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Resumen

Diversos estudios indican que la colonizacién vaginal con
Ureaplasma urealyticum puede estar asociada con el desa-
rrollo de vaginosis bacteriana, enfermedad inflamatoria pél-
vica, septicemia post-parto y ruptura prematura de mem-
branas. Ureaplasma urealyticum presenta una prevalencia de
colonizacién de 40 a 80% en el tracto genital bajo en muje-
res embarazadas. Es cierto que 80% de mujeres pueden
ser colonizadas con este microorganismo, pero sélo una
pequefia proporcion de estas mujeres desarrollan corio-
amnionitis. Ureaplasma urealyticum fue aislado en 31% del
total de las muestras. Por medio de la técnica de PCR se
detectd, en 42% de las muestras, el producto de amplifica-
cién (429 pb) que permite identificar la presencia de Urea-
plasma urealyticum.

Introduccioén

Los micoplasmas son un grupo de bacterias ca-
racterizadas por un reducido tamafio celular

Summary

Several studies in women have indicated that vaginal coloni-
zation with Ureaplasma urealyticum can be associated with
an increased risk of developing bacterial vaginosis, pelvic in-
flammatory disease and post-partum septicaemia. Premature
rupture of membranes and preterm labour and birth have
also been associated with these bacteria. Ureaplasma urea-
Iyticum is a prevalent (40 to 80%) colonizer of the lower
genital tract of pregnant women. While up to 80% of wom-
en may be colonized with Ureaplasma urealyticum, only a small
proportion of these women develop chorioamnionitis. Ure-
aplasma urealyticum was isolated in 31% of the total sam-
ples. PCR detected in a 42% of the samples the amplifica-
tion product (429 bp) that allows to identify the presence of
Ureaplasma urealyticum.

(0.3 2 0.8 um), por la ausencia de pared celular y
un genoma pequefio (570 a 2200 pb).!

Diversos estudios en mujeres indican que la
colonizacion con Mycoplasma hominis y Ureaplas-
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ma urealyticum puede favorecer el desarrollo de
vaginosis bacteriana, enfermedad inflamatoria pél-
vica y septicemia posparto.?® Ademas estos mi-
croorganismos se han asociado con corioamnioi-
tis, uretritis, cervicitis y cistitis.”

Ureaplasma urealyticum puede ser adquirido por
los neonatos en el Gtero,® o por transmision verti-
cal durante el nacimiento,*! y puede llegar a cau-
sar neumonia, hipertensién pulmonar, enfermedad
pulmonar crénica y meningitis en los recién naci-
dos.'#1 En adultos, este microorganismo se ad-
quiere por transmisién sexual, y su presencia en
semen se relaciona con infertilidad.*"-8

Ademas se ha establecido que en pacientes in-
fectados con el virus de la inmunodeficiencia ad-
quirida (VIH-1) existen alteraciones de las células
Ty la disminucién de linfocitos CD4* favorecien-
do que en las etapas mas avanzadas de la enfer-
medad la frecuencia de infecciones oportunistas
se presenten,®22 destacando entre éstas la causa-
da por Ureaplasma urealyticum.

El objetivo de este trabajo es conocer la preva-
lencia de Ureaplasma urealyticum en una poblacion
gue asiste a consulta en el Hospital Universitario
de Puebla (HUP).

Material y métodos
Material biol6gico

Durante el periodo de octubre de 2002 a marzo
de 2003 se obtuvieron 250 muestras de exudados
vaginales en el laboratorio de Microbiologia Clini-
ca del HUP Las muestras procedieron de pacien-
tes mayores de 20 afios, VIH-1 negativas y que no
fueran sexoservidoras.

Medio de cultivo

Caldo urea (2 gramos de base para micoplasmas,
0.75 mL de rojo de fenol, 65 mL de agua destilada,
10 mL de dializado de levadura, 0.1 gramo de pe-
nicilina, 5 mL de urea al 10%, 25 mL de suero de

caballo). Para preparar el agar urea se omite el
rojo de fenol, y se adicionan 1.3 gramos de agar
bacterioldgico.

Procesamiento de las muestras

Cada una de las muestras fueron resuspendidas
en 2 mL de caldo urea para el aislamiento de Ure-
aplasma urealyticum, incubandose a 37° C hasta
presentarse el vire del indicador de pH. A conti-
nuacién se realizaron resiembras de 5 uL en agar
urea, incubandose a 37° C de 24 a 48 horas, con
la finalidad de confirmar su aislamiento. Al total de
las muestras (n = 250) se les realiz6 la técnica de
PCR para confirmar los aislamientos.

Extraccion de ADN

250 pL de cada muestra se centrifugaron a 16,000
rpm durante 20 minutos a 4° C. El bot6n resultan-
te se resuspendio en 50 pL de solucion A (10 mM
Tris HCI pH 8.3, 100 mM KCl, 2.5 mM MgCl,) y 50
L de solucién B (10 mM Tris HCI pH 8.3, 2.5 mM
MgCl,, 1% Tween 20, 1% Triton X-100) y 120 ug
de proteinasa K por mililitro, se incubé 1 hora a 60°
C, enseguida se llevé a 4° C por 10 minutos y se
transfirié a 4° C. Se incluyé también un cultivo con-
trol de Ureaplasma urealyticum. Cinco pL de cada
muestra se utilizaron para la amplificacion por PCR.

Iniciadores

Los iniciadores (primers) utilizados para la ampli-
ficacion son descritos por Blanchard® y éstos am-
plifican un fragmento de 429 pb del gen de la urea-
sa. La secuencia de los iniciadores son: U5 (5 CAA
TCT GCT CGT GAAGTATTAC3 )y U4 (57
ACG ACG TCC ATAAGC AACT 37).

Amplificacion de la muestra

Las muestras se amplificaron en un termociclador
programable (mini Cycler MJResearch, Inc. Water-
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town. MA., USA). La mezcla de reaccion contiene
10 mM Tris-HCI pH 8.5, 200 uM de cada dNTP”s,
50 mM de KCl, 3.5 mM de MgCl,, 2.5 U de enzi-
ma Taq polimerasa, 0.3 M de cada iniciador (Gi-
bco BRL) y una gota de aceite mineral estéril, para
un volumen final de muestra de 50 L.

Electroforesis en gel de agarosa

20 pL de cada muestra amplificada se analizaron
en un gel de agarosa al 1%, conteniendo 5 g de
bromuro de etidio por mililitro, el corrimiento
electroforético se realizé a 70 volts durante 1.5
horas y la presencia de ADN fue revelada con una
ldmpara de luz ultravioleta.

Resultados y discusién

Del total de las muestras de exudados vaginales
se aisld en 77/250 (31%) a Ureaplasma urealyti-
cum. Este porcentaje de aislamiento es compara-
ble con las incidencias previamente reportadas en
otros paises, siendo de 30 a 85% para Ureaplasma
urealyticum.24%

Para fines précticos en el diagnostico clinico de
Ureaplasma urealyticum se observé que en caldo
urea se aislo en 49/77 (63%) y en agar urea 77/77

Figura 1. Aislamiento de Ureaplasma urealyticum en agar urea
a partir de las muestras positivas de los exudados vaginales, se
observan las colonias caracteristicas en forma de “huevo fri-
to” (escala de la barra 0.5 mm).

(100%), lo anterior esta condicionado a la ventaja
que se le proporciona al microorganismo en un
medio liguido, favoreciendo asi su reproduccion,
lo cual se confirmé en agar urea (figura 1).

Por medio de la técnica de PCR se detecto en
106/250 (42%) de las muestras el producto de
amplificacion (429 pb) que permite identificar la
presencia de Ureaplasma urealyticum (figura 2).

Es importante sefialar que los cultivos, tanto li-
quidos como solidos, tienden a contaminarse con
la propia flora que acompafia al exudado, propi-
ciando que no se puedan obtener los aislados en
su totalidad, sin embargo con la prueba de PCR
fueron positivas varias muestras que en caldo y agar
urea fueron negativas. Por lo anterior se sugiere
adicionar a los medios de cultivo el inhibidor VCN
(vancomicina 330 mg, colistin 750 mg, nistalina
1,250 unidades), para favorecer su aislamiento y

L 123456789 10

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos
amplificados a partir de los extractos de ADN de las cepas
aisladas a partir de los exudados vaginales. (L) marcador de
peso molecular de 1,000 pares de bases, (1) control negativo,
(2) control positivo del producto especifico de 429 pb ampli-
ficado a partir de la cepa de referencia de Ureaplasma urealy-
ticum, (3-5) muestras negativas a la amplificacién en exudados
vaginales, (6-8) muestras positivas al producto especifico am-
plificado a partir de cultivos positivos a Ureaplasma urealyti-
cum en exudados vaginales, (9-10) muestras negativas a la
amplificacion en exudados vaginales.
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asi poder realizar estudios posteriores con estas
cepas aisladas.?

En algunos estudios se ha observado que la téc-
nica de PCR puede carecer de sensibilidad, y eso
puede ser debido a la presencia de substancias in-
hibidoras en las muestras o que la cantidad sea <
10% microorganismos/mL.%

Conclusion

Debido a la importancia médica que tiene Urea-
plasma urealyticum respecto a los efectos negati-
vOs que puede producir, tanto en mujeres emba-
razadas como en los neonatos, y su asociacion con
microorganismos potencialmente patégenos o
patogenos, se sugiere que en la préctica clinica se
considere, en nuestro medio, como agente causal
de enfermedad o cofactor que explica la causa de
diversas enfermedades y por tanto solicitar su diag-
nostico de forma rutinaria, principalmente cuan-
do se inicia un seguimiento durante el embarazo.
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