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RESUMEN

i a . . . .
Revisores'  |ntroduccion. Mycoplasma pneumoniae constituye una causa frecuente de infecciones del

tracto respiratorio en humanos, y en menor frecuencia, se describen infecciones extrapulmo-

nares. En Cuba el diagnostico de Mycoplasma pneumoniae solo se realiza en el Laboratorio

Nacional de Referencia de Micoplasmas (LNR-M) del IPK, y hasta el afio 2012 solo se habian

Editor  realizado 2 estudios donde se detect6 esta especie. Métodos. Se implementaron métodos

Amanda Gomez Bahamonde para el diagndstico de Mycoplasma pneumoniae, la determinacion de la susceptibilidad an-

Academia de Ciencias de Cuba. timicrobiana, asi como para la deteccién molecular de resistencia antimicrobiana. Se reali-

La Habana, Cuba zaron estudios descriptivos para la deteccion de Mycoplasma pneumoniae en pacientes con

sintomatologia respiratoria, de los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de aislados

Traductor  ¢jinjcos, la deteccion de resistencia a macrélidos a partir de muestras clinicas positivas, y

Yoan Karell Acosta Gonzélez la deteccion de genotipos de Mycoplasma pneumoniae. Resultados y Discusién. Se detectd

Academia de Ciencias de Cuba. Mycoplasma pneumoniae en el 5,2 % de pacientes con Infeccion Respiratoria Aguda Grave y
La Habana, Cuba . . ) . . .

Enfermedad Tipo Influenza, todos negativos a virus respiratorios. Se demostré Mycoplasma

pneumoniae en el 25,8 % de nifios con sindrome coqueluchoide, el 23 % de nifios con neumo-

nia intersticial y el 60 % de nifios con asma no controlada. Se demostrd por primera vez en

2 N. del E.: En este apartado figuran los nom- Cuba la resistencia a macrdlidos en Mycoplasma pneumoniae, detectandose en un 22,5 %, y
bres de los arbitros que accedieron a reveler - . . . .

su identidad, como expresion de apertura  S€ confirmd mediante la demostracion de los mecanismos moleculares asociados. Se des-

progresiva del proceso de revision por pa-  cribieron los genotipos de Mycoplasma pneumoniae circulantes en el pais, identificandose

;%R;:f;recen aquellos que optaron por el 5 secuencias tipo nuevas. Se concluyé que estas evidencias cientificas confirman el papel

patogénico de esta especie y sugieren la necesidad de una vigilancia activa.
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Instituto de Hematologia e Inmunologia.
La Habana, Cuba
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Evidence of Mycoplasma pneumonie infections in Cuba

ABSTRACT

Introduction. Mycoplasma pneumoniae is a common cause of respiratory tract infections
in humans and, less frequently, extrapulmonary infections are described. In Cuba, the diag-
nosis of Mycoplasma pneumoniae is only done in the National Reference Laboratory of
Mycoplasmas (NRL-M) at IPK and, until 2012, this species had only been detected in 2 stu-
dies. Methods. Methods were implemented for the Mycoplasma pneumoniae diagnosis,
the antimicrobial susceptibility determination, and the antimicrobial resistance molecular
detection. Descriptive studies were conducted for the Mycoplasma pneumoniae detection
in patients with respiratory symptomatology, for the antimicrobial susceptibility patterns
of clinical isolates, the macrolide resistance detection in positive clinical samples, and the
detection of Mycoplasma pneumoniae genotypes. Results and Discussion. Mycoplasma
pneumoniae was detected in 5.2 % (96/1836) of patients with Severe Acute Respiratory
Infections and Influenza-like iliness, all negative to respiratory virus. Mycoplasma pneumo-
nia was demonstrated in 25.8 % (31/120) of children with coqueluchoid syndrome, 23 %
(17/74) of children with interstitial pneumonia, and 60% (9/15) of children with non-contro-
lled asthma. The macrolide resistance in Mycoplasma pneumoniae was showed in Cuba
for the first time, detected in a 22.5%, and confirmed by the demonstration of the asso-
ciated molecular mechanisms. The Mycoplasma pneumoniae genotypes circulating in the
country were described and 5 new sequence types were identified. It was concluded that
these pieces of scientific evidence support the pathogenic role of this species and suggest

the necessity of an active surveillance.

Keywords: Mycoplasma pneumonia; respiratory infections; antimicrobial resistance

INTRODUCCION

Mycoplasma pneumoniae ha constituido una causa fre-
cuente de infecciones del tracto respiratorio en humanos,
ha incluido bronquiolitis, faringitis, sindrome coqueluchoi-
de, asma y neumonia intersticial, las cuales han sido mas
frecuentes en niflos en edad escolar. (2 Igualmente, aunque
con menor frecuencia se han descrito infecciones extrapul-
monares. ¢4 Las tetraciclinas, fluoroquinolonas y macrélidos
han sido los antimicrobianos efectivos para el tratamiento de
Mycoplasma pneumoniae y han constituido los macrolidos el
tratamiento de eleccion. © Los aislados clinicos de Mycoplas-
ma pneumoniae resistentes a macrolidos se informaron por
primera vez en la década de 1990 y desde entonces aumenté
dramaticamente su incidencia de forma variable en diferen-
tes regiones geograficas. Esta resistencia obedecio principal-
mente a mutaciones puntuales en posiciones especificas del
dominio V del gen del ARNr 23S. © En contraste, la resistencia
a quinolonas y tetraciclinas en aislados clinicos de Mycoplas-
ma pneumoniae no se ha descrito hasta el presente. 7® La ge-
notipificacion de Mycoplasma pneumoniae ha sido necesaria
para entender la transmision de la infeccion y la diseminacion
de la resistencia animicrobiana y para ello se han desarrolla-

do diversos métodos que han permitido la caracterizacion de
aislados, asi como directamente a partir de muestras clinicas
positivas a Mycoplasma pnemoniae. ©1017

En Cuba el diagndéstico de Mycoplasma pneumoniae solo
se realizd en el LNR-M del IPK y hasta el afio 2012 solo se
habian realizado 2 estudios en pacientes con sintomatologia
respiratoria donde se detecto esta especie en un 13 %. (2 El
objetivo de este trabajo fue obtener evidencias de la infeccion
por Mycoplasma pneumoniae en pacientes con sintomatolo-
gia respiratoria.

METODOS

En el LNR-M del IPK (LNRE-IPK) se realizaron diversos
estudios en el periodo 2012-2017 para el estudio de las in-
fecciones por Mycoplasma pneumoniae. Para ello se imple-
mentaron 2 PCR a punto final y una RT-PCR para la amplifi-
cacion de fragmentos del gen de la proteina de adhesion de
Mycoplasma pneumoniae, siguiendo la metodologia descrita
por Jensen et al. en 1989 y 1992. (¥ Estas PCR se evaluaron
con extractos de ADN de las cepas de referencia de Myco-
plasma pneumoniae MAC (ATCC 15492) y se realizaron por
triplicado en dias alternos para evaluar la reproducibilidad de
los resultados.
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Igualmente, se implementd la técnica de microdilucion
en caldo para la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de azitromicina, eritromicina, tetraciclina, le-
vofloxacina y moxifloxacina en aislados de Mycoplasma pneu-
moniae siguiendo la metodologia descrita en las normas de
la CLSI para micoplasmas. (¥ Se utilizaron como controles
de la prueba la cepa de referencia: Mycoplasma pneumoniae
ATCC 29432, sensible a todos los antimicrobianos en estudio
y recomendada por las CLSI, asi como la cepa de referencia:
Mycoplasma pneumoniae M6696, resistente a macrolidos.
Por otra parte, se realizd la transferencia tecnoldgica de la
PCR anidada para la amplificacién parcial del gen del ARNr
23S, descrita por Dumke R et. al. ® en 2010 y la consiguien-
te secuenciacion para la deteccion de mutaciones puntuales
asociadas a la resistencia a macrolidos a partir de muestras
positivas a Mycoplasma pneumoniae.

Se realizaron estudios descriptivos durante los afios
2012 al 2017 para la deteccion de Mycoplasma pneumoniae
en pacientes con sintomatologia respiratoria, que incluyeron:
el analisis de 1836 muestras clinicas de pacientes con sinto-
matologia respiratoria recibidas durante el periodo de estudio
en el LNR-M, y que fueron negativas a virus respiratorios y
el estudio de muestras clinicas de 224 pacientes pediatricos
atendidos en el Hospital Pediatrico Universitario Juan Manuel
Marquez que incluian 120 nifios con diagnéstico de sindrome
coqueluchoide, 74 nifos con neumonia intersticial, 30 pacien-
tes asmaticos que fueron remitidas al LNR-M del IPK para su
diagndstico.

Posteriormente serealizé el estudio de 21 aislados clinicos
provenientes de pacientes en edad pediatrica y 19 muestras
clinicas positivas a Mycoplasma pneumoniae provenientes
de pacientes adultos, para la deteccién de la susceptibilidad
antimicrobiana mediante la microdilucion en caldo, asi como
para la deteccion de resistencia antimicrobiana directamente
a partir de las muestras clinicas, respectivamente.

Se determinaron los genotipos de Mycoplasma pneumo-
niae siguiendo la metodologfa descrita por Dumke R et. al. ©
en 2006 para la amplificacion de fragmentos del elemento re-
petitivo repMp2/3, localizado en la proteina de adhesion P1 de
Mycoplasma pneumoniae, y la amplificacion de un fragmento
del elemento repetitivo repMp4. Igualmente, se determinaron
los genotipos de Mycoplasma pneumoniae mediante la téc-
nica de MLVA siguiendo la metodologia descrita por Dumke
R et al en 2011 (9 y Chalker VJ et. al. W en 2015 para la
determinacion del nimero de secuencias repetidas en los 4
locus recomendados. Adicionalmente, se determinaron las
secuencias tipo de Mycoplasma pneumoniae mediante la téc-
nica de MLST siguiendo la metodologia descrita por Brown
RJ et. al. "en 2015para la deteccion de polimorfismos en las
secuencias de 8 genes constitutivos.

Finalmente se analizaron muestras clinicas de humor vi-
treo y del estuche comercial ARl WELL D-One de un paciente
pedidtrico con infeccidn ocular, remitidas del Hospital Pedia-
trico Juan Manuel Marquez en el afio 2018 para la confirma-
cion de Mycoplasma pneumoniae.

RESULTADOS Y DISCUSION

El limite de deteccion de las PCR a punto final implemen-
tadas fue de 5 geq de Mycoplasma pneumoniae por reaccion,
mientras que la RT-PCR tuvo un limite de deteccion de 1 geq
de Mycoplasma pneumoniae por reaccion. Estos resultados
permitieron proponer dichos métodos como herramientas
de diagndstico de infecciones por Mycoplasma pneumoniae,
considerando que esta bacteria se podia encontrar en con-
centraciones de hasta 10 geq/pl en las muestras respirato-
rias, por lo que ha sido necesario contar con ensayos diagnos-
ticos de alta sensibilidad.

Se corroboraron los perfiles de susceptibilidad antimicro-
biana de las cepas de referencia utilizadas para la implemen-
tacion de la técnica de microdilucion en caldo, lo que confir-
mo la reproducibilidad del método de referencia. Se demostré
ademas la utilidad y precision de la metodologia transferida
para la deteccién de mutaciones puntuales asociadas a la re-
sistencia a macrolidos en Mycoplasma pneumoniae.

Se detectd Mycoplasma pneumoniae enel 5,2 % (96/1836)
de las muestras clinicas provenientes de paciente adultos
con sintomatologia respiratoria. Estas provenian de pacientes
adultos con IRA grave (58) y enfermedad tipo influenza (37).
Los pacientes pertenecian a ambos sexos y correspondieron
a 12 provincias del pais. Resultados similares se informaron
en estudios publicados previamente donde se demostré un
6,3 % de pacientes con IRA grave positivos a Mycoplasma
pneumoniae, asi como un 3,57 % de positividad a Mycoplasma
pheumoniae en pacientes con sintomas respiratorios. 17 De
manera similar, Martinez et. al. "® demostraron que el 6,44 %
de los pacientes hospitalizados con IRA grave fueron positi-
vos a Mycoplasma pneumoniae.

Al analizar la positividad a Mycoplasma pneumoniae en
ambos sexos, en este estudio no se encontraron diferencias
significativas. El 46 % correspondio al sexo femenino, mien-
tras que el 54 % correspondio al sexo masculino. Estos resul-
tados han coincidido con los descritos en la literatura, don-
de se ha observado que no existen diferencias significativas
entre la frecuencia de positividad a Mycoplasma pneumoniae
entre ambos sexos. (1920

Las muestras positivas a Mycoplasma pneumoniae ob-
tenidas en el estudio provenian de pacientes de casi todas
las provincias del pais, excepto Pinar del Rio, Cienfuegos, Las
Tunas y Granma. No existen hasta el momento publicaciones
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sobre la prevalencia de Mycoplasma pneumoniae en el pais,
por lo cual este estudio ha constituido el primer reporte so-
bre la frecuencia de positividad de este microorganismo en
el pais. En la provincia de La Habana se observd un mayor
numero de casos positivos, lo cual pudo deberse a que esta
provincia fue la que remitid un mayor nimero de muestras al
IPK, ademas de ser la de mayor densidad poblacional.

El 25,8 % (31/120) de las muestras clinicas de los pacien-
tes con sindrome coqueluchoide fueron positivas a Mycoplas-
ma pneumoniae. Este sindrome ha podido tener varias causas
infecciosas y dentro de las cuales han estado las producidas
por Mycoplasma pneumoniae. La variacion en la deteccién de
este patdgeno ha podido estar relacionada con la mayor o
menor sospecha en cuadros clinicos atipicos o graves con la
presencia de infecciones mixtas, lo que ha hecho que Myco-
plasma pneumoniae en algunos casos sea subestimada.

Por otro lado, se detectd Mycoplasma pneumoniae en el
23 % (17/74) de los nifios con neumonia intersticial. En este
grupo de pacientes fue mayor el nimero de casos positivos
en el rango de edades comprendidas entre 1 a 5 afios. My-
coplasma pneumoniae se considerd responsable del 4 al 8 %
de las neumonias bacterianas adquiridas en la comunidad
durante los periodos de endemicidad, y hasta de un 70 % en
las poblaciones cerradas. #'?2 Esta proporcion ha variado de
acuerdo a la edad, han sido los nifios en edad escolar y los
adolescentes los grupos etarios mas afectados. @ Los resul-
tados obtenidos en este estudio han sido similares a los re-
portados por otros autores, quienes indicaron que Mycoplas-
ma pneumoniae presentaba una alta prevalencia en el tracto
respiratorio de nifios menores de 5 afios. ?429

De los 30 pacientes estudiados clasificados como asma-
ticos moderados persistentes, 15 presentaban criterio de no
controlados, de los cuales 9 resultaron positivos a Mycoplas-
ma pneumoniae (60 %), mientras que los 15 pacientes asmati-
cos controlados fueron negativos. Mycoplasma pneumoniae 'y
otras bacterias atipicas han sido implicadas por largo tiempo
en la patogénesis del asma ?® Se sugirid que el proceso pa-
togénico de esta bacteria en el asma bronquial fuera multi-
factorial, donde la infeccién en individuos con predisposicion
atoépica y con respuestas inflamatorias genéticamente deter-
minadas, diera lugar a las manifestaciones en relacion con el
asma. Hay datos de confirman que Mycoplasma pneumoniae
ha podido estar presente y persistir durante meses en el apa-
rato respiratorio de individuos sanos y en asmaticos. Donde
esta infeccion ha persistido se ha relacionado con la produc-
cién de citoquinas proinflamatorias que han contribuido a la
respuesta inflamatoria asmatica. /28

Por otro lado, se ha descrito que Mycoplasma pneumo-
niae ha provocado inflamacién, obstruccién bronquial, hipe-
rreactividad y deterioro de la funcién pulmonar. @ En un estu-

dio prospectivo, Biscardi et al. % se reportd una incidencia de
infeccion por Mycoplasma pneumoniae del 50 % en nifios con
una primera crisis de asmay del 20 % en nifios asmaticos con
episodio de reagudizacion. Ademas, los nifios con infeccion
por Mycoplasma pneumoniae en su primera crisis asmatica
tenian mayor tasa de recurrencia de sibilancias que los nifios
que no presentaban la infeccién. 91

El 100 % de los pacientes estudiados con sindrome co-
queluchoide y neumonia intersticial que llevaron tratamiento
con azitromicina tuvieron buena respuesta al tratamiento sin
presentar reacciones adversas ni complicaciones. En relacién
con los asmaticos no controlados positivos a Mycoplasma
pneumoniae, 7 de ellos pasaron a criterios de controlados
después del tratamiento y se mantuvieron con mal control 2
de ellos. Se planted que en la infeccién por Mycoplasma pneu-
moniae la duracién de los sintomas y signos suelen ser mas
cortos si se instaura tratamiento antimicrobiano al comienzo
de estay se disminuye la frecuencia de recurrencia de la infec-
ciony de episodios de sibilancias. El inicio temprano del trata-
miento ha disminuido el riesgo de alteraciones posteriores de
la capacidad de difusion pulmonar. Existen estudios que han
demostrado que el uso de azitromicina profilactica ha dismi-
nuido la tasa de transmision y la aparicion de sintomas. ¢239
Teniendo en cuenta estos criterios, los pacientes estudia-
dos cumplieron tratamiento con azitromicina por 5 dias, asf
como tratamiento profilactico en el caso de los asmaticos
no controlados, con una evolucion favorable. En relacion con
los asmaticos no controlados, el 77,7 % de ellos pasaron a
controlados después del tratamiento y quedaron 2 pacientes
con criterios de no controlados, por no adhesion al tratamien-
to intercrisis.

De esta manera se mostraron evidencias que han permi-
tido concluir que Mycoplasma pneumoniae es un patdgeno a
tener en cuenta en la expresion clinica de la enfermedad res-
piratoria en pediatria en nuestro medio, lo que ha sugerido la
necesidad de incluir este patdégeno en la vigilancia microbio-
|6gica de las IRA.

A través del método de microdilucion en caldo se demos-
traron 4 aislados resistentes a macrolidos entre los 21 estu-
diados (19,5 %), con valores de CMI = 64 ug/mL para cada
uno. Todos los aislados fueron sensibles para el resto de los
antimicrobianos analizados. Al analizar los fragmentos am-
plificados del gen del ARNr23S de los aislados clinicos de
Mycoplasma pneumoniae se confirmaron los 4 aislados de-
mostrados resistentes por el método de CMI. En 2 de ellos
se demostré la mutacion A2063G y en los otros 2 la muta-
cion A2064G. A su vez, en las 19 muestras clinicas positivas a
Mycoplasma pneumoniae se identificaron 5 que contenian la
mutacion A2063G.
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Se demostré una frecuencia de resistencia a macroli-
dos de 22,5 %, resultado que coincidié con la reportada por
un estudio realizado en ltalia en 2019, donde el 20 % de las
muestras positivas a Mycoplasma pneumoniae mostraron re-
sistencia a macrdélidos, todas procedientes de pacientes adul-
tos con neumonia adquirida en la comunidad. @ Otro estudio
realizado en Korea refiri¢ un valor de resistencia a macrélidos
similar (17,6 %), el cual incluyd muestras positivas a Myco-
plasma pneumoniae recuperadas de pacientes pediatricos
con infeccion respiratoria. 9 Poco se ha conocido sobre la
situacion de la resistencia en Mycoplasma pneumoniae en
América del Sur y el Caribe, solo ha existido el antecedente
de un estudio realizado en Colombia en el 2018 en nifios hos-
pitalizados con neumonia adquirida en la comunidad, en el
que no se demostro resistencia a macrolidos. ¢” De manera
general han sido bajos los por cientos de resistencia que se
han reportado en paises europeos: 0,8 % en Eslovenia, 1,6 %
en Dinamarca, 3,6 % en Alemania y 0,2 % en Suecia. ¢4V En
contraste, en los paises asiaticos se han advertido los por-
cientos de resistencia a macroélidos mas elevados: 94,8 % y
88,3 % en China; 87,2 % y 81,6 % en Corea y Japon, respecti-
vamente. (4249

Frecuencia de subtipos P1
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La demostracion en el presente estudio de la mutacion
A2063G como la mas frecuente (77,8 %), detectada en el do-
minio V del gen del ARNr 23S ha coincidido con lo observado
en varios estudios realizados en China, Japdn, Canada y Esta-
dos Unidos. (#434548)

En el presente estudio la genotipificacion de Mycoplasma
pneumoniae con base en la secuencia del gen de la proteina
P1 permiti¢ identificar 4 subtipos diferentes (1, 2, V2a 'y V2c)
dentro de los cuales, el subtipo 1 resultd el mas frecuente,
detectdndose en un 57,5% (figura 1, seccion A). Este resultado
coincidio con lo reportado por 2 estudios realizados en China
en pacientes pediatricos y adultos mayores con infecciones
respiratorias. “440 También en Eslovenia el subtipo 1 se re-
porté como el mas frecuente a partir del estudio de muestras
de pacientes con diversas infecciones del tracto respiratorio
altoy bajo, asi como en Estados Unidos, tras el andlisis de los
datos de un amplio nimero de aislados y muestras clinicas
de pacientes con diferentes infecciones respiratorias durante
8 afios de estudio. ¥ En contraste, los 2 Unicos estudios
precedentes realizados en la regién de Latinoamérica han
coincidido en demostrar el subtipo 2 como el mas frecuente.
El primero de ellos, desarrollado en Chile notificé un 78,3 % del

Frecuencia de genotipos MLVA

w62 [

42,5% B
«s72 [
57,5 %

Frecuencia de secuencias tipo por MLST

ST nuevas 15%

s | +

s [, -

Fig. 1. A) Frecuencia de subtipos P1, B) genotipos MLVA y C) secuencias tipo por MLST de Mycoplasma pneumoniae,
LNR-M, Cuba (2012-2017).
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subtipo 2 al estudiar 23 muestras recuperadas durante el pe-
riodo 2005-2006 a partir de adultos con neumonia adquirida
en la comunidad. “? El otro estudio se realizd en Medellin, Co-
lombia durante el periodo 2012-2013 e informd este mismo
subtipo en el 96,1 % de las muestras de esputoy en el 89,3 %
de las muestras de exudado nasofaringeo de 73 nifios con
diagnostico de neumonia adquirida en la comunidad. ©7)

Las diferencias entre los resultados de ambos estudios
con las observaciones en Cuba podrian obedecer a que estos
autores solo analizaron uno de los elementos repetitivos que
se considerd determinante en la diversidad genética con base
en el andlisis de la proteina P1.

Por otra parte, la genotipificacion de Mycoplasma pneu-
moniae empleando la técnica de MLVA permitio la deteccion
de 2 genotipos diferentes (4-5-7-2 y 3-5-6-2) (figura 1, seccién
B). Esta metodologia que se ha fundamentado en el andlisis
de 4 locus, luego de su estandarizacion en el 2015 se ha con-
vertido actualmente la mas utilizada. Con su empleo durante
los Ultimos 10 afos se han demostrado 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. ®5241) También se ha demostrado una
correlacion entre los genotipos MLVA 'y los demostrados para
P1. De manera general los aislados con el genotipo 4-5-7-2
han coincidido con el subtipo 1, mientras que los genotipos
3-5-6-2 y 36-6-2 han coincido con el subtipo 2 tal y como se
observo en el presente estudio. (4246485854)

Al combinar los resultados de ambas metodologias de
genotipificacion de Mycoplasma pneumoniae no se observo
relacion entre la resistencia antimicrobiana y un genotipo P1/
MLVA especifico. Los intentos por demostrar una asociacion
entre genotipos especificos de Mycoplasma pneumoniae
y resistencia a macrolidos no han arribado a conclusiones
definitivas, en lo que influyd 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 macrélidos se ha presentado <
10 % y donde el subtipo 1 de la proteina P1 y MLVA 4-5-7-2
fueron los mas comunes, no se ha encontrado asociacion y
se detectaron otros genotipos también responsables de este
fendmeno. 848 Mientras tanto, en China y Taiwdn —paises
con mayor incidencia de resistencia a macrolidos— se con-
firmd una asociacion de la resistencia con el genotipo MLVA
4_5_7_2. (43,44,55,56)

Finalmente, el andlisis mediante MLS permiti¢ la iden-
tificacion de 7 STs (figura 1, seccion C). La ST3 fue la mas
frecuente (55 %; 22/40) seguida de la ST14 (30 %; 12/40) y
5 secuencias que no habian sido reportadas anteriormente,
una de ellas se demostré para 2 casos y el resto diferentes
de esta y entre si. Las ST3 y ST14 se identificaron tanto en
Mycoplasma pneumoniae sensibles como resistentes a ma-

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

La demostracion en el presente estudio de la ST3 como
la mas frecuente coincidié con lo reportado por los 2 Unicos
estudios publicados al respecto. Este es el caso de un estudio
en Coreay Japon en los que se identifico la ST3 como la mas
frecuente, la ST14 en segundo lugar y otras ST en menor pro-
porcién y destaco la relacion entre el subtipo 1 de la proteina
P1y el CC1, asi como entre el subtipo 2 y sus variantes de la
proteina P1y el CC2. ¢7%) En estos estudios la ST14 se reco-
nocio asociada al CC2 que aun no habia sido identificada en
el momento en que Brown RJ et. al. en el 2015 9 publicaron
sus resultados. En el presente estudio los aislados y muestras
clinicas que contenian la ST3 se correspondieron con el geno-
tipo 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 cli-
nicas que contenian ambos genotipos.

Las ST identificadas en el estudio se agruparon en 2 com-
plejos clonales. EI CC1 incluyd la ST3 'y una ST nueva, diferen-
te de esta en un solo alelo. El CC2 aglutind la ST14 y el resto
de las ST nuevas, 2 de ellas diferentes de esta en un solo alelo
y las otras 2 diferentes en 2 alelos (figura 2).

En resumen, en el presente estudio se corroboré al mis-
mo tiempo la correlacion entre las ST que correspondian al
genotipo MLVA 4-5-7-2 y el CC1 y entre las ST que correspon-
dian al genotipo MLVA 3-5-6-2 y el CC2. No obstante a que la
técnica de MLST es mas caray laboriosa, se constato en esta
investigacion su gran valor como herramienta de genotipifi-
cacion de Mycoplasma pneumoniae, con un mayor indice de
discriminacion que las metodologias mas utilizadas. En resu-
men, a través de las 3 metodologias utilizadas se demostré
la diversidad genética de Mycoplasma pneumoniae en Cuba.

Finalmente, se confirmd en las muestras clinicas analiza-
das provenientes del paciente pediatrico con infeccidn ocular
el diagndstico de Mycoplasma pneumoniae. ElI RT-PCR fue po-
sitivo en ambas muestras y se observaron las colonias carac-
teristicas de Mycoplasma pneumoniae en el cultivo bacterio-
|6gico, confirmandose el resultado. Posteriormente se inicid
el tratamiento con levofloxacina, uno de los antimicrobianos
recomendados para el tratamiento de las infecciones por mi-
coplasmas, obteniéndose una eliminacion satisfactoria de la
infeccion luego de 14 dias de tratamiento.

Mycoplasma pneumoniae ha sido detectado causando
infecciones oculares, pero hasta el momento este es el pri-
mer reporte en Cuba de una infeccién ocular severa por My-
coplasma pneumoniae, causando pérdida de un ojo. Otras in-
vestigaciones internacionales publicadas han detectado que
Mycoplasma pneumoniae ha causado conjunctivitis, uveitis y
perineuritis y ha establecido asociaciones entre las infeccio-
nes por micoplasmas y estas enfermedades. 960
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Fig. 2. Arbol filogenético de méxima verosimilitud construido con el programa Mega 6 de las secuencias tipos de My-
coplasma pneumoniae obtenidas mediante MLST.LNR-M, Cuba (2012-2017).

Conclusiones

El conjunto de resultados mostrados en este trabajo per-
mitié el fortalecimiento de las capacidades del LNR-M del IPK
para el estudio integral de las infecciones por Mycoplasma
pneumoniae. La deteccién de Mycoplasma pneumoniae en ni-
flos y adultos con sintomatologia respiratoria ha constituido
una evidencia del papel que ha desempenado este patége-
no en las infecciones respiratorias agudas. La deteccién de
Mycoplasma pneumoniae resistente a macrolidos por prime-
ra vez en el pais constituyd una alerta a las autoridades na-
cionales de Salud Publica. La descripcion por primera vez de
la diversidad genética de Mycoplasma pneumoniae permitid
reportar secuencias tipos no descritas a nivel internacional.
Ademas, la descripcion por primera vez en Cuba de un caso
de infeccién extrapulmonar causada por Mycoplasma pneu-
moniae confirmd la asociacion de este patdgeno con infec-
ciones extrapulmonares. Estas evidencias cientificas han
demostrado el papel patogénico de esta bacteria y han su-
gerido la necesidad de una vigilancia activa de este patdgeno
respiratorio.
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