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Resumen
Objetivo. El microorganismo Mycoplasma genitalium se ha re-
lacionado con la uretritis no gonocócica (UNG). La técnica de 
PCR se ha convertido en el principal método de detección de 
este patógeno. En consecuencia, debe aplicarse un método de 
diagnóstico mediante la amplifi cación de fragmentos de ADN 
por la técnica PCR. Material y métodos. Se seleccionaron 
los cebadores MGF-MGR y MgPaF-MgPaR, complementarios 
de los genes de ARNr 16S y MgPa de M. genitalium, respecti-
vamente. Se efectuaron ensayos de especifi cidad y sensibilidad 
y se estudiaron muestras clínicas. Resultados. La PCR con 
cada grupo de cebadores utilizado fue específi ca sólo para 
M. genitalium y la sensibilidad fue mayor con el grupo de 
cebadores MGF-MGR. En el estudio de 34 muestras clínicas, 
18.5% fue positivo a M. genitalium y se encontró un mayor 
número de muestras positivas al utilizar los cebadores MgPaF-
MgPaR. Conclusiones. Debe aplicarse en la práctica clínica 
el diagnóstico de M. genitalium mediante la amplifi cación del 
ADN por PCR en los pacientes con UNG. 
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Abstract
Objective. Mycoplasma genitalium has been associated with 
nongonococcal urethritis (NGU). Diagnosis by PCR has be-
come the primary detection method for this organism. Thus, 
diagnosis by DNA amplifi cation using the PCR technique 
should be utilized. Material and Methods. GMF/GMR and 
MgpF/MgpR primer pairs, complementary to the M. genita-
lium 16S rRNA  and MgPa genes, respectively, were selected. 
Specifi city and sensibility assays were conducted and clinical 
samples were studied. Results. The PCR with each primer 
pair was specifi c only for M. genitalium, and the sensibility 
was higher with the GMF/GMR primers. In the study of 34 
clinical samples, 18,5% were positive for M. genitalium, with 
more positive samples when the MgpF/MgpR primers were 
used. Conclusions. DNA amplifi cation by PCR should be 
applied in clinical practice to the diagnosis of M. genitalium 
in patients with NGU should using. 
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Mycoplasma genitalium (M. genitalium) es uno de los 
agentes infecciosos relacionados con la uretritis 

no gonocócica (UNG). De manera original, este micro-
organismo se aisló de muestras uretrales de pacientes 
con uretritis y desde entonces se ha demostrado que 
existe una relación parasítica con células epiteliales 
ciliadas del tracto genital, así como del tracto respira-
torio humano.1,2

 El diagnóstico de M. genitalium por los métodos 
convencionales, como el cultivo bacteriológico y las 
técnicas serológicas y bioquímicas, resulta en extremo 
laborioso y se necesitan hasta tres meses para obtener 
un diagnóstico confi rmatorio.3-5 

 La amplifi cación de fragmentos de ADN mediante 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus 
siglas en inglés) es uno de los métodos más aplicados 
en el diagnóstico de especies insidiosas, como es el caso 
de M. genitalium, y para este microorganismo se han 
notifi cado diversos genes como secuencias blanco para 
su identifi cación.6,7

 El objetivo de este estudio fue aplicar un método 
diagnóstico para M. genitalium mediante la amplifi ca-
ción de fragmentos de ADN a partir de dos grupos de 
cebadores señalados con frecuencia en las publicaciones 
especializadas y evaluarlos además en muestras clínicas 
de pacientes con UNG.

Material y métodos
Muestra de ADN de referencia. El ADN de M. genitalium, 
correspondiente a la cepa R32G, se obtuvo gracias a la 
donación del Dr. Branko Kokotovic, del Laboratorio de 
Micoplasmas del Instituto Danés para Investigaciones 
Veterinarias y Alimentos, de Copenhague, Dinamarca. 
Grupos de cebadores empleados en el método PCR para M. 
genitalium. Se utilizaron el grupo de cebadores MGF-
MGR complementarios de un fragmento del gen del 
ARN ribosomal 16S de M. genitalium, que describie-
ron Jensen y colaboradores,7 y el grupo de cebadores 
MgPaF-MgPaR complementarios de una región del gen 
de la proteína adhesiva de M. genitalium (MgPa), que 
describieron Jensen y colegas.8
Mezcla de reacción. El volumen fi nal de 50 μl contenía 
37.25 μl de agua bidestilada estéril, 5 μl de tampón para 
PCR al 10X, 20 mM de cada dNTP, 1.25 μl de cada ceba-
dor en una concentración de 10 pmol/μl, 0.25 μl (1.25 U) 
de polimerasa Taq y 5 μl de ADN de muestra.
Amplifi cación del ADN. La amplifi cación del ADN se 
realizó en un termociclador “Mastercycler personal” 
(Eppendorf, Alemania). El programa de amplifi cación 
fue el siguiente: 95oC por cuatro minutos, seguido de 35 
ciclos de 94oC por 30 segundos, 55oC por 30 segundos 

y 72oC por un minuto, con una extensión fi nal a 72oC 
por cinco minutos.
Análisis de los productos amplifi cados. Los productos de 
ADN amplificados se analizaron por electroforesis 
submarina en gel de agarosa al 4% y los resultados de 
las electroforesis se observaron a través de un transilu-
minador con luz ultravioleta (LKB 2011, Suecia), y se 
determinaron sus tallas por comparación con marcado-
res de peso molecular de ADN (DNA Molecular Weight 
Marker VIII, Roche, Germany).
Ensayo de especifi cidad y sensibilidad de la PCR para M. 
genitalium. Con los grupos de cebadores MGF-MGR y 
MgPaF-MgPaR y la metodología de la PCR ya descrita se 
realizaron los experimentos de especifi cidad en ADN de 
M. genitalium (R32G), Mycoplasma hominis (ATCC 23114), 
Ureaplasma urealyticum (ATCC 27618) y Ureaplasma 
parvum (ATCC 2815), además de los experimentos de 
sensibilidad en ADN de M. genitalium (R32G); para ello 
se llevaron a cabo diluciones seriadas de 1:2 a partir de 
una concentración de 400 pg/μl hasta 12.5 pg/μl, y desde 
esta última se continuaron con diluciones seriadas de 
1:10 hasta una concentración de 0.0125 pg/μl. De cada 
dilución se tomaron 5 μl para realizar el experimento 
de sensibilidad de la PCR.
Estudio de muestras clínicas. Para las muestras clínicas, el 
universo se conformó con todos los pacientes masculinos 
con diagnóstico de UNG que acudieron al Laboratorio 
del Hospital Carlos J. Finlay, en el periodo comprendido 
entre octubre y noviembre del año 2005. Se obtuvo el 
consentimiento informado de los pacientes que parti-
ciparon en el estudio. El Comité de Evaluación Ética 
del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) 
aprobó el protocolo de investigación . Se analizaron 34 
muestras de exudado uretral, negativas en los exámenes 
para la detección de Neisseria gonorreae, de igual número 
de pacientes masculinos. Las muestras clínicas en medio 
líquido de transporte específi co para micoplasmas se 
trasladaron en un contenedor de seguridad biológica 
al Laboratorio de Micoplasmas del IPK. 
Extracción del ADN de la muestra. La extracción del ADN 
se realizó de acuerdo con la descripción de Fernández 
y colaboradores,9 con base en cambios bruscos de tem-
peraturas y el fenómeno de ósmosis, tras mantener el 
ADN extraído a -20oC hasta su uso.
Identifi cación de M. genitalium en muestras clínicas por el 
método PCR. El ADN obtenido de cada muestra clínica 
se analizó mediante la técnica PCR-Clase específi ca para 
Mollicutes, según el informe de Fernández y colegas.10 
Las muestras que resultaron positivas se sometieron a 
PCR específi ca para M. genitalium, como se indicó con 
anterioridad, y se emplearon los grupos de cebadores 
MGF-MGR y MgPaF-MgPaR.
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Resultados
Especificidad del método PCR para M. genitalium. Al 
analizar el ADN de referencia con el grupo de ceba-
dores MGF-MGR se obtuvo un fragmento de 425 pb 
correspondiente a la región del gen del ARNr 16S de 
M. genitalium; por su parte, con el grupo de cebadores 
MgPaF-MgPa se obtuvo un fragmento de 78 pb corres-
pondiente a la región del gen de la proteína de adhesión 
de M. genitalium. No se encontraron bandas similares 
en las muestras de ADN de M. hominis, U. parvum y U. 
urealyticum, lo que demuestra que el método PCR no 
tuvo reacción cruzada con estas especies de micoplas-
mas genitales estudiadas con los cebadores usados y 
condiciones establecidas.
Sensibilidad del método PCR para M. genitalium. En las 
diluciones seriadas de 1:2 se obtuvieron amplifi cacio-
nes del ADN hasta 12.5 pg/μl con ambos grupos de 
cebadores. Al continuar con las diluciones seriadas de 
1:10 se consiguió una amplifi cación hasta 0.125 pg/μl 
con el grupo de cebadores MGF-MGR; por su parte, 
con el grupo de cebadores MgPaF-MgPaR se logró una 
amplifi cación en una dilución menor, es decir, hasta 
1.25 pg/μl. 
Identifi cación de M. genitalium en muestras clínicas por 
métodos PCR. De las muestras clínicas de exudado uretral 
estudiadas, 79.4% (27/34) fue positivo por PCR-Clase 
Mollicutes y de ellas 18.5% (5/27) resultó positivo a M. 
genitalium por PCR . El grupo de cebadores complemen-
tarios del gen MgPa detectó 14.8% (4/27) de muestras 
positivas a M. genitalium, mientras que el grupo de 
cebadores del gen del ARNr 16S reconoció sólo 7.4% 
(2/27), esto es, coincidió una muestra por ambos grupo 
de cebadores.

Discusión
Por lo general, las infecciones por micoplasmas y urea-
plasmas son silentes, su duración es limitada y muestran 
síntomas inespecífi cos. Estos microorganismos consti-
tuyen elementos de la fl ora normal, lo cual difi culta el 
diagnóstico de estas infecciones. Los métodos de cultivo 
y pruebas serológicas se utilizan para el diagnóstico 
común de las infecciones por micoplasmas y ureaplas-
mas, pero no son óptimos en grado sufi ciente, lo que ha 
propiciado el desarrollo y uso de métodos moleculares, 
como la PCR y sus variantes.11 
 En este estudio, el método de PCR utilizado, en 
el que se amplifi can fragmentos de ADN de 425 pb y 
78 pb, sólo fue específi co para M. genitalium y no para 
otros ADN. Esto concuerda con las notifi caciones de 
Jensen y colegas, quienes también emplearon estos 
cebadores complementarios del fragmento del gen de 

la proteína de adhesión7 y los cebadores complementa-
rios de un fragmento del gen del ARN ribosomal 16S.8 
Sin embargo, estos autores encontraron una mayor 
sensibilidad que la obtenida en el presente protocolo, 
lo cual puede deberse al método de purifi cación del 
ADN de M. genitalium empleado como referencia en 
ambos estudios, que fue diferente y puede modifi car 
los resultados conseguidos. También deben tomarse 
en cuenta los programas usados para la amplifi cación 
del ADN, ya que se emplearon diferentes números de 
ciclos. En el caso del PCR dirigido al gen MgPa, estos 
autores utilizaron el PCR en tiempo real, método más 
sensible que la técnica PCR convencional desarrollada 
en este trabajo.7,8

 En el análisis de las muestras clínicas de exudado 
uretral, la positividad a M. genitalium de 18.5% coincide 
con los resultados obtenidos en otras investigaciones. 
Gubelin y colaboradores investigaron, mediante PCR 
dirigida al gen MgPa, la presencia de M. genitalium en 
muestras de secreción uretral de 23 hombres con UNG, 
identifi caron esta especie en 13.04% y encontraron ade-
más Ureaplasma spp. en 34.7% de las muestras.12 Jensen 
y colegas, en un protocolo realizado en muestras de 
secreción uretral de 73 varones con síntomas uretrales, 
reconocieron 9.6% de muestras positivas a M. genitalium 
mediante PCR.7 Luo Dan y colaboradores, en un estudio 
conducido en China, hallaron 16.17% de positividad 
a M. genitalium con dos grupos de cebadores para la 
PCR;13 por su parte, Anagrius y colegas detectaron M. 
genitalium en 13.6% de 125 hombres con uretritis sin-
tomática y observaron un nexo signifi cativo entre este 
microorganismo y los síntomas y signos microscópi-
cos.14 Dolapci y colaboradores, en un estudio realizado 
en Turquía, investigaron la incidencia de M. genitalium 
en muestras de orina de 63 pacientes con síntomas de 
uretritis y hallaron 6.34% de positividad, 4.76% a U. 
urealyticum y 3.17% a M. hominis;15 esta muestra fue más 
simple y el método de obtención no invasivo , lo que 
pudo infl uir en estos resultados. 
 En el presente estudio se obtuvo una mayor posi-
tividad con la PCR para M. genitalium mediante los ce-
badores complementarios del fragmento del gen MgPa, 
en comparación con el uso de los cebadores comple-
mentarios de un fragmento del gen de ARNr 16S. Estos 
resultados coinciden con los de Edberg y colaboradores, 
quienes realizaron un estudio comparativo entre tres 
métodos de PCR para la detección de M. genitalium en 
muestras clínicas y obtuvieron una mayor sensibilidad 
al aplicar la PCR para el gen MgPa.16 Hardick y colegas 
desarrollaron un método de PCR para múltiples blancos, 
dirigidos a los genes ARNr 16S y MgPa, y reconocieron 
un mayor número de muestras positivas al utilizar como 
blanco la región del gen MgPa.17 Algunos estudios 
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sugieren que la discrepancia en la temperatura de hibri-
dación puede interferir en las diferentes sensibilidades 
analíticas de cada blanco de la reacción y que la región 
blanco del ARNr 16S es menos sensible para la detección 
de M. genitalium en muestras clínicas, respecto de otros 
sitios, como la proteína de adhesión MgPa, la cual se 
vincula con la patogenicidad del microorganismo, que 
es un determinante de virulencia.18 Aunque el ensayo 
de sensibilidad mostró resultados en los cuales la sensi-
bilidad de la PCR del gen del ARN ribosomal es apenas 
mayor que la PCR del gen de la proteína de adhesión, 
en el caso del ADN de referencia se ha descrito que la 
secuencia del gen del ARNr 16S es relativamente estable 
y por tanto contiene pocos o ningún polimorfi smo en la 
población de M. genitalium. Sin embargo, los antígenos 
expresados en la superfi cie muchas veces tienen secuen-
cias de genes inestables y se han notifi cado variaciones 
intraespecie en el gen de la proteína MgPa.19 Eastick y 
colegas desarrollaron un ensayo de PCR para detectar 
M. genitalium en 54 muestras de orina de hombres con 
uretritis e identifi caron una mayor positividad al em-
plear PCR dirigida al ARNr 16S.20

 La relación informada en las publicaciones de M. 
genitalium con diferentes enfermedades y los resulta-
dos obtenidos en este estudio señalan la necesidad de 
establecer en la práctica clínica el diagnóstico de M. 
genitalium en todos los individuos con UNG; esto es 
posible mediante la amplifi cación del ADN por PCR y la 
utilización de los grupos de cebadores complementarios 
del gen de la proteína adhesiva.
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