelacion.

Considerando los puntos expuestos, debe considerarse el riesgo de obtener
resultados falsos negativos en el diagnéstico de Mycoplasma spp. y Ureaplasma
spp. por PCR, esto en comparacion de los resultados obtenidos a través de métodos
microbiol6gicos. Ademas, cabe sefialar, que al igual que Jensen y colaboradores
(2004), las muestras colectadas en la presente investigacion también fueron

conservadas a -20°C antes de ser procesadas por PCR.

La orina contiene inhibidores de PCR como urea, gonadotropina coriénica humana
beta y cristales que pueden impedir la deteccion del ADN bacteriano (Khan et al.,
1991; Mahony et al., 1998; Munch et al., 2019). El componente mas critico en las
muestras de orina es la urea, que puede provocar la degradacion de la polimerasa
(Saulnier & Andremont, 1992; Wilson, 1997; Schrader et al., 2012). En este estudio
Unicamente se utilizaron muestras de pacientes que refirieron ser sanos (criterio de
inclusion), pero se desconoce si las muestras proporcionadas contenian cristales,
niveles de urea elevados o si alguna de las participantes se encontraba embarazada
para el momento en el que se colectaron las muestras. La existencia de estos
inhibidores pudo haber influido en que Unicamente el 7% de las muestras fueran
positivo en el diagndstico para ambos géneros a través de PCR en comparacion de
los resultados obtenidos a través de métodos microbiolégicos, el 37% por medio de
cultivo liquido y el 25% por medio de cultivo sélido en el caso de Mycoplasma spp.
y del 62% por medio de cultivo liquido y el 30% por medio de cultivo solido para

Ureaplasma spp.

Segun Munch y colaboradores (2019) una alternativa para contar con una mayor
concentracion de ADN bacteriano en este tipo de muestras bioldgicas es utilizar un

volumen de 30 mL de orina 0 mas. No obstante, al realizar la centrifugacion de la
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orina para concentrar las bacterias, los cristales (como el oxalato de calcio, el acido
arico y los cristales de fosfato amorfo o urato) pueden formar granulos grandes, asi
gue el uso de volumenes de orina mas grandes, pueden agravar ain mas este

problema.

Factores como el pH y las concentraciones de solutos en la orina, afectan en la
formacion de cristales. Los cristales de acido urico se forman en la orina acida (pH
< 5.8), y en la orina neutra o alcalina se tienden a formar cristales de fosfato de
calcio y fosfato amorfo. Para disolver estos cristales, se puede calentar la orina,
pero existe la posibilidad de la degradacién del ADN, provocando falsos negativos

en la prueba.

Por lo tanto, es preferible tanto el uso de métodos microbiolégicos como el de
métodos moleculares en el diagndstico de cualquier patégeno, de esta manera se
evitan falsos resultados debido a la contaminacion de los medios de cultivo y a sus

vires inespecificos, los cambios en el pH y de inhibidores de PCR.

Ademas de los métodos ya mencionados, puede considerarse el uso de otros
métodos en el diagndstico de estos microorganismos y asi, confirmar los resultados
obtenidos. Tumino y colaboradores (2020) proponen la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) como un método molecular para el diagnostico de
agalactia contagiosa (CA), una enfermedad infecciosa responsable de la perdida de
ovejas productoras de leches y que es provocada por Mycoplasma agalactiae. En
su trabajo, el ensayo LAMP pudo detectar M. agalactiae en 81 de 90 muestras de
leche positivas, a diferencia de las 69 muestras positivas diagnosticadas por PCR
en tiempo real. Siendo asi, el método LAMP mas sensible que la PCR en tiempo
real, con una sensibilidad del 90% y del 77%, respectivamente. Asi mismo, el tiempo
gue tardo la pruebay el costo del procedimiento fue menor por el ensayo LAMP que

por PCR en tiempo real.

LAMP tiene la capacidad de amplificar un gen a alta eficiencia en condiciones
isotérmicas de entre los 60 a 65 °C y, a diferencia de la PCR convencional y la PCR
en tiempo real, es menos sensible a los inhibidores presentes en las muestras

biolégicas (Tumino et al., 2020). LAMP no trabaja con ciclos a diferentes
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temperaturas, con este método el ADN se incuba a temperatura constante durante
aproximadamente 60 minutos con cuatro cebadores diferentes para identificar seis
regiones distintas en el gen objetivo y una polimerasa con alta actividad de

desplazamiento de cadena (Itoh et al., 2020).

Igualmente, Itoh y colaboradores (2020) proponen el método PURE-LAMP, en el
gue busca complementar el ensayo LAMP, para el diagnostico Mycoplasma bovis
en leche, con el procedimiento de extraccién ultrarrapida (PURE). EI LAMP
determina la positividad basandose en un aumento de la turbidez; sin embargo,
algunas muestras pueden ser muy turbias debido a sus componentes, como la leche
gue contiene grasa y caseina. El método PURE es una técnica de extraccion y
purificacibn de ADN en la que los componentes que inhiben la amplificacién y
deteccion del ADN se absorben en un material poroso y se filtran. A pesar de lo
atractiva que puede sonar esta técnica, se debe probar su eficacia en muestras de
orina humana ya que, Unicamente se ha utilizado de manera veterinaria en muestras

de sangre, hisopos de garganta y esputo.

Por todo lo anterior, el principal aporte de este trabajo fue identificar la incidencia de
la colonizacién por Mycoplasma spp. y Ureaplasma spp., patégenos clasificados
como de transmisién sexual, en una poblacién sana. Esto ayuda a ampliar el
panorama de lo que se conoce hasta el momento, pues su estudio en este tipo de
poblacion es escaso en comparacion a su estudio en relacién con otras bacterias,
su relacion a otras patologias en el ser humano y su estudio en otras regiones
geograficas. Especificamente, en este trabajo se hall6 que la incidencia de
Mycoplasma spp. no fue significativamente diferente entre hombres y mujeres, por
lo que podriamos concluir que no hay una tendencia en su prevalencia con respecto
al género. En cuanto a Ureaplasma spp, mostré ser mas frecuente en mujeres que

en hombres, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura.

De igual manera, esta investigacion identificé los posibles factores, relacionados a
la vida sexual de los participantes, que pudieran predisponer a un diagnostico

positivos a estas bacterias, como lo es el género (mujer), el numero de parejas

38



sexuales y el consumo de alcohol en el caso de Ureaplasma spp. Para Mycoplasma

spp. no se hall6 algun factor que influyera en su diagnostico.

Afadido a lo anterior, también se menciona los posibles errores cometidos durante
el diagnostico de estos microorganismos, los pueden provocar falsos resultados,
por lo que se debe tomar atencidén a los métodos y técnicas que se apliquen en su

diagnéstico.

Se espera que este trabajo incite al estudio de este tipo de bacterias en poblaciones
sanas y de los factores que inciden en su incidencia, y de esta manera poder
encontrar formas para su prevencion (pues son considerados organismos de
transmision sexual), identificar los riesgos de salud que pueden provocar en el
paciente y ampliar y/o cubrir vacios de lo que se sabe hasta ahora sobre estos

microorganismaos.

10. CONCLUSIONES

e Laincidencia de Mycoplasma spp. en la poblacién universitaria sana fue del
38.18%, incluyendo hombres y mujeres.

e No existe diferencia significativa entre el nimero de diagnosticos positivos
para Mycoplasma spp. entre hombres (26.53%) y mujeres (36.36%). Por lo
gue no existe una predisposicion en su incidencia con respecto al género.

¢ No existen factores, de los aqui estudiados (vida sexual activa, la edad a la
gue iniciaron su vida sexual, el niumero de veces que tienen relaciones
sexuales al mes, el nimero de parejas sexuales que han tenido, el uso o no
de algun preservativo de barrera, el consumo o no de alcohol y tabaco y el
género de los participantes), que predisponga a un diagndstico positivo para
Mycoplasma spp.

e La incidencia de Ureaplasma spp. en la poblacién universitaria sana fue del
32.25%, incluyendo hombres y mujeres.

e Las mujeres (47.72%) muestran una mayor predisposicion a un diagnostico

positivo a Ureaplasma spp. a comparacion de los hombres (18.36%).
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e El nimero de parejas sexuales, el consumo de alcohol y el género son
factores que pueden predisponer a un diagnéstico positivo a Ureaplasma
spp.

11. PERSPECTIVAS

1) Ampliar y unificar el nUmero de participantes de cada género y edad en la
investigacion.

2) Examinar la posibilidad de incluir otros tipos de muestras, como exudados,
en el trabajo de investigacion.

3) Considerar posibles factores que puedan generar un resultado falso negativo
en los métodos microbiolégicos e incluir un método para reducirlos.

4) Incluir un método para disminuir los factores que puedan inhibir y generar un
falso negativo en su diagnéstico por PCR.
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ANEXOS



ANEXO 1:

Encuesta aplicada a los participantes voluntarios en el estudio

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

CENTRO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS MICROBIOLOGICAS -
INSTITUTO DE CIENCIAS (ICUAP)

No de Serie:

Edad: Sexo: M / F /| Prefiero no contestar

1. ¢ Tiene una vida sexual activa? Si  / No, ¢a qué edad inici6 su vida sexual?

2. ¢,Con qué frecuencia al mes tiene relaciones sexuales?

3. ¢, Cuantas parejas sexuales ha tenido hasta el momento?

4. ¢Utiliza preservativos u otro método para prevenir las enfermedades de

transmision sexual (ETS)? Si / No

5. ¢ Fuma o consume bebidas alcohdlicas? Si, ¢,cual? /
No
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ANEXO 2:

Consentimiento informado sobre la privacidad y uso de los datos de los

participantes
Facultad de Biologia

BUAP

Consentimiento Informado

Yo declaro

gue he sido informado e invitado a participar en una investigacion denominada
“‘Deteccion de Micoplasmas spp., en una poblacién universitaria”, esté es un
proyecto de investigacion cientifica que cuenta con el respaldo y financiamiento de

la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

Entiendo que este estudio busca conocer la frecuencia con que se aislan por
métodos microbioldgicos y deteccidn molecular especies de micoplasmas en una
poblacion universitaria a partir de muestras de orina matutina en ayunas. Ademas
de contestar una encuesta que demorara alrededor de 15 minutos. Me han
explicado que la informacion registrada sera confidencial, y que los nombres de los
participantes serdn asociados a un numero de serie, esto significa que las
respuestas no podran ser conocidas por otras personas ni tampoco ser identificadas

en la fase de publicacion de resultados.

Estoy en conocimiento que los datos no me serian entregados y que no habra
retribucién por la participacion en este estudio, si que esta informacion podra
beneficiar de manera indirecta y por lo tanto tiene un beneficio para la sociedad

dada la investigacion que se esta llevando a cabo.

Asimismo, sé que puedo negar la participacion o retirarme en cualquier etapa de la

investigacion, sin expresion de causa ni consecuencias negativas para mi.
Si. Acepto voluntariamente participar en este estudio.

Fecha:
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Si tiene alguna pregunta durante cualquier etapa del estudio puede comunicarse

con el Dr. José Antonio Sanchez Hernandez del Comité de Etica Institucional,
Facultad de Medicina de la BUAP., al teléfono 2224904652.

Documento basado en acuerdo a la Declaracion de Helsinki.

ANEXO 3:

Preparacion de 100 mL de caldo Eaton

1. Pesar en una balanza 2 gr de medio base para micoplasmas y 0.5 gr de
dextrosa.

2. En un matraz, mezclar los reactivos con 65 mL de agua destilada y afadir 1
mL de rojo de fenol.

3. Esterilizar en la autoclave a una presion 15 Ib durante 15 minutos. Terminado
el tiempo, retirar de la autoclave y dejar enfriar.

4. Una vez frio, agregar al matraz 10 mL de dializado de levadura, 0.12 gr de
penicilina y 25 mL de suero de caballo.

5. Incubar a 37°C durante un dia como prueba de esterilidad.

ANEXO 4.

Preparacién de 100 mL de agar Eaton

1.

Pesar en una balanza 2 gr de medio base para micoplasmas, 0.5 gr de
dextrosa y 1.3 gr de agar bacteriolégico.

En un matraz, mezclar los reactivos con 65 mL de agua. Homogeneizar la
mezcla colocando matraz bajo un mechero y agitar, teniendo cuidado de no
derramar la mezcla.

Esterilizar en la autoclave cada medio a una presion 15 Ib durante 15
minutos. Terminado el tiempo, retirar de la autoclave y dejar enfriar a

temperatura ambiente, sin dejar gelificar.
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Una vez frio, agregar al matraz 10 mL de dializado de levadura, 0.12 gr de
penicilina y 25 mL de suero de caballo.
Verter en placas Petri estériles y dejar gelificar. Incubar a 37°C durante un

dia como prueba de esterilidad.

ANEXO 5:

Preparacion de 100 mL de caldo Urea

1.

Pesar en una balanza 2 gr de medio base para micoplasmas, mezclar en un
matraz con 65 mL de agua destilada y afiadir 1 mL de rojo de fenol.
Esterilizar en la autoclave a una presion 15 Ib durante 15 minutos. Terminado
el tiempo, retirar de la autoclave y dejar enfriar.

Una vez frio, agregar al matraz 10 mL de dializado de levadura, 0.12 gr de
penicilina, 25 mL de suero de caballo y 5 mL de urea al 10%.

Incubar a 37°C durante un dia como prueba de esterilidad.

ANEXO 6:

Preparacion de 100 mL de agar Urea

1.

Pesar en una balanza 2 gr de medio base para micoplasmas y 1.3 gr de agar
bacteriologico.

En un matraz, mezclar los reactivos con 65 mL de agua. Homogeneizar la
mezcla colocando matraz bajo un mechero y agitar, teniendo cuidado de no
derramar la mezcla.

Esterilizar en la autoclave cada medio a una presion 15 Ib durante 15
minutos. Terminado el tiempo, retirar de la autoclave y dejar enfriar a
temperatura ambiente, sin dejar gelificar.

Una vez frio, agregar al matraz 10 mL de dializado de levadura, 0.12 gr de
penicilina, 25 mL de suero de caballo y 5 mL de urea al 10%.

Verter en placas Petri estériles y dejar gelificar. Incubar a 37°C durante un

dia como prueba de esterilidad.
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ANEXO 7:

Extraccion de ADN genémico de las muestras

Una vez descongelado el cultivo en fase liquida:

1.

7.

En un tubo Eppendorf estéril colocar 400uL de cultivo de micoplasmas o
ureaplasmas en fase liquida. Centrifugar a 10 000 rpm durante dos minutos.
Decantar el sobrenadante en un frasco. Al boton adicionar 400uL de
Genomic Lysis Buffer. Mezclar y llevar al vortex a velocidad maxima durante
un minuto y colocar en un cuarto de temperatura a durante un tiempo de 5 a
10 minutos.

Transferir la mezcla anterior a un tubo Zymo-Spin IICR Column con su
respectivo Collection Tube. Centrifugar a 10 000 rpm durante un minuto.
Desechar el Collection Tube.

Transferir el Zymo-Spin IICR Column a un nuevo Collecticu Tube. Adicionar
200puL de DNA Pre-Wash Buffer al Zymo-Spin IICR Column. Centrifugar a 10
000 rpm durante un minuto.

Adicionar 500pL de g-DNA Wash Buffer al Zymo-Spin IICR Column.
Centrifugar a 10 000 rpm durante un minuto.

Transferir el Zymo-Spin IICR Column a un tubo Eppendorf estéril. Adicionar
50uL de DNA Elution Buffer al Zymo-Spin IICR Column. Incubar durante un
tiempo de dos a cinco minutos en un cuarto de temperatura.

Centrifugar a 10 000 rpm durante 30 segundos para eluir el DNA.

El producto se puede utilizar inmediatamente para su procesamiento o guardarse a

-20°C para su futuro uso.
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ANEXO 8:

Coeficientes de las variables avaluadas sobre la ocurrencia de Mycoplasma

spp.

B Error estandar Sig. (p*) Exp(B)

Paso 1 Tiene una vida sexual -.333 617 .589 q17
activa
Edad a la que inicio su 112 143 433 1.118
vida sexual
Numero de parejas 147 121 228 1.158
sexuales que ha tenido
Uso de preservativo -1.357 1.257 .280 257
Consumo de alcohol 484 557 .385 1.623
Consumo de tabaco 136 .746 .855 1.146
Género .783 .552 .156 2.187
Constante -3.375 2.668 .206 .034
Paso 2 Tiene una vida sexual -.352 .608 .563 .703
activa
Edad a la que inicio su 112 143 435 1.118
vida sexual
Numero de parejas 151 119 .203 1.163
sexuales que ha tenido
Uso de preservativo -1.366 1.262 279 .255
Consumo de alcohol 475 .554 392 1.608
Género .755 531 155 2.128
Constante -3.334 2.659 210 .036
Paso 3 Edad a la que inicio su A1 143 440 1.117
vida sexual
Numero de parejas 135 115 241 1.145

sexuales que ha tenido
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Uso de preservativo -1.412 1.241 255 .244
Consumo de alcohol 495 552 371 1.640
Género .738 529 163 2.092
Constante -3.524 2.646 183 .029
Paso 4 Numero de parejas .098 104 349 1.103
sexuales que ha tenido
Uso de preservativo -1.489 1.199 214 .226
Consumo de alcohol 529 .549 .336 1.697
Género 767 523 143 2.153
Constante -1.537 577 .008 215
Paso 5 Uso de preservativo -1.325 1.141 245 .266
Consumo de alcohol 570 .544 295 1.767
Género .766 .518 139 2.151
Constante -1.239 477 .009 .290
Paso 6 Uso de preservativo -1.448 1.131 .200 .235
Género .860 509 .091 2.363
Constante -.898 329 .006 407
Paso 7 Género .754 496 128 2125
Constante -.961 .326 .003 .382
Paso 8 Constante -.654 242 .007 .520

B= Coeficiente del modelo de regresién logistica binaria; Exp(B)= Odd Ratio (OR) o

razon de probabilidades; * Valor de p; ** Valor significativo de p (p < 0.05).
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ANEXO 9:

Coeficientes de las variables avaluadas sobre la ocurrencia de Ureaplasma

spp.

Error
B estandar Sig. (p*) Exp(B)

Paso1 Tiene una vida sexual -.168 .709 .813 .845

activa

Edad a la que inicio su .259 .160 105 1.295

vida sexual

Numero de parejas 301 142 .034 1.351

sexuales que ha tenido

Uso de preservativo -.718 1.131 525 .488

Consumo de alcohol -1.404 .658 .033 .246

Consumo de tabaco .535 .832 520 1.708

Género 1.952 672 .004 7.044

Constante -6.273 3.018 .038 .002
Paso 2 Edad ala que inicio su .258 159 .106 1.294

vida sexual

Numero de parejas 293 137 .032 1.340

sexuales que ha tenido

Uso de preservativo -.754 1.116 499 470

Consumo de alcohol -1.392 .656 .034 .249

Consumo de tabaco .568 .825 491 1.765

Género 1.955 672 .004 7.061

Constante -6.365 2.991 .033 .002
Paso3 Edad ala que inicio su .260 .161 .106 1.297

vida sexual

Numero de parejas 304 135 .024 1.355

sexuales que ha tenido
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Uso de preservativo -.738 1.130 514 478

Consumo de alcohol -1.421 .653 .029 .241

Género 1.828 637 .004 6.223

Constante -6.279 3.010 .037 .002
Paso4 Edad ala que inicio su 278 .159 .080 1.320

vida sexual

Numero de parejas .306 139 .028** 1.357

sexuales que ha tenido

Consumo de alcohol -1.335 .631 .034** .263

Género 1.739 615 .005**  5.692

Constante -6.654 2.978 .025 .001

B= Coeficiente del modelo de regresion logistica binaria; Exp(B)= Odd Ratio (OR) o

razon de probabilidades; * Valor de p; ** Valor significativo de p (p < 0.05).
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