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RESUMEN

Mycoplasma pneumoniae es un patégeno humano que se encuentra en el
tracto respiratorio y es uno de los agente etiolégico de neumonia atipica que
afecta principalmente a nifios y adultos jovenes. Actualmente en Colombia no
se realiza un diagnéstico especifico para M. pneumoniae. El cuadro clinico
gue presenta el paciente es manejado por el médico de acuerdo con su
sintomatologia (tos, rinorrea, fiebre, dolor pleural) y el tratamiento se basa en
parametros como titulo de crioaglutininas y radiografia de térax compatibles
con neumonia atipica, pruebas no diagnosticas para Mycoplasma

pneumoniae.

Este estudio se le realizé a 112 pacientes pediatricos (1 a 4 afios de edad) de
la Clinica de Nifo, que asistieron al servicio de Urgencias y fueron
Hospitalizados, con diagnéstico de neumonia y bronconeumonia; de los
cuales al 73% se les detecto la presencia de Mycoplasma pneumoniae en
cultivos de hisopados nasales en Agar PPLO y medio Bifasico azul de
metileno-glucosa y su identificacion por Hemadsorcion, Reduccion de

tetrazolio e Inmunofluorescencia Directa.



En las muestras directas de los hisopados se determind el 100% de
sensibilidad y el 100% de especificidad para la Coloracion Naranja de

Acridina, como prueba presuntiva en la determinacion de M. pneumoniae.

Finalmente se evalu6 la utlidad de las crioaglutinnas como prueba
diagndstica obteniéndose una sensibilidad del 15.9% y una especificidad del
94.5%, la especificidad pudo haber sido alta debido a que la poblacion
estudiada cumpli6 con criterios de inclusién asociados a enfermedad
respiratoria, o que podria haber excluido a los otros microorganismos que

causan aumento en los titulos de crioaglutininas.



1. INTRODUCCION

El nombre genérico Mycoplasma se deriva del griego “MYCQO” que quiere
decir filamento o micelio y del latin “PLASMA” que se refiere a la plasticidad y

pleomorfismo del mismo (Delgadillo, 1993).

Los Micoplasmas son bacterias pequefias y pleomorficas. En la actualidad se
conoce que han evolucionado de ancestros Gram positivos tipo Clostridios.
En su evolucién han perdido la pared celular y han reducido el tamafio de su
genoma hasta el punto de poseer el genoma mas pequefio de las
Eubacterias conocidas. Los Micoplasmas tienen como caracteristica distintiva
el no poseer pared celular por lo tanto presentan pleomorfismo y no son
visibles al microscopio con coloracion de Gram. El contenido celular esta
envuelto por una membrana celular triple de 8 — 10 nm de espesor,
compuesta de esteroles que se encuentran exclusivamente en este grupo de
bacterias. Tiene un porcentaje bajo de guanina y citosina, metabolismo
fermentativo, algunos de ellos son anaerobios facultativos y algunos

requieren esteroles para su crecimiento (Restrepo, 1998)



Por ser bacterias con un genoma pequefo requieren de muchos substratos
externos para su metabolismo, lo cual se traduce en la necesidad de utilizar
medios enriquecidos para su cultivo que contengan precursores para la
biosintesis de &cidos nucleicos, proteinas y lipidos. Las colonias
caracteristicas observadas en agar son las descritas con apariencia de huevo
frito en las cuales se observa un centro denso con un halo alrededor,
apariencia dada por las colonias creciendo en el interior del agar como

consecuencia de la falta de pared celular (Restrepo, 1998)

Se han descrito mas de 100 especies de Micoplasmas, pero solo el
M. pneumoniae, M. hominis, M. genitalium, M. fermentans, M. penetrans,
M. salivarium, M. orale y M. faucium se han relacionado con enfermedades
humanas, siendo M. pneumoniae el principal asociado con patologia
humana. Todas estas especies producen ATP por medio de la fosforilacion
a nivel de substrato realizada por la acido fosfoglicérico quinasa y la piruvato

quinasa, dos enzimas de la via glucolitica (Koneman, 1999).

El Mycoplasma pneumoniae es una causa kien reconocida de neumonia
atipica; puede aislarse en pacientes asintomaticos, lo cual sugiere que puede
comportarse principalmente como patdgeno oportunista. La ausencia de
pared celular bacteriana tipica con peptidoglicanos torna a estos

microorganismos resistentes a los agentes antimicrobianos activos sobre la



pared celular, como las penicilinas y las cefalosporinas p - lactamicos) .

(Koneman, 1999).



2. MARCO TEORICO
2.1. GENERALIDADES
Mycoplasma pneumoniae fue descrito por primera vez en 1944 por Eaton, y
fue llamado agente Eaton hasta 1960 cuando Chanock cultivd el agente en
agar, renombrandolo como Mycoplasma pneumoniae, y relacionandolo como

la primera causa de neumonia atipica (Koneman 1999).

Los Micoplasmas son los microorganismos de vida libre mas pequefios que
se conocen, cada célula mide entre 100 y 300 nm (0.1 — 0.3 mm) de diametro.
El género incluye mas de 100 especies y residen habitualmente en las
plantas, los animales y los seres humanos. Se han aislado 13 especies de
Mycoplasma del ser humano M . hominis, M. genitalium,. M. fermentans. M.
primatum, M. spermatophilum y M. penetrans se encuentran principalmente
en el tracto genital humano, mientras que M. pneumoniae, M. salivarium, M.
orale, M. lucale, M. faucium, y M. lipophilum pueden recuperarse del
tracto respiratorio humano. El nicho ecolégico de M. pirum en el humano es
incierto. M. salivarium se halla en surcos gingivales y puede desempefiar un

papel importante en enfermedades periodontales; M. primatum vy



M. spermatophilum son flora normal del tracto genitourinario, mientras que
M. hominis y M. genitalium se consideran patdogenos; M. fermentans y M.
penetrans se encuentran en tracto genitourinario de pacientes con SIDA por
lo que se consideran cofactores y M. pneumoniae es el Unico patégeno
humano definido y bien conocido causante de neumonitis, llamada también

neumonia atipica (Koneman, 1999).

M. pneumoniae representa una etiologia frecuente de traqueobronquitis y de
otros sindromes respiratorios como faringitis y crup. Los sintomas clasicos
como tos, fiebre, dolor pleural, faringitis, rinorrea y pleurodinia pueden

persistir durante semanas o meses (Restrepo, 1998).

2.2. EPIDEMIOLOGIA

Mientras la mayoria de las enfermedades infecciosas disminuyen en los
paises en vias de desarrollo, las infecciones respiratorias agudas, tanto
virales como bacterianas, permanecen sin modificaciones y lo que es mas

grave, se subestima la magnitud de su problema (Jiménez, 1986).

M. pneumoniae se transmite a través de los aerosoles de una persona a otra.
A diferencia de otras infecciones respiratorias este contagio interpersonal de
las infecciones por Mycoplasma ocurre lentamente, por medio de aerosoles,

por la tos o estornudos del paciente infectado y convivencia entre miembros

de una misma familia (Restrepo, 1998)



En las grandes ciudades la infeccion por M. pneumoniae tiene un caracter
endémico y se mantiene todo el afio. Las epidemias se manifiestan cada 3 a

7 afios (Harrison, 1998).

Anteriormente se pensaba que M. pneumoniae era una infeccion rara en los
nifos menores de 5 afios y sélo causaba un proceso respiratorio agudo de
evolucion limitada. Sin embargo, los estudios mas recientes sefialan que la
incidencia podria alcanzar el maximo entre los 3 y 4 afios de edad y que la
tasa de hospitalizacion por neumonia causada por M. pneumoniae es
elevada entre los nifios menores de 5 afos. Segun algunos estudios
recientes en adultos (con edad media de 62 afos), M. pneumoniae justifica
hasta un 15% de los casos de neumonia adquirida en la comunidad en este
grupo de edad. Los estudios prospectivos de adultos (edad media de 56
afos) que precisan hospitalizacion por neumonia adquirida en la comunidad
han confirmado que hasta un 18% de todos los casos obedecen a M.

pneumoniae (Harrison, 1998).

La mayor parte de los casos de infeccion respiratoria por micoplasmas
ocurren en forma aislada o como brotes familiares. En poblaciones cerradas
tales como los campos de reclutamiento militar, hogares de beneficenciay
ninos escolares los micoplasmas representan del 25 — 75% de las

neumonias (Smit, 1986)



Delgadillo en su articulo de 1993 cita que la infeccion por Mycoplasma
pneumoniae es cosmopolita, aunque la mayoria de los casos se han
documentado en climas templados, sin predominio estacional. M.
pneumoniae es endémico de areas urbanas, pero epidemias prolongadas
pueden ocurrir en intervalos de cuatro a ocho afios tanto en poblaciones
civiles como militares. El periodo epidémico se ha presentado de inicio kento

y duracién prolongada (dos afios o0 mas) en nifios y adultos jovenes.

La frecuencia de la neumonia por Mycoplasma varia de acuerdo con la
poblacion estudiada y puede ser un 4% en poblacion abierta, y del 25-75%
en poblaciones cerradas (guarderias, internados, instituciones militares,
reformatorios entre otras); Delgadillo en su articulo de 1993 cita que
diferentes estudios han encontrado al Mycoplasma pneumoniae como el
agente etiolégico del 51% de las neumonias en nifios de 5 a 9 afios y el 74%
entre los 9y los 15 afos, ademas fue la primera causa de traqueobronquitis y
enfermedad respiratoria con sibilancias con estos grupos de edad. Cuadros
respiratorios que se documentaron mas frecuentemente en niflas pero mas

SEeveros en varones.

2.3. PATOGENESIS
El pulmén esta protegido contra infecciones bacterianas por una variedad de
mecanismos que incluyen la filtracion de las particulas en las fosas nasales ,

prevenciéon de aspiracion de secreciones infectadas por el epiglotis,



expulsion de materiales aspirados por el reflejo tusigeno, expulsién de
microorganismos por el moco y las células ciliadas, ingestion y muerte de
bacterias por macréfagos alveolares, neutralizacion del microorganismo por
complemento, opsoninas o anticuerpos, y transporte de particulas del pulmon
por el drenaje linfatico. La infeccidon bacteriana se presenta cuando una de

estas barreras se altera (Gayton, 1987).

Las bacterias inhaladas penetran a través de las vias respiratorias altas y del

arbol tragueobronquial. Las particulas mayores de 10 mm son atrapadas en
nariz y faringe, el 90% de las particulas de 2 a 10 mm de didmetro son

depositadas en el area mucociliar que abarca desde los bronquiolos hasta la
traquea, y las particulas mas pequefias de 3 a 5 nm penetran a los alvéolos
(Gayton, 1987). La alteracion en la funcion mucociliar, durante las primeras
tres a cuatro horas después de haberse depositado las bacterias, permite la
multiplicacion de microorganismos en la superficie o dentro de las superficies
mucosas. Las bacterias depositadas en los bronquiolos terminales, los
ductos alveolares y alvéolos son inactivadas inicialmente por los macréfagos
alveolares y polimorfonucleares. La adherencia inicial de las bacterias a las
superficies epiteliales, ocurre por los pilis y adhesinas. Las exotoxinas y
enzimas proteoliticas pueden degradar la IgA, lo cual disminuye las defensas
y permite la colonizacion. El contenido alveolar contiene surfactante,

fibronectina, IgG y complemento lo que permite la opsonizacion de la



bacteria. La presencia de macréfagos alveolares permite eliminar el
microorganismo; no obstante si la cantidad de microorganismo excede a los
macrofagos, entonces estos se vuelven mediadores inflamatorios
produciendo citoquinas que atraen neutrofilos al pulmén. Se han encontrado
citoquinas que juegan un papel importante en este proceso como el factor de
necrosis tumoral (TNF) y la interleuquina 1, lo cual permite mantener una

respuesta inflamatoria pulmonar (Diagama, 1999)

La infeccion por Mycoplasma pneumoniae es adquirida a través de gotas de
saliva y contacto persona a persona desde 5 dias antes de la aparicion de los
signos y sintomas de esta enfermedad. Es de instauracion insidiosa y
presenta un periodo de incubacidén de aproximadamente 7 a 21 dias (Smit,

1986).

La infeccidon comienza por la adherencia de un extremo del microorganismo
a un receptor en la superficie del epitelio respiratorio; proceso mediado por
una adhesina terminal especializada asociada a la membrana denominada
P1 (proteina de 169 kDa). Luego de la adherencia, M. pneumoniae produce
peréxido de hidrégeno y radicales superéxido, causando dafio a las células
epiteliales y al aparato ciliar, con las consecuentes alteraciones en el
metabolismo de limpieza del tracto respiratorio. La cilio éstasis explica la
prolongada tos que se asocia a la infeccion por M. pneumoniae (Koneman,

1999).



Delgadillo en su articulo de 1993 cita que la presencia del microorganismo en
las secreciones nasales se han encontrado entre dos y ocho dias previos a la
sintomatologia, siendo la concentracion mas elevada los 4 primeros dias y

persistiendo en numero bajo por periodos prolongados de 10 a 14 semanas.

La presentacion clinica de la neumonia por Mycoplasma, se caracteriza por
la aparicién gradual de sintomas constitucionales y neumaonicos que simulan
una gripe. La mayoria de los pacientes pueden tener fiebre (hasta 39° C),
escalofrios, malestar general, odinofagia, congestion nasal y tos (Koneman,

1999).

2.4. MECANISMOS DE DEFENSA

2.4.1. Respuesta Inespecifica

Se sintetizan anticuerpos circulantes contra diversos antigenos de
Mycoplasma pneumoniae. Los mas conocidos debido a su utilidad
diagnéstica son las crioaglutininas, anticuerpos de tipo IgM que se pueden
unir al antigeno | de los eritrocitos, por reacciones antigénicas cruzadas entre
el microorganismo y la membrana de los hematies, reaccién que se pone en
evidencia a muy bajas temperaturas. Las crioaglutininas se incrementan
rapidamente en pacientes con compromiso neumoénico por M.
pneumoniae llegando al maximo a las 3 0 4 semanas del comienzo de la

enfermedad y luego desaparecen. Un titulo elevado de crioaglutininas no es



patognémico de neumonia atipica por Mycoplasma, ya que aumentan tanto
en trastornos infecciosos como no infecciosos  (adenovirus,
hepatitis, cirrosis, tripanosomiasis, tuberculosis, canceres, linfoma, trastornos
de la colagena vascular). Su valor clinico, como toda prueba de laboratorio,
radica en su concordancia con la clinica y con otras pruebas diagnosticas
como radiografia de térax, siendo de gran utilidad titulos elevados en

sospecha de neumonia atipica por Mycoplasma (Tintinalli, 1998).

2.4.2. Inmunidad Especifica

Una vez adquirida la infeccion por Mycoplasma pneumoniae, el organismo
produce una respuesta inmune especifica, tanto local como sistémica, que
inicialmente incluye anticuerpos IgA, IgM e IgE. Los anticuerpos seéricos
especificos IgA locales, aparecen de 2-4 semanas después del comienzo de
la infeccién y desaparecen de modo gradual a lo largo de 6 a 12 meses.
Posterior al curso de la enfermedad y en el periodo de recuperacion,
predominan los anticuerpos tipo IgG y se han reportado casos de
persistencia de anticuerpos tipo IgM por meses o por afios después de la
infeccion. La presencia de anticuerpos es numéricamente mas baja en nifios
gue en adultos. Hay poca evidencia de inmunidad celular especifica en nifios
menores de 4 afos con infeccion documentada, mientras que en adultos y
nifios mayores si se ha apreciado estimulacién especifica de LT en mas del
60% de los casos, demostrando asi la relacion entre la edad y la inmunidad

celular especifica (Delgadillo, 1993)



La respuesta inflamatoria se da inicialmente por polimorfonucleares y luego
por linfocitos, macréfagos y monocitos que infiltran la submucosa de la

traquea, bronquiolos y tejido peribronquial (Restrepo, 1998).

2.5. MANIFESTACIONES CLINICAS

2.5.1. Manifestaciones Respiratorias

M. pneumoniae es un patégeno causante de neumonias, traqueobronquitis y
faringitis. El inicio de la enfermedad es gradual y usualmente encabezado por
cefalea, malestar y fiebre baja. Tos no productiva incontrolable es encontrada
en el 90 a 100% de los pacientes. El esputo se produce raramente. Dolor de
los musculos del pecho por la tos prolongada puede estar presente, pero el

dolor pleuritico es poco frecuente (Tintinalli, 1998).

En los Rayos X de tdrax se observan cambios que van desde las densidades
a manera de parche hasta la consolidacion densa de un I6bulo completo. La
neumonia intersticial aguda, caracterizada por su forma reticulonodular, suele
acompafarse de disfuncion pulmonar significativa, que en ocasiones origina
insuficiencia respiratoria. Se han descrito cavidades, abscesos, derrames
pleurales significativos, infiltrados intersticiales y atelectasia en pacientes

cuyos datos clinicos sugieren infeccion por Mycoplasma (Tintinalli, 1998)



2.5.2. Manifestaciones Extrapulmonares

Suelen comenzar 1 a 21 dias después de los sintomas respiratorios. Sin
embargo algunos enfermos no refieren antecedentes respiratorios y otros
s6lo evocan una enfermedad respiratoria alta. Se han descrito
manifestaciones extrapulmonares en todos los grupos de edad. (Harrison,

1998)

Delgadillo cita en su articulo de 1990 que las lesiones del SNC tienen una
incidencia del 7% en los pacientes hospitalizados con antecedentes de
infeccién de vias respiratorias, se describen: meningoencefalitis, meningitis
aséptica, mielitis transversa, neuropatias, poliomielitis, sindrome de Guillain-
Barré. El prondstico es variable, con una mortalidad del 10%, el diagndstico

se hace por aislamiento del microorganismo del LCR.

Las manifestaciones dermatolégicas usualmente consisten en un rash
eritematoso maculopapular o vesicular debido a que M. pneumoniae puede
causar sindrome de Stevens-Johnson, enfermedad inflamatoria grave que se
caracteriza por fiebre y ulceras en las membranas de las mucosas de los
labios, los ojos, la boca, las vias nasales y las genitales (Harrison, 1998).
Este sindrome se ha reportado hasta en un 7% de los pacientes con

neumonia por micoplasmas (Smit, 1986)



En el articulo de 1990 Delgadillo cita que a nivel gastrointestinal se han
reportado casos de disfuncidn hepética, hepatitis reactiva no especifica y
pancreatitis, durante o después de infeccion respiratoria por Mycoplasma
pneumoniae. Y que el compromiso cardiaco es poco frecuente (4,5% en
algunos estudios), las complicaciones reportadas han sido miocarditis,

pericarditis, arritmias cardiacas y hemopericardio.

2.6. DIAGNOSTICO

La posibilidad de una infecciéon por M. pneumoniae debe tenerse en cuenta
en pacientes de cualquier edad y que presenten manifestaciones
respiratorias. Las complicaciones son en principio raras, pero su incidencia
verdadera se ha desvalorado, debido a la impresién errébnea de que una
neumonia grave con complicaciones extrapulmonares no es compatible con
una enfermedad por M. pneumoniae, esta etiologia no se incluye, por

desgracia, en el diagnostico diferencial de muchos casos (Harrison, 1998).

El examen fisico y la sintomatologia son claves para el diagndstico de M.
pneumoniae, principalmente los hallazgos pulmonares o radiograficos, los
cuales son compatibles con bronconeumonia difusa, que en general
involucra a multiples lobulos del pulmén. El patrén mas frecuente es el de
engrosamiento bronquial con zonas de infiltracion intersticial y atelectasias
subsegmentarias, linfadenopatias hiliares, afectando a uno de los I6bulos

inferiores. Los derrames pleurales son relativamente raros en la neumonia



por Mycoplasma, se detectan hasta en el 20% de los pacientes (Koneman,

1999)

El cuadro hematico, generalmente presenta un recuento leucocitario normal o
ligeramente aumentado, el diferencial es normal o con predominio de
neutrofilos, es frecuente la trombocitosis, la deteccion de reticulocitosis revela
una anemia subclinica, la VSG se encuentra aumentada; Coombs directo
puede ser positivo segun el nivel de crioaglutininas circulantes; el parcial de
orina revela en ocasiones albuminuria (relacionada con la fiebre) (Harrison,

1998)

2.6.1. Medios de Cultivo

El caldo PPLO (Pleuropneumonia-like-agent) se utiliza como medio de
transporte, contiene infusion de corazon, peptona, suplemento para
Micoplasmas, extracto de levaduras y suero de cobayo inactivo. Se agrega
penicilina, polimixina B y anfotericina B para inhibir las bacterias gram
positivas, gram negativas y hongos, respectivamente. Las muestras deben
trasladarse al laboratorio de inmediato y pueden mantenerse a 4° C antes de

inocular los medios de cultivo (Koneman, 1999)

El medio que se aconseja para aislar M. pneumoniae, se denomina medio
bifasico con azul de metileno y glucosa. Este medio contiene caldo y agar

PPLO, junto con glucosa, azul de metileno y fenol (Koneman, 1999).



En los cultivos el crecimiento del M. pneumoniae se detecta por la capacidad
de estos microorganismos de producir &cido a partir de glucosa. Los cultivos
se inspeccionan diariamente para detectar cambios de color y turbidez
durante cuatro semanas. La turbidez macroscopica y un cambio acido o
alcalino del indicador, se debe a contaminacion bacteriana. Un cambio
gradual leve del indicador del pH, sin turbidez macroscopica sugiere un
cultivo positivo. Cuando los cambios de color son evidentes el caldo debe

subcultivarse en un medio solido apropiado (Koneman, 1999).

2.6.2. Coloracién “ Naranja de Acridina

El Naranja de Acridina es un colorante fluorocroméatico, el cual se une a los
acidos nucleicos de la bacteria y otras células, permitiendo la observacion
bajo los rayos de luz ultravioleta. Esta es una técnica que es altamente
especifica y por tal razon ha podido ser aplicada en la identificacion de
Mycoplasmas, observandose como un punto pequefio de color naranja en

contraste con un fondo verde oscuro (Rosendal, 1981).

2.6.3. Prueba de Hemadsorcion

Microorganismos como virus y M. pneumoniae contienen componentes de
superficie capaces de aglutinar los eritrocitos de diferentes especies de
animales. Cuando se evidencia desarrollo de colonias en el medio bifasico de

muestras provenientes del tracto respiratorio, se adiciona una suspension de



eritrocitos de cobayo al 5% sobre la superficie del Agar luego se incuba a
4°C durante una hora rotandolo ocasionalmente para evitar que se
sedimenten los glébulos rojos, se lava la superficie tres veces con caldo
PPLO para Mycoplasma. Finalmente las colonias de M. pneumoniae se
observa con estereoscopio en un aumento de 50 X en busca de adherencia
de los eritrocitos a la monocapa (aparecen como colonias redondas cubiertas
de eritrocitos formando rosetas). Este procedimiento funciona mejor sobre
colonias jovenes, porque las colonias mas viejas tienden a perder su
propiedad de hemadsorcion. Entre los micoplasmas respiratorios,

M. pneumoniae es la Unica especie que adsorbe eritrocitos (Koneman, 1999).

2.6.4. Reduccion del Tetrazolio

Enzimas asociadas a la membrana celular del M. pneumoniae, pueden
reducir el compuesto cloruro de 2 — (p — yodofenil) — 3 — nitrofenil — 5 fenil
tetrazolio a formazan, compuesto rojo insoluble que precipita en las células y
hace que las colonias tomen un color rojo a negro purpireo por exposicion
prolongada al substrato. Esta prueba se realiza a las colonias al obtener el
resultado de la hemadsorcion; se realiza lavados con caldo PPLO para
Micoplasmas con el fin de retirar los glébulos rojos adheridos en la prueba
anterior, esto se evalua microscopicamente. Se agrega reactivo de tetrazolio,
se incuba a 35°C durante 60 minutos y luego se observa con estereoscopio

en aumento de 50x (Koneman, 1999)



2.6.5. Inmunofluorescencia Directa

Esta técnica brinda una alternativa para detectar antigenos, ayudando a
establecer el diagnéstico de enfermedades bacterianas. El Anticuerpo
especifico se conjuga con compuestos fluorescentes, el antisuero conjugado
se agrega a las células sobre un portaobjeto y se fija a los antigenos,
formando un complejo inmune estable. Finalmente se observan por medio de
un microscopio de fluorescencia los Antigenos especificamente unidos a los
anticuerpos fluorescentes (verde manzana brillante contra un fondo oscuro)

(Ridascreen Micoplasma IFA).

2.6.6. Pruebas seroldgicas

2.6.6.1. Fijacion del Complemento

Los titulos de anticuerpos fijadores de complemento son diagndésticos cuando
se cuadruplican. El titulo inicial mayor de 1/64 es indicadores de infeccion por
Mycoplasma pneumoniae. Este incremento de los anticuerpos IgM se suscita
alrededor del dia 10 luego de la infeccion con maxima expresion al cabo de

4 — 6 semanas (Tintinalli, 1998).

2.6.6.2 Crioaglutininas

Titulos mayores o0 iguales a 1:64 son sugestivos de infeccion por
Mycoplasma. Esta prueba tiene una sensibilidad del 50% durante la
enfermedad, y usualmente es positiva en los pacientes que presentan

enfermedad mas severa. En el laboratorio el test de aglutinacion en frio



consiste en combinar el suero del paciente y eritrocitos de tipo O (para evitar
incompatibilidad A-B), la mezcla se incuba a 4° C durante varias horas y se
observa la presencia o la ausencia de hemaglutinacion. Si hay agrupamiento
de eritrocitos, el suero del paciente se diluye en forma seriada y se repite la

prueba (Smit, 1986)

Otras infecciones incluyendo influenza, mononucleosis, psittacosis, rubeola y
adenovirus se han asociado a test positivos (Tintinalli, 1998). La respuesta de
crioaglutininas no es especifica de M. pneumoniae y se detecta en menos del

50% de los casos (Smit, 1986)

2.6.6.3. Inmunofluorescencia Indirectay ELISA

Estas técnicas se han desarrollado para detectar anticuerpos IgM e IgG
contra el M. pneumoniae. El ELISA usa la proteina de adhesion P1 como
antigeno, ultimamente para hacer al test mas sensible y especifico, y es mas

eficiente que la fijacion del complemento (Koneman, 1999).

2.6.7. PCR (Reaccion en la Cadena de la Polimerasa)

Debido a la dificultad para recuperar algunas especies de género
Mycoplasma en cultivos y muestras directas de tracto respiratorio, se han
desarrollado ensayos altamente sensibles y especificos como la PCR,
utilizando secuencias de nucleotidos de genes como el blanco para la

amplificacion y la deteccion. (Koneman, 1999)



2.7. TRATAMIENTO

El tratamiento de esta entidad se establece por dos protocolos: el primero un
tratamiento de soporte en el cual se utilizan: antipiréticos, oxigeno, soporte
nutricional y cuidados generales (Delgadillo, 1993). En general los pacientes
adolescentes y nifios requieren de la limitaciobn de la actividad fisica
inicialmente y aunque su manejo es ambulatorio, es importante estar alerta y
avisar a sus familiares para que estén pendientes de cualquier cambio en el

paciente (Harrison, 1998)

El segundo controvertido para unos y pilar fundamental del tratamiento para
otros, es la utilizacion de antibioticos. EI microorganismo es sensible “in vitro”
a la eritromicina y a las tetraciclinas. Sn embargo la eritromicina es mas
activa que las tetraciclinas “in vitro”, motivo por el cual es la droga de primera
eleccion a una dosis promedio de 30 a 50 mg/kg/dia durante 7-10 dias (en

nifos) y de 2 gramos por dia en adolescentes y adultos (Delgadillo, 1993)

“In vivo” se da tetraciclina y eritromicina no eliminan los gérmenes de las vias
aéreas, ni reducen la presencia de microorganismos en las secreciones
corporales y tienen resistencia cruzada con aminoglucosidos. Otros estudios
han reportado que no existe diferencia significativa con la utilizacion de
antibioticos en cuanto a la duracién de la tos, la estancia hospitalaria o la

resolucion radiogréafica (Delgadillo, 1993).



La profilaxis con oxitetraciclina ha demostrado ser efectiva para la prevencion
de neumonia por M. pneumoniae dentro de la familia del paciente (Delgadillo,

1993)



3. JUSTIFICACION

La infeccion respiratoria aguda es una de las causas de morbi-mortalidad en
el pais y en el mundo; dentro de los agentes etiol6gicos de esta entidad se
encuentra el Mycoplasma pneumoniae, patégeno de los seres humanos, que
produce principalmente neumonia atipica, en lactantes y nifios pequefos,
situacion que dificulta en ocasiones el diagndstico y por ende el manejo de la

misma (Delgadillo, 1993).

La infeccion por Mycoplasma pneumoniae es cosmopolita, aunque la
mayoria de los casos se han documentado en climas templados, sin
predominio estacional. Las epidemias por este microorganismo se han
presentado tanto en la poblacion civiles como militares. El periodo epidémico
se ha presentado de inicio lento y duracion prolongada (2 afios o mas) en
nifios y adultos jévenes. La frecuencia de la neumonia por Mycoplasma varia
de acuerdo con la poblacién estudiada y puede ir desde un 4% en poblacion
abierta, hasta el 25-75% en poblaciones cerradas (guarderias, internados,

instituciones militares, reformatorios entre otras) (Delgadillo, 1993).



En cuanto a la transmision, ésta se realiza a través de nifios escolares,
guienes transmiten el microorganismo a sus familias, al parecer por contacto

persona a persona y por particulas pequefas de aerosol. (Harrison, 1998)

En Colombia no se realiza un diagndstico especifico para M. pneumoniae. El
cuadro clinico que presenta el paciente es manejado por el médico de
acuerdo con su sintomatologia (tos, rinorrea, fiebre, dolor pleural), esto
refiere una enfermedad de vias respiratorias, lo que favorece el tratamiento
inicial que esta basado en b - lactamicos y si no se observa una
recuperacion, el médico piensa que la enfermedad puede ser causada por M.

pneumoniae.

Aunque el fendbmeno de aglutinacion en frio no es exclusivo de los pacientes
con neumonia por micoplasmas y aun cuando muchos enfermemos con este
tipo de neumonia nunca desarrollan crioaglutininas, esta técnica ha seguido

siendo la mas utilizada para diagnosticar la enfermedad (Smit, 1986)



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
3 Determinar la prevalencia de Mycoplasma pneumoniae en la poblacion

pediatrica (1 a 4 afios de edad) con neumonia de la Clinica del Nifio.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
3 lIdentificar presuntivamente por medio de la coloraciébn de naranja de

acridina, la presencia de Mycoplasma pneumoniae.

3 Determinar Mycoplasma pneumoniae por medio de cultivos y pruebas

especificas como  hemoadsorcion, reduccibn de tetrazolio e

Inmunofluorescencia directa.

3 Establecer la distribucién de frecuencia de los resultados de Rayos X de
Torax, titulos de Crioalgutininas, Cuadro Hematico y demas variables del
estudio en los pacientes con diagnéstico positivo para Mycoplasma

pneumoniae.



5. METODOLOGIA

5.1. TIPO DE ESTUDIO

Para el desarrollo del trabajo de Investigacibn “Determinacién de la
prevalencia de Mycoplasma pneumoniae en la poblacion pediatrica con
neumonia de la Clinica del Nifio” ® realiz6 un analisis estadistico de tipo
descriptivo con direccionalidad prospectiva y temporalidad transversal; los

resultados se presentaron a través de distribuciones de frecuencia.

5.2. POBLACION PARA EL MUESTREO
Todo nifio entre 1 y 4 afios de edad que ingresé a la Clinica del Nifio con
signos y sintomas  compatibles con diagnostico de neumonia y/o

bronconeumonia.

5.2.1. Criterios de inclusién
Nifios entre 1 y 4 afios de edad que ingresaron a la Clinica del Nifio por

Urgencias al servicio de Hospitalizacion con los siguientes signos y sintomas



de Neumonia de 7 a 15 dias de evoluciéon y menos de 24 horas de estancia

en este servicio:

- Aumento de la frecuencia respiratoria : El valor normal en nifios de 1 a 4

afos de edad es de 40 respiraciones por minuto

- Sindrome de dificultad respiratoria
Taquipnea : Aceleracion anormal de la frecuencia respiratoria.
Cianosis : Coloracion azulada de la piel y las membranas mucosas
debida al exceso de hemoglobina no oxigenada o a un defecto
estructural de la molécula de hemoglobina.

Tirajes intercostales : Aumento del trabajo respiratorio, debido al

sindrome de dificultad respiratoria.
- Fiebre : Mayor de 38° C

- Tos

5.2.2. Criterios de exclusion

Pacientes con diagnéstico de Bronquiolitis (infeccién virica aguda de las vias
respiratorias inferiores que afecta sobre todo a lactantes de dos a doce
meses de edad y que se caracteriza por sibilancias y obstruccién
bronquiolar), bronco obstruccién (disminucion del tamafio de bronquio que
dificultad la entrada y salida de aire hacia los pulmones), asma (Trastorno
respiratorio  caracterizado por estrechamiento bronquial contractil,
inflamatorio y edematoso que origina episodios de disnea, sibilancias, tos y

secreciones bronquiales mucosas viscosas) y pacientes que presenten



sibilancias (Forma de roncus caracterizada por un tono musical agudo. Se

produce al pasar aire a una velocidad elevada a través de una via estrecha).

5.3. MUESTRA

Se tomaron hisopados nasales (112/112) y muestra de sangre (91/112) a
pacientes de la Clinica del Nifio que ingresaron con diagndstico de
neumonia.

A cada paciente se le tomaron dos hisopados, con el primero se realizé la
lamina para coloracion Naranja de Acridina (Anexo 1) y se sembrd en caldo
PPLO (Anexo 2) y con el segundo hisopo se realizo el cultivo en un nmedio

bifasico azul de metileno-glucosa (Anexo 3) . (Koneman, 1999)

5.4. MEDIOS DE CULTIVO

54.1. Caldo PPLO

Los caldos PPLO inoculados, se incubaron a 35° C de 10-15 dias y se
observaron diariamente para valorar la presencia de Mycoplasma, el cual
produjo viraje del color en el medio al fermentar la glucosa, provocando el

viraje del indicador (rojo de fenol) de color verde a amarillo. (Koneman, 1999)

5.4.2. Medio Bifasico Azul de Metileno-Glucosa
La muestra tomada con hisopos fue sembrada en el medio bifasico azul de
metileno-glucosa, incubada a 35° C de 10 — 15 dias y observada diariamente

para valorar el viraje de color en la fase liquida. En presencia de Mycoplasma



se produce viraje de color debido a que la bacteria metaboliza glucosa y hace
gue vire elindicador de pH (rojo de fenol), de color salmon y/o color amarillo,
evidenciandose asi el crecimiento. Al mismo tiempo, los microorganismos

reducen el azul de metileno y lo llevan de azul a incoloro. (Koneman, 1999)

5.5. PRUEBA DE ORIENTACION

5.5.1. TEST — SPOT Coloracién Naranja de Acridina

Se utilizaron laminas multipozos (Ref. Glass 8-multitest Slide) sobre las que
se deposité la muestra directa de hisopado nasal y de los medios bifasicos
positivos; las muestras se fijaron durante un minuto con metanol dejando
escurrir el exceso y evaporar a temperatura ambiente (Rosendal, 1981). Se
agregdé una gota del colorante naranja de acridina en cada pozo, se dejé
actuar durante 30 minutos y se realizaron varios lavados con agua destilada
por 30 minutos. Finalmente, se observd en el microscopio de fluorescencia

usando el objetivo de 100x.

5.6. PRUEBAS DE IDENTIFICACION

5.6.1. Resiembra

Cuando se evidencio desarrollo de Micoplasmas en el medio bifasico de
muestras provenientes del tracto respiratorio, se realiz6 una nueva siembra
en medio agar modificado para Mycoplasma (Anexo 4) y se incub6 durante

10 dias a 35° C.



5.6.2. Prueba de Hemadsorcién

Luego del crecimiento de las bacterias en el medio agar modificado para
Mycoplasma, se adiciond una suspension de eritrocitos de cobayo al 5% (2
mL) sobre la superficie del agar, se dejo incubar a 4°C durante una hora
rotdndolo ocasionalmente para evitar que se sedimentaran los globulos rojos
y se lavé la superficie tres veces con caldo PPLO para Mycoplasma (Anexo
5). Finalmente las colonias de M. pneumoniae se observaron con
estereoscopio en un aumento de 50 X, en busca de eritrocitos adheridos

sobre las colonias tipicas de Mycoplasma. (Koneman, 1999)

5.6.3. Reduccion de Tetrazolio

Con base a la utilizacion de enzimas asociadas a la membrana celular del
M. pneumoniae, se pudo evaluar la reduccion del compuesto cloruro de 2 —
(p — yodofenil) — 3 — Nitrofenil — 5 fenil tetrazolio a formazan, compuesto rojo

insoluble que se precipita en las células.

Esta prueba se realizo al obtener el resultado de la Prueba de Hemadsorcion;
para ello se realizaron tres lavados con caldo PPLO para Mycoplasmas para
retirar los glébulos rojos adheridos en la prueba anterior y se golpeé la caja
para soltarlos. Se agregaron 2 ml del reactivo de tetrazolio (Anexo 6), se
incubd a 35° C durante 60 minutos y luego se observo con esteroscopio en

aumento de 50 X. (Koneman, 1999)



5.6.4. Prueba de Inmunofluorescencia Directa (Micoplasma Ifa
Ridascreen)

Cuando se evidencio desarrollo de colonias en el medio bifasico de las
muestras provenientes del tracto respiratorio, se tomdé una muestra de la fase
liquida que contenia la bacteria, con un asa estéril se coloc6 en una lamina,
se secO a temperatura ambiente, se fij6 durante un minuto con metanol, se
dejo escurrir el exceso y se permitié su secado al aire. Se colocé una gota
del Anticuerpo IgM monoclonal anti Mycoplasma pneumoniae (Reactivo No.
1) durante treinta minutos en cadmara humeda, se lavo con agua destilada y
se dej6 secar a temperatura ambiente, luego se colocé una gota del
Anticuerpo IgG anti-anti Mycoplasma pneumoniae obtenido de raton
marcados con fluoresceina (Reactivo No. 2) durante treinta minutos en
camara humeda, se lavo con agua destilada y se dejo secar a temperatura
ambiente, para finalmente observarse en el microcopio de Fluorescencia

usando el aumento de 100X con aceite de inmersion (Anexo 7).

5.7. ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizé el programa Stat View 4.0 para realizar el analisis de datos de las

diferentes variables que se tuvieron en cuenta dentro del estudio.



6. RESULTADOS

De los 112 pacientes pediatricos que ingresaron a la Clinica del Nifio por el
Servicio de Urgencias que fueron hospitalizados por diagnéstico de
Neumonia y Bronconeumonia, cumpliendo con los siguientes criterios de
inclusion : edad entre 1- 4 afios, aumento de la frecuencia respiratoria (> de
40 respiraciones por minuto), Sindrome de dificultad respiratoria (taquipnea,
cianosis y/o tirajes intercostales), fiebre y tos; se pudo observar la siguiente

distribucién de frecuencia por sexo (grafica 1).

Grafica 1.Distribucién de frecuencia por género de 112 pacientes que ingresaron a la
Clinica del Nifio con diagndstico de Neumoniay Bronconeumonia
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En la tabla 1 se presenta la distribucién de frecuencia por edad y género de
la totalidad de los pacientes que ingresaron en el estudio de prevalencia de

Mycoplasma pneumoniae.

Tabla 1. Relacién por edad y género de 112 pacientes que ingresaron a la Clinica del
Nifio con diagnostico de Neumoniay Bronconeumonia

Edad 1-2 2-3 3-4 4 afos Totales
afnos afos afnos
Género
Femenino 26 7 13 4 50
Masculino 33 18 8 3 62
Totales 59 25 21 7 112

Por medio de los cultivos de hisopado nasal y pruebas confirmatorias para
Mycoplasma pneumoniae realizadas a las muestras provenientes del tracto
respiratorio de los 112 nifilos que acudieron a la Clinica de Nifio y que fueron
Hospitalizados por diagnéstico de neumonia y bronconeumonia, se pudo
resultados que se

evidenciar la presencia de Mycoplasma pneumoniae

pueden observar en la grafica 2.

Gréafica 2. Porcentaje de pacientes positivos para Mycoplasma pneumoniae
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Las figuras de la 1 a la 5 representan los cultivos y las pruebas confirmatorias

que se usaron para el diagnostico de Mycoplasma pneumoniae.

A. Viraje de color en medio Bifasico. B. Viraje de color en el Caldo PPLO.

Figura 1. Medios de Cultivo

Figura 2. Colonia caracteristica de M. pneumoniae en forma
de huevo frito vista en aumento de 50X



Figura 3. Prueba de Hemadsorcidn positiva para
Mycoplasma pneumoniae vista en aumento de 50X

A. Prueba positiva B. Prueba negativa

Figura 4. Reduccioén de Tetrazolio

A. Prueba negativa B. Prueba positiva

Figura 5. Inmunofluorescencia directa paraM. pneumoniae vista en aumento de 100X



En la gréfica 3 se presenta la distribucion de frecuencia por género de los

pacientes a los cuales se les identific6 Mycoplasma pneumoniae.

Grafica 3. Distribucién de frecuencia por género de los pacientes con diagnéstico
positivo para Mycoplasma pneumoniae
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La gréfica 4 presenta la distribucion de frecuencia de las variables que se
tuvieron en cuenta dentro del estudio como dolor toraxico, rinorrea,
pleurodinia, odinofagia, cefalea y escalofrios, en los pacientes con

diagndstico positivo para Mycoplasma pneumoniae.



Gréfica 4. Distribucién de frecuencia de las variables presentes en los pacientes con
diagnéstico positivo para M. pneumoniae
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En la tabla 2 se presenta la distribucion de frecuencia de las variables que se

tuvieron en cuenta en la totalidad de los pacientes que ingresaron al estudio.

Tabla 2. Distribucion de frecuencia de las variables del estudio en los 112 pacientes que
ingresaron a la Clinica del Nifio con diagnéstico de neumonia y bronconeumonia

VARIABLES Pacientes positivos | Pacientes negativos

para M. pneumoniae | para M. pneumoniae
Dolor toraxico 3% 4%
Rinorrea 91% 70%
Pleurodinia 0% 0%
Odinofagia 0% 9%
Cefalea 6% 17%
Escalofrios 0% 0%

En la siguiente grafica se presentan los resultados radiologicos de los
pacientes que fueron positivos para la presencia de Mycoplasma

pneumoniae.



Gréfica 5. Distribucion de frecuencia del resultado Radiolégico presente en los pacientes
con diagndstico positivo para M. pneumoniae.

Gréfica 5.
80% -
69%

70% A

60% A
& 50% -
3
€ 40% A
Q
Q
IS 30% A

20% A 15%

10%
10% A 6%
Mixto Alveolar Intersticial Consolidacion

La figura 6 muestra el patrén radiolégico que se presenté con

mayor frecuencia en los nifios con diagndstico positivo para M.

pneumoniae.

Figura 6. Neumonia por Mycoplasma pneumoniae con infiltrado pulmonar derecho.



A continuacién se presentan los valores de referencia para
Cuadro Heméatico que se tuvieron en cuenta para la poblacion
pediatrica que participé en este estudio.

Tabla 3. Valores de Referencia Cuadro Hematico

Edad (afios) | Leucocitos Totales (mm®) | Neutréfilos (%)
la?2 6.000 — 18.000 28

2a4d 6.000 — 16.000 40
*Vives., J. Manual de técnicas de Laboratorio en Hematologia. 1998

Con base en los valores de referencia del Cuadro Hematico se establecieron

los siguientes resultados para los pacientes con diagndstico positivo para M.

pneumoniae.

Gréafica 6. Distribucién de frecuencia del resultado del Cuadro Hematico en los
pacientes con diagnéstico positivo para M. pneumoniae
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En la siguiente tabla se describe la relacion entre los titulos de crioaglutininas

y la presencia de Mycoplasma pneumoniae.



Tabla 4. Relacion entre el diagnéstico positivo de M. pneumoniae y los titulos de
Crioaglutininas.

Titulo de No. pacientes

Crioaglutininas

Negativo 11
Titulos NO % Dils 10
Significativos Y4 Dils 14
Para 1/8 Dils 6
Mycoplasma 1/16 Dils 11
pneumoniae* 1/32 Dils 7

1/64 Dils 7
Titulos significativos | 1/256 Dils 2
para Mycoplasma | 1/512 Dils 1
Pneumoniae ** 1/1024 Dils 1

* Titulos < a 1/32 Dils
** Titulos > a 1/64 Dils

La figura 7 muestra la cuantificacion de titulos de crioaglutininas realizada a

91 de los pacientes con diagnostico de Neumonia y Bronconeumonia.

Figura 7. Crioaglutininas



La sensibilidad y especificidad de las crioaglutininas fue

determinada por medio de tablas de contingencia de 2x2 usando

como Prueba de Oro el cultivo.

Tabla 5. Relacion entre el diagndstico de M. pneumoniae usando como Prueba de Oro el
Medio Bifésico.

Medio Bifasico

POSITIVO |NEGATIVO Totales
Crioaglutininas | POSITIVO 11 1 12
NEGATIVO 59 20 79
Totales 70 21 o1

SENSIBILIDAD = _11 x 100 = 15.9% ESPECIFICIDAD = 21 x 100 = 95.4%
69 22

La utilidad del TEST — SPOT Naranja de Acridina en el diagndstico de
Mycoplasma pneumoniae a partir de muestras directas de tracto respiratorio

se representa mediante la determinacion de sensibilidad y especificidad.

Tabla 6. Relacién entre el Medio Bifasico con el TEST — SPOT Coloracién Naranja de
Acridina.

Medio Bifasico

POSITIVO |NEGATIVO Totales
Naranjade |POSITIVO 82 0 82
Acridina NEGATIVO 0 30 30
Totales 82 30 112

82

SENSIBILIDAD = 82 x 100 = 100%

ESPECIFICIDAD = 30 x 100 = 100%

30



En la figura 8 se observa la presencia de Mycoplasma pneumoniae coloreado
con Naranja de Acridina y observado al microscopio de fluorescencia usando

el objetivo 100X.

A. Muestra Directa B. Muestra de Cultivo

Figura 8. TEST — SPOT Coloracion Naranja de Acridina vista en aumento de 100X



7. DISCUSION DE RESULTADOS
Este trabajo forma parte de una linea de Investigacion del Laboratorio de
Microbiologia Especializada de la Pontificia Universidad Javeriana, que
busca el diagnéstico de Mycoplasma pneumoniae en Colombia, mediante la
la implementacion de pruebas rapidas, econdmicas y sensibles como el

TEST-SPOT coloracion Naranja de Acridina.

En la actualidad el diagnostico de la neumonia causada por M. pneumoniae
es manejado por el médico de acuerdo a la sintomatologia del paciente,
dejando a un lado la parte del laboratorio. La identificacion microbiolégica no
se ha implementado debido a que Mycoplasma pneumoniae, no es facil de
identificar por su ausencia de pared, lo que hace imposible su observacién
mediante la coloracion de Gram, ademas no es cultivable en medios
comunes como agar Sangre o agar Chocolate ya que este microorganismo

necesita de nutrientes especiales para su crecimiento y mantenimiento.



Se estudiaron 112 pacientes entre 1 y 4 aflos de edad que ingresaron a la
Clinica del Nifio con diagndstico de Neumonia y Bronconeumonia, de los
cuales el 73% fue positivo para M. pneumoniae y el 27% negativo (grafica 2),
encontrandose que la mayor incidencia de este microorganismo se presenta
en niflos de 1 afio de edad. Estos datos difieren en comparacion con el
estudio de Martinez (1993) en el Hospital la Misericordia en el que se
incluyeron 48 pacientes entre 2 y 15 aflos de edad con diagndstico de
neumonia y bronconeumonia donde la tasa de incidencia fue del 13%,
determinada mediante estudios microbiolégicos.

Sin embargo en una investigacion realizada por Brunner (1976) se determino
una prevalencia de neumonia por Mycoplasma del 67% en pacientes de 2 a

5 afios de edad (Delgadillo, 1990).

De los pacientes que fueron positivos para Mycoplasma pneumoniae, el 45%
pertenecen al género femenino y el 55% al género masculino (grafica 3).
Estos se encuentran dentro de rangos similares a los reportados en el
estudio realizado por Delgadillo (1993) donde se establecidé que en la
distribucion en cuanto a género en una muestra de 46 pacientes, el 41.3%

eran nifias y el 56.6% eran nifios.

Los cultivos de muestras nasales establecen que el viraje y la turbidez
macroscopica de los medios se da entre 1 y 5 dias por contaminacion

bacteriana generalmente y de 8 a 15 dias en el caso de Mycoplasma



pneumoniae (Koneman, 1999). En acuerdo a lo anterior los cultivos viraron
entre el 10° y 15° dia de incubacion (figura 1) y tan sd6lo un 7% de los Caldos
PPLO presentaron contaminacion bacteriana, este porcentaje fue bajo ya que
a los medios se le adicion6 suplemento comercial para Mycoplasma marca
OXOID, el cual contiene nutrientes especiales como son : extracto de
levadura al 25%, agentes antibacterianos como acetato de talio, penicilina y
azul de metileno, que impiden el sobrecrecimiento por parte de los
microorganismos contaminantes de tracto respiratorio e inhiben a los

Micoplasmas de crecimiento lento.

Un cambio gradual leve del indicador de pH de 8 a 15 dias, sin
turbidez macroscépica sugiere un verdadero cultivo positivo.
Durante el crecimiento de Mycoplasma pneumoniae el medio se
torna mas acido y el rojo de fenol vira de salmén y/o a amarillo.
Al mismo tiempo, los microorganismos reducen el azul de

metileno y lo llevan de azul a incoloro.

Segun estudios previos realizados en la Universidad Javeriana se comprobd
la utilidad de la hemadsorcion (figura 3) como prueba de identificacion
presuntiva para Mycoplasma pneumoniae, al adsorber glébulos rojos,
contrario a otros microorganismos como Streptococcus pneumoniae que no
presentan esta caracteristica (Bermudez, 2000), en acuerdo con lo anterior

en el presente estudio se logré un 100% de positividad usando esta técnica.



En la reduccion de tetrazolio (figura 4) se analiza la capacidad
de Mycoplasma pneumoniae para reducir el tetrazolio al
compuesto formazan de color rojo. Esto permite identificar con
certeza el microorganismo, ya que este compuesto no actua en
bacterias con pared al no lograr un contacto directo con la
membrana. Los resultados obtenidos para esta prueba
corresponden a un 100% de especificidad y sensibilidad para
Mycoplasma pneumoniae, teniendo como ventaja su rapida y facil

interpretacion en el laboratorio.

Al realizar la Inmunofluorescencia Directa en el presente estudio,
en la que se trabajé con anticuerpos monoclonales IgM contra
Mycoplasma pneumoniae, donde se observd el microorganismo
como un punto verde fluorescente en contraste con un fondo
negro, se obtuvo un 100% de positividad, debido a que estos

anticuerpos son especificos.

Las variables que se tuvieron en cuenta dentro del estudio como : dolor
toraxico, rinorrea, pleurodinia, odinofagia, cefalea y escalofrios no
presentaron relacion entre la presencia de Mycoplasma pneumoniae, sin
embargo la rinorrea (grafica 4) prevalecié en los pacientes con diagndéstico

positivo (91%) y negativo (70%) (tabla 2), lo que indica que este sintoma no



es especifico para este microorganismo y ademas puede presentarse en
otras infecciones como: Virus Sincitial Respiratorio, Influenza, entre otros

(Restrepo, 1998).

En las Radiografias de Torax los hallazgos son compatibles con una
bronconeumonia difusa, que en general involucra a mdultiples Iébulos del
pulmén, sin consolidacion (Koneman, 1999). Los patrones radiograficos
observados en la neumonia por Mycoplasma pneumoniae variaron
ampliamente, mostrando infiltrados de tipo alveolar, intersticial y mixto;

prevalenciendo en un 69% el infiltrado de tipo intersticial (figura 6).

De los pacientes con diagnéstico positivo para Mycoplasma un 85% present6
infiltrados y tan solo un 15% mostré6 condensacion pulmonar, datos que se
hallan en desacuerdo con el estudio realizado por Delgadillo (1993), en

donde el principal hallazgo fue la presencia de condensacion en un 62.8%.

En este estudio el tipo de infiltrado que se presenté en mayor porcentaje fue
el intersticial, resultados que se encuentran en acuerdo con Harrison (1998)
qguien revela que los enfermos con neumonia por Mycoplasma pneumoniae
presentan en su mayoria infiltrados reticulonodulares difusos o intersticiales,

casi siempre localizados en los |6bulos inferiores.



La prueba convencional de laboratorio como el Cuadro Hematico suele
ofrecer recuentos de leucocitos y neutrofilos normales o ligeramente
aumentados en los pacientes con diagnostico de neumonia atipica (Harrison,
1998). En acuerdo con lo enunciado anteriormente, los resultados de este
estudio indican que el mayor porcentaje (44%) de los pacientes con
diagnéstico positivo para Mycoplasma pneumoniae presentaron recuento de
leucocitos normales con neutrofilia, esto significa que no es un buen

marcador (grafica 6).

Las crioaglutininas son anticuerpos de tipo IgM que se unen al Antigeno | de
los eritrocitos por reaccion antigénica cruzada entre el Mycoplasma vy la
membrana de los hematies. Estas suben rapidamente en presencia del
microorganismo llegando al maximo a las tres o cuatro semanas del
comienzo de la enfermedad oon titulos positivos mayores de 1/64 dils (Smit,
1986). En contraste con lo anterior los resultados de crioaglutininas en los
pacientes con diagndéstico positivo para M. pneumoniae de este estudio
fueron negativas o presentaron titulos no significativos esto puede estar
relacionado con la toma de muestra, ya que se realizé cuando los pacientes

tenian un promedio de 2 semanas de evolucion de la enfermedad.

Mediante tablas de contingencia de 2x2 se determind el 15.9% de
sensibilidad y el 95.4% de especificidad para las crioaglutininas (tabla 4),

estos datos coinciden con la inadecuada utilizacion de esta prueba para el



diagndstico de M. pneumoniae ya que los titulos pueden estar aumentados
en trastornos infecciosos como tuberculosis, influenza, mononucleosis,
adenovirus, y no infecciosos como cancer, linfoma y trastornos del colageno

(Tintinalli, 1998).

Al realizar la coloracion TEST-SPOT Naranja de Acridina a las muestras
directas de hisopados nasales y a medios Bifasicos positivos para M.
pneumoniae se establecié un 100% de sensibilidad y especificidad (tabla 6).
La coloracibn Naranja de Acridina a pH de 3.5 - 4.0 diferencia
microorganismos de materiales celulares, contribuyendo asi a un excelente
contraste entre la tincion de la bacteria y sobre un fondo verde. Dicha
coloracion confiere diferentes tonalidades a estructuras celulares cuando se
prepara a pH bajo, asi por ejemplo las bacterias se tifieron de naranja
brillante y fueron facilmente diferenciadas de células humanas y restos de

tejidos los cuales setifien de verde palido o amarillo (Kronvall, 1977).

El TEST-SPOT Coloracion Naranja de Acridina no solo tiie Mycoplasma
pneumoniae sino también flora bacteriana acompafiante, por lo tanto se
requiere que en los laboratorios en los que se implemente esta técnica para
la identificacion presuntiva de Mycoplasma pneumoniae exista personal
entrenado para la visualizacién, la cual se facilita por la forma y el tamafio de

este microorganismo.



8. CONCLUSIONES

v De las 112 muestras de hisopados nasales tomadas a pacientes
pediatricos con diagnostico de bronconeumonia y neumonia, el 73% (83/112)
fueron positivas para Mycoplasma pneumoniae, sin afirmar que éste sea el
agente etiolégico de estas patologias ya que existen otros microorganismos
concomitantes que no fueron identificados en esta investigacion y que

pueden ser los verdaderos causantes de la enfermedad.

v' La alta sensibilidad del TEST-SPOT Naranja de Acridina permite

recomendarla como prueba presuntiva rdpida y econémica en el laboratorio.

v" En el Medio Bifasico Azul de Metileno-Glucosa se logré obtener un éptimo
crecimiento y mantenimiento de la bacteria, debido a que es un medio
selectivo para Mycoplasma que posee inhibidores como el azul de metileno,
el acetato de talio, antibidticos y demas requerimientos que contienen

precursores para la biosintesis de acido nucleicos, proteinas y lipidos.

v'  Las técnicas de Hemadsorciéon, Reduccién de Tetrazolio e

Inmufluorescencia Directa permiten la identificacion de Mycoplasma



pneumoniae a partir del medio de cultivo, demostrando ser especificas para

este microorganismo, sin generacion de falsos positivos.

v' Se comprobd que criterios clinicos y de laboratorio como reporte
radiolégico, Crioaglutininas y Cuadro Hematico no son recomendables para
ser usadas en el diagnostico de Mycoplasma pneumoniae, ya que se
presentaron diferentes variables sin prevalencia estadisticamente

significativa en los pacientes positivos.

v En Colombia actualmente no se realizan investigaciones encaminadas a la
identificaciébn de M. pneumoniae por esta razén el presente estudio presta
gran utilidad en el diagnéstico, evaluacion y tratamiento de la enfermedad
respiratoria aguda proporcionando datos epidemiol6gicos de dicha
enfermedad que permiten promover estudios posteriores en los que se
identifiguen otros agentes etioldégicos causantes de neumonia, pudiéndose

asociar la presencia de M. pneumoniae con la enfermedad.



9. RECOMENDACIONES

v Implementar el TEST-SPOT Naranja de Acridina en el diagndstico
presuntivo de Mycoplasma pneumoniae ya que es un método, rapido, facil,
econdmico y sensible, que permite diferenciar este microorganismo aunque

halla contaminacion y flora acompafante en la muestra clinica.

v Realizar un estudio que permita identificar otros agentes etioldgicos
causantes de neumonias y bronconeumonias atipicas en nuestro pais,
determinando la distribucion de frecuencia, con el fin de aportar al
conocimiento  epidemiolégico, diagnodstico y tratamiento de dichas

enfermedades.
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ANEXOS

ANEXO 1

TEST - SPOT “Coloraciéon Naranja de Acridina”

* Principio : El test SPOT “Naranja de Acridina”, es un colorante
fluorocromatico el cual se une a los acidos nucleicos de la bacteria y otras
células. Por medio de los rayos ultravioleta el naranja de acridina tifie el ADN

de naranja.

* Materiales y reactivos :

Laminas con muestras provenientes de tracto respiratorio

Colorante Naranja de acridina
- Agua destilada

Metanol

* Procedimiento :
- Se coloca la muestra proveniente de tracto respiratorio sobre una
lamina
- Se fija con metanol durante un minuto, dejandola secar a temperatura
ambiente.

- Se agrega el colorante de acridina durante 30 minutos



- Se lava el exceso de colorante con agua destilada durante 30 minutos
y se deja secar a temperatura ambiente.
- Se observa en el microscopio de fluorescencia con aceite de

inmersion usando el objetivo de 100X.

* Resultados e Interpretacion :
- Prueba positiva : Se observa un punto fluorescente de tamafio muy
pequefio en un campo verde oscuro.

- Prueba negativa : No se observa ninguna estructura fluorescente.



ANEXO 2

Caldo PPLO

* Principio : El crecimiento de Mycoplasma pneumoniae se detecta por la

capacidad de estos microorganismo de producir &cido a partir de glucosa.

* Procedimiento :
- Inocular la muestra (hisopados nasofaringeo)
- Incubar durante 5—7 diasa 35° C

- Observar diariamente para detectar cambios de color y turbidez

* Resultados e Interpretacion :
- Prueba positiva : Un cambio del indicador sin turbidez hace que el
medio vire de verde a amarillo, indicando la presencia de Mycoplasma
pneumoniae.

- Prueba Negativa : El indicador del caldo no vira.



ANEXO 3

Medio bifasico azul de metileno-glucosa

* Principio : Medio selectivo y enriquecido en el cual Mycoplasma

pneumoniae metaboliza glucosa para producir acido lactico.

* Procedimiento :
- Inocular la muestra (hisopados nasofaringeo)
- Incubar durante 15 diasa 35°C

- Observar diariamente para detectar cambios de color y turbidez

* Resultados e Interpretacion :
- Prueba positiva : Un cambio gradual leve del indicador del pH en 8 —
15 dias, sin turbidez macroscépica y la formacion de colonias en forma
de huevo frito sobre la fase soélida.
- Prueba negativa : El medio conserva el color inicial tanto en la fase

sélida como en la liquida.



ANEXO 4

Agar modificado para Mycoplasma

* Principio : El Mycoplasma pneumoniae fermenta glucosa para producir
acido, evidenciandose su crecimiento por la formacion de colonias en forma

de huevo frito.

* Procedimiento :
- Resiembre del agar bifasico azul de metileno
- Incubar durante 15 dias a 35°C
- Observar diariamente la superficie del agar con estereoscopio en

busca de las pequeiias colonias del microorganismo.

* Resultados e Interpretacion :
- Prueba positiva : Presencia de colonias en forma de huevo frito.

- Prueba negativa : No se observa crecimiento del microorganismo.



ANEXO 5

Prueba de Hemadsorcion

* Principio : Entre los Micoplasmas respiratorios, M. penumoniae es la Unica
especie que adsorbe eritrocitos. Cuando se evidencia desarrollo de colonias
en medios para aislamiento de micoplasmas sembrados con muestras
provenientes de tracto respiratorio, se coloca una suspensién de eritrocitos
de cobayo sobre la superficie del agar durante un tiempo determinado vy
luego se lava. Las colonias de M. pneumoniae absorberan algunos

eritrocitos en la superficie de la colonia.

* Materiales y reactivos :
- Agar para micoplasmas con colonias sospechosas

- Globulos Rojos de cobayo al 5%

* Procedimiento :
- Cubrir la superficie de la placa de agar con 2 ml una suspension de
eritrocitos de cobayo al 5%
- Se deja incubar a 4°C durante una hora rotandolo ocasionalmente
para evitar que se sedimentaran los glébulos rojos

- Se lava la superficie tres veces con caldo PPLO paraMicoplasma



- Observar las colonias de M. pneumoniae con esteroscopio en un

aumento de 50 X.

* Resultados e Interpretacion :
- Prueba positiva: colonias con GR adsorbidos en la superficie =
Mycoplasma pneumoniae.
- Prueba negativa : Colonias sin GR adsorbidos = especies de

Micoplasma no Micoplasma pneumoniae



ANEXO 6

Reduccion de Tetrazolio

* Principio : Utilizando enzimas asociadas a la membrana celular del
microorganismo M. pneumoniae puede reducir el compuesto incoloro cloruro
de 2(p-yodofenil)-3-nitrofenil-5-fenil tetrazolio a formazan, compuesto rojo
insoluble que precipita en las celulas y hace que las colonias tomen un color

rojo a negro-purpureo por exposicion prolongada al sustrato.

* Materiales y reactivos :
- Colonias aisladas en Agar para mycoplasmas.
- 0.21 g de Cloruro de 2-(p-yodofenil)-3-nitrofenil5-fenil tetrazolio para
100 ml de agua destilada, esterilizar por filtracion y conservar en

botella ambar.

* Procedimiento :
- Cubrir la superficie de la placa de agar que contiene las colonias del
microorganismo con 2 ml del reactivo de tetrazolio.
- Incubar la placa a 35° C durante 60 minutos.

- Examinar las colonias usando estereoscopio.



* Resultados e Interpretacion :

- Prueba positiva : las colonias de M. pneumoniae se oscurecen
visiblemente y se haran rojas o purpura después de 60 minutos. Por
incubacion prolongada (3 a 4 horas) las colonias se ponen negras.

- Prueba negativa : no se notan cambios de color después de 60

minutos.



ANEXO 7
Prueba de Inmunofluorescencia Directa

(Micoplasma IFA Ridascreen)

* Principio : Se utiliza para hallar Ag directamente en la muestra, para lo
cual se emplean Ac de gran especificidad contra el determinante antigenico

gue se va a estudiar, marcados con una sustancia fluorescente.

* Materiales y Reactivos :

- Laminas con muestras obtenidas del crecimiento del Micoplasma en el
medio bifésico.

- Reactivo No. 1 Anticuerpo IgM monoclonal anti Mycoplasma
pneumoniae .

- Reactivo No. 2 Anticuerpo IgG anti-anti Mycoplasma pneumoniae
obtenido de raton marcados con fluoresceina.

- Agua destilada

- Metanol

* Procedimiento :
- Se coloca la muestra en una lamina y se deja secar a temperatura

ambiente



- Se fija durante un minuto con metanol, se deja escurrir el exceso y se
permite su secado al aire.

- Se coloco una gota del Anticuerpo monoclonal (ratébn) Mycoplasma
pneumoniae (Reactivo No. 1) durante treinta minutos en camara
hameda

- Se lavé con agua destilada y se dej6 secar a temperatura ambiente

- Se coloca una gota del anticuerpo IgG anti-anti Mycoplasma
pneumoniae obtenido de raton marcados con fluoresceina (Reactivo
No. 2) durante treinta minutos en camara humeda

- Se lava con agua destilada y se deja secar a temperatura ambiente

- Se observarse en el microcopio de Fluorescencia usando el aumento

de 100X con aceite de inmersion

* Resultados e Interpretacion :
- Prueba Positiva : Mycoplasma pneumoniae se observdé como un punto
pleomoarfico verde fluorescente en contraste con un fondo negro.
- Prueba negativa : Ausencia de microorganismos pleomorficos

fluorescentes.



ANEXO 8

Composicion de los Medios de cultivo usados para la

identificacion de Mycoplasma pneumoniae

Medios CALDO AGAR BIFASICO
PPLO Agar Fase s6lida | Fase liquida
Componentes Modificado
GLUCOSA 0.4 g 0.4 g 0.4 g 0.4 g
EXTRACTO DE 3.7 ml 3.7 ml 3.7 ml 3.7 ml
LEVADURA
SUERO INACTIVADO 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
ANTIBIOTICOS Penicilina y Penicilina 'y Penicilina 'y Penicilina 'y
Ampicilina Ampicilina Ampicilina Ampicilina
AZUL DE METILENO 0.14 ml 0.14 ml 0.14 ml 0.14 ml
ACETATO DE TALIO 6 ml 6 ml 6 ml 6 ml
(10%) (10%) (10%) (10%)
ROJO DE FENOL 0.7ml 0.7ml 0.7ml 0.7ml
CALDO Micoplasma 100 ml - - 100 ml
R 1g 1g R

AGAR
BACTERIOLOGICO

(Para 100ml)

(Para 100ml)
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