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Urwapiesma urealyticus

GLOSARIO.

Aleterr nasal: Movimientos de las alas de la nariz en la disnea

Amaortiguador: solucidon que previene el cambio que se producira cn la concentracion
de iones de hidrogeno. adadiendo alcalis o acidos

Aunticuerpo Sustancia especifica presente ¢en la sangre y otros fluidos organicos
(globulinas) que aparecen tras la inoculacion de elementos extrafos (antigeno) sobre los
que actua especificamente  aglutinandolos  (aglutinina), destruyéndolos  (lisina),
neutralizandolos (antitoxina), o precipitandolos (precipitinas)

Proteina producida a consecuencia de la introduccion de

Anticuerpos monoclonales:
de

un antigeno y que tiene la propiedad de combinarse con un antigeno que proviene
una sola clona y estimula su produccion.

Anfigemo:  Sustancia que al introducirse en ¢l organismo provoca la formacién de
anticuerpos.

Bacteriostitica: Solucion que mantiene al microorganismo viable pero no permite
crecimiento.

Biovar o Biotipo: Subgrupo de la bacteria basado en el serovar que se diferencia
mediante prucbas bioquimicas y fisiologicas especializadas

bp: Pares de bases.

Coloracion azul o livida de la piel y mucosas a causa de oxigenacion

Cianosi
insuficiente de la sangre.

CLD de la prematurez. Enfermedad pulmonar cronica de la prematurez

Codem,  Triplete de tres bases en una molécula de DNA o RNA | guc codifica un
aminoacido especifico

Colonizacion Presencia de un microorganismo no patogeno que  se  esta

reproduciendo, si se reproduce mucho puede producir infeccidon aunque sea no
patogeno

Cromaosoma: Cuerpos diminutos en forma de asa en que se divide la cromatina nuclear
en la mitosis. Cada uno dec ellos se divide longitudinalmente originando dos asas
gemelas iguales
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os (dATP, dTTP, dCTP y dGTP)

dNTPs: Mezecla de nucleo

Electroforesis. Separacion de moliéculas por medio de un campo cléctrico

Endotaxinas Liposacaridos que derivan de las paredes celulares de microorganismos
Gram negativos y ticnen cfectos 1Oxicos o pirogenos cuando se inyectan sz vive

Enfermedad. Alteracion o desviacion del estado fisiologico en una o varias partes del
cuerpo. Es un desequilibrio entre el microorganismo, el medio ambiente y el huesped

Enzimas Complcjos organicos que catalizan las reacciones bioquimicas

Epitope  La forma mas simple de determinante antigénico presente en una molécula

compleja, que se combina con el anticuerpo o receptorde la célula T

Exotoxinas Toxinas difusibles por ciertos microorganismos Gram positivos y Gram

Fab Fragmento fijador del antigeno desprendido por fijacion enzimatica de una
motécula de IgG con papaina

Fagocitosis: Englobamiento de bacterias u otras particulas por los leucocitos

Fc: Porcion cristalizable obtenida por la digestion con papaina de moléculas de 1gG
que no contienc las mitades carboxilo terminal no posce actividad fijadora de antigeno
Para receptor es una sustancia protonica presente en la membrana de varias subclases de
linfocitos y que actaa como receptor para ¢l fragmento Fe. de inmunoglobulinas

Gen Unidad de material hereditario que ocupa un locus definido en el alelo

Hidrofilico: Compuesto soluble en agua Los grupos hidrofilicos del exterior de la
proteinas y membranas celulares sc fijan al agua

Compuesto insoluble en agua. Los grupos hidrofobicos de proteinas y

Hidrofibico

membranas son empujados al interior de las moléculas, lejos del agua.

#ij losbuli ta: Disminucion de las proteinas séricas con movilidad gamma
en la clcctroforesns que constituyen la porcion de inmunoglobulinas y anticuerpos.

FHué: { i Jls icde Cuando no existe proteccion cantra  alguna
enfermedad.

Humoral. Que atafie a moléculas solubles en liquidos corporales, en particular

anticuerpo y complemento
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Urnapiasma ureatydcum

IgA: Clase de inmunoglobulina que predomina en secreciones  Secretora: Dimero de
moléculas colgA con un coeticiente de sedimentacion de 115, unido por cadena J y
agregado a componente secretor

12 Clase de inmunoglobulina que predomina en ¢l suero humano.

IgAf. Inmunoglobulina pentamérica que constituye aproximadamente el 10% del 1otal
de inmunoglobulinas séricas humanas

Incidencia® Numero de casos nucvos que presentan la enfermedad en un periodo de
tiempo especifico

Infeccion U'n microorganismo patogeno se encuentra en un lugar que no debicra, pero
sin afectar al individuo

Infeccion oportunista  Capacidad del microorganismo de escasa virulencia para cusar
enfermedad durante alteraciones de la inmunidad

Inmunoglobutina Glucoproteina que funciona como  anticuerpo Todos los
anticuerpos son inmunoglobulinas pero no se¢ sabe si todas las inmunoglobulinas
funcionan como anticuerpos En ¢l hombre hay cinco clases de IgA, IgG, IgM, gD e

1gE.

Inoculacion: Introduccion de una sustancia o geérmen a un huésped de manera
voluntaria o accidental, para producir la enfermedad

Insuficiencia respiratoria: Oclusion deficiente de las valvulas sigmoideas pulmonares,
en los nifios recién nacidos se caracteriza por los siguientes signos aleteo nasal,
taquipnea en los primeros 3 a 6 horas de vida extrauterina, cianosis, tiros intercostales,
rechazo al alimenio y decaimiento

Inrubacion: Introduccion de un tubo en una cavidad

MEB (Antig Multibundeudo) Antigeno que se encuentra en la superficie externa de
los 143 scrotipos de U. urealyticum

N ia: Inflar 0 del tejido pulmonar. Afipica: que no responde a un
tratamiento especifico. Cronica: esclerosis pulmonar de cvolucion lenta que termina en
la transformacién fibrosa de la parte enferma.

NGU: Uretritis no gonococcica.

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida.




Ureapiasma ureatyticurs

PCR: técnica para amplificar scgmentos de DNA o RNA gencricos, de composicion
conocida, con cebadores
Primer scecuencia de oligonucleotidos que funcionan como iniciadores o cebadores en

la sintesis de! DNA
Procariora  Organismo con nacleo verdadero que contiene un solo cromosoma lineal
Reaccion cruzada Interaccion de un anticuerpo con un antigeno diferente de la

inducida para su formacion
ifos cuyo periodo de gestacion es completo (42 meses)

Recién nacido de 1érmineg
'n este estudio se consideran pretermino,. aquellos niftos

Recién nacido pretérminag
cuya edad de gestacion vana de un rango de 23 a 34 semanas

Infeccion generalizada caracterizada por la proliteracion de bacterias en el

Sepricemia
torrente sanguinco y lesiones intflamatorias ¢n otros organos o tejido
Se refiere a la determinacion de

Serologia. De mancera literal es el estudio del suero
anticuerpos a microorganismos infecciosos importantes en medicina chnica
Serovar o Serotipe Subgrupo de la bacteria basado en la presencia de anugenos los
cuales se identifican por medio de serologia

Signos Fenomeno o caracter objetivo que se presenta en una enfermedad

Manifestacion de una alteracion organica o funcional apreciable por el

Sintomas
enfermo

Sourhern: Métodos para determinar scgmentos de DNA que han sido digeridos con
enzimas de restriccion y sometidos a electroforesis de acuerdo a su tamafo. A
continuacion los segmentos son recogidos en una membrana de nitrocelulosa y se hacen

reaccionar con probadores radiomarcados o con ¢nzimas agregadas
Tagquipnea. Respiracion acelerada superficial.
Templade: Conticne el DNA extraido a partir de muestras o de un control

Tiros intercostales Hundimiento entre las costillas

Laura Coetle Gonsaer Becerra



Ureaplasma ureatyticum

RESUMEN

La finalidad de este estudio fuc evaluar la incidencia de Ureaplasma urcalyticsm cn la
enfermedad respiratoria de nifios recién nacidos pretérmino con enfermedad respiratoria
Se tomaron 90 muestras de aspirado traqueal, en nifos con las siguicntes caracteristicas
edad gestacional de 23 a 34 semanas, vida extrauterina menor o igual con 7 dias, tiempo
de intubacion no mayor de 12 horas y peso mayor o igual a 550g l.as muestras fucron
tomadas en los hospitales de gineco-obstetricia del Centro Meédico “La Raza™ y
“Tlatelolco™ Todas fueron evaluadas por medio de cultivo en medio 10B y agar A8
resultando 10 muestras positivas por este método (1 1.1%%), posteriormente sc diagnostico
la presencia de este microorganismo por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando como primers el gene del Antigeno Multibandcado (MB)
Con este método se lograron identificar inicialmente 13 muestras positivas (14.4%),
despuds de la punfcncton se identificaron dos muestras que inicialmente habian sido
negativas por PCR y positivas por cultivo, por lo tanto la incidencia por el método de
diagnostico por PCR fue del 16 66% (15 muestras positivas totales). Posteriormente se
comparé el método de PCR contra el cultivo bacteriano y mostré una sensibilidad del
100%, cspecificidad de 93.75%%, valor predictivo pasitivo de 66.66°6, valor predictivo
negativo de 100% vy una exactitud de 94.4%%, por lo cual ¢l método puede usarse como
alternativo para el diagnostico de U. urealyticum El bajo peso al nacer (menor de
1555g) y la edad extrauterina menor (sobre todo en el ler dia de edad) son las
carac(cnsucas mas lmponan(es para que pucda presentarse la enfermedad causada por

Ureay urealy en el tracto respiratorio del nifio

Laurs Octette Gonzaiez Becerra



Ursaplasma ureslyticum
INTRODUCCION.

L.os Mycoplasmas son los microorganismos mais pequenos de vida libre con capacidad de
transmision lo que los hace difuerentes de los virus  No presentan pared celular como
todos los que pertenecen a la familia Mycoplasmataceae, esta caractenstica los hace
diferentes de las bacterias ‘& ™

Los Mycoplasmas no hidrolizan la urca, excepto ¢l género Ureaplasma, lo que los difiere
del resto de los Mycoplasmas  Urcaplasma urcalyticum sc presemta en el 30 al 8026 de
fas mujeres con actividad sexual por lo que se considera como un comensal en el tracto
genital inferior de la mujer, se ha visto que algunas mujeres colonizadas con este
microorganismo son propensas a tener niflos con bajo peso o que nazcan
prematuramente, cs capaz de producir coricamnioitis. la transmision vertical ocurre y
puede causar ncumonia, meningitis y displasia broncopulmonar en nifios recién nacidos,
sobre todo en los prematuros, ademas, se ha asociado con uretritis no gonococcica y
artritis cronica en pacientes hipc lobulinémicos o inmunocomprometidos * 7 13 2724

Actualmente el mejor diagnosiico es por cultivo, sin embargo este tarda de 3 a 5 dias
como minimo y hasta 15 dias para poder decir que una muestra es realmente negativa,
por lo que se requiere de un método de diagnostico rapido sobre todo para las
infecciones producidas en nifios ‘"’

Laura Oetie Gonzawe: Bacerrs 0



Ureapiasrme ureatysicum

FUNDAMENTACION TEORICA

e HISTORIA

La histona de Ureuplasma urealyticum comenzo en septiembre de 1950, Shepard
observa por primera vez las colonias a las cuales denomind Cepa T de Mycoplasma, les
dio ese nombre porque son parecidas a Mycoplasma y la letra T proviene de “Tiny™ que
significa pequedia (colonias pequedas de Afycopl. y Ur ] urealyticurm fue
descubterto en un paciente con uretritis no gonococcica (NGU) .30 El 22 dc septiembre
de 1950 se observa la primer colonia por medio de microscopio con un poder de 100X v
embebida entre el agar Durante el primer afo después de su descubrimiento, solo se
midieron las dimensiones y se observa la variante morfologica

La Dra. Justina Hill en 195 discutié sobre la relacion de los organismos parecidos a
aquellos que causan pleuroneumoenia (PPLO) en las enfermedades transmitidas
sexualmente como uretritis inespecifica, sin que se conociera la causa de la infeccion o
como se transmitia v Ureaplasma se encontraba entre estos microorganismos. &3+

Sin embargo, ¢ra muy dificil la observacion de estos microorganismos, lo cual radicaba en
que aparnte de ser colonias pequeflas daban la apariencia de ser artefactos y se teflian
débilmente con tincion de Gram

El 16 de septiecmbre de 1954 se incluye la primera descripcion por escrito de Ureaplasma
en el simposium sobre (NGU) dentro de la Organizacion Mundial de 1a Salud (OMS).'"

Denis Ford en 1962 confirma su existencia en un arca geografica diferente (Canada) vy
abserva que ef microorganismo crece mejor en medio liquido teniendo titulos altos a las
16 hrs de incubacion y estos raramente excedian de 10” UFC (Unidades formadoras de
colonias).'"

En 1965 Shepard y Lucenford encontraron que la fermentacion de la dextrosa producida
por Streptococcus sp.optimiza el cultivo de Ureaplasma aun pH entre 5 5a 6.5

En 1963 se demuecstra la hidrolisis de la urea como resultado de la accion de la ureasa
producida por este microorganismo. Este hallazgo es de gran imporiancia para el
entendimiento bioquimico y requerimientos nutricionales, asi como, para facilitar su
deteccion e identificacion. En 1974 en una cooperativa de trabajo se discutio gue el
organismo deberia pertenccer a un nuevo género ¥ especie al que se le denomind
Ureaplasma uarealyticum.™’ En 1977 con base en esta propiedad fue propuesto en la
familia Mycoplasmataceae. '

Laura Doete Goris eo Secerta




Urnapinsrma urestyticim

El primer caldo con prucba de color fue ¢l medio U9 usado en 1970 este se suplementa
con suero de caballo al 52% y rojo de fenol como indicador En 1976 sc incorpora L-
Cisteina al 0 O1%% y se le nombra caldo U9B. En 1978 sc desarrollo el caldo 10 B en el
cual el cambio de color indica la presencia de un microorganismo productor de urcasa
Este medio también ticne como indicador rojo de fenol y presenta la ventaja de conservar
a las ccpas viables por largos periodos de tiempo a una temperatura de -60“C. a -70"C ‘"
En 1976 se desarrolia el agar diferencial A7 con base a la misma reaccion de la urcasa‘?’
En 1983 s¢ publica la formula del agar A8 cn donde se usa como cation indicador al
cloruro de calcio divalente a una concentracion de | mM  Evidencias recientes sugieren
que niveles altos de CaCl; son benéficos (2.0 a 3.0 ma), ™!

Laurs Oaetie Gonzsiez Becena 12



Urmapissma ureslyticum

e NOMENCLATURA:

A Ureaptasma urealyticum sc le denomina también como:

a) Cepa T de Mycoplasma,
b) Cepa T,

c) T Mycoplasma y

d) Ureaplusma '

e TAXONONMIA:

Pertencece a la clase Mollicutes, que se deriva de la especic ancestral Closrridia por
delecion gendtica. Al orden Afycoplasmatales, a la familia Mycoplasmataceae, géncro
Ureaplasmua y como Unica especie patogena en humanos U. wrealyticum. Esta especic
se ha subdividido en 2 biotipos, con base cn {a inhibicion de crecimiento en caldo con

2 © a una co acion 1 0 mM %1% 1% 3 gl biotipo | incluye los serotipos 1, 3,
6 y 14 en los cuales la inhibicion en caldo cs temporal.  El biotipo 2 incluye los serotipos
2.4,5.7,8.9,10,11.12y 13 en los cuales la inhibicion es permanente 4% Esta es solo

una caracteristica fenotipica, pero también se pueden diferenciar por hibridacion DNA-
DNA, Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion ( RFLP ), electrotoresis
en gel en ! v 2 dimensiones, tamado genémico y amplificacion por PCR de genes
especificos.

e DESCRIPCION:

Cuadro 1 . “Comparacion de los Mycoplasmas con bactenias y virus™”

Fuawe Reforanoa 19
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Ureapiasmae ureslyticum

Son los microorganismos mas pequefos de vida libre con capacidad de transmision (a
veces mas pequeiios que los virus) capaces de invadir al hombre, carecen de pared
celular, es decir, estan rodeados por una membrana celular (7.5 a 10 nm) por fo tanto, no
son susceptibles a antibioticos dirigidos contra pared (como los [I-lactamicos) y la tincion
con Gram es dificil. '’ Tiene una capa extramembranosa de 20 a 30 nm observada con la
tincion con rojo de rutenio, presenta estructuras morfologicamente similares a un pili
corto vista rodecando la superficic de la membrana En la capa extramembranosa sc
encomro que tenia residuos semejantes a glucosil y la purificacion de diversas cepas de
Urcaplasma sc reporta que contienen entre |y 7 25 de carbohidratos, los azucares son
manosa, galactosa y glucosa Estas hexosas se encuentran en la membrana en forma de
lipoglicanos La composicion acida de la membrana presenta diferentes proporciones de
acidos libres acido fosfatidico, acido fostatidietanolamina  y un  lipido polar
diaminohidroxi. La membrana también contiene colesterol y las células sun susceptibles a
1a lisis por digestion ™

Tienen un pequeio genoma (4 1-3 8 x 10" Daltons). por lo cual requieren de precursores
de acidos nuclcicos preformados (extracto de levadura) y enriguecer el medio con
colesterol y urea (tomados del suero), también requiere esterol

Fisiologia: Ureaplasma se distingue por ser el unico genero de los Mycoplasmas que
hidroliza !a urea. no metaboliza la glucosa ni arginina, no ticnc actividad lactato
deshidrogcnasa, cs catalasa negativo; fostatasa positivo, no reduce el tetrazolium: tienc
actividad proteolitica, es RNAasa y DNAasa positivo, hemolisa eritrocitos de diversas
especics animales. esta hemolisis es soluble ¥ es probablemente peroxido, aunque no
siempre ha sido posible la inhibicion de hemolisis con catalasa; e¢s sensible a eritromicina v
tetraciclina y resistente a lincomicina ‘> “"' No se ha detectado algun dependiente de
oxigeno en la actividad de NADH oxidasa, parece carecer de los mecanismos
convencionales para generar ATP (sintesis de energia). esto propone que la generacion de
ATP es el resultado de 1a hidrolisis de la urea que genera un potencial elcctrico debido a
1a produccion de NH.™ a través de la membrana. Otros sugieren que ¢l posible camino
para la produccion de ATP es la hidrolisis del piruvato !> ™

Los Ureaplasmas son extremadamente sensibles a las condiciones ambientales adversas.
especialmente a 1a resequedad, cambios osmoticos y metabolitos toxicos Debe tenerse

especial cuidado para asegurarse de que el espécimen no este sujeto a estas fluctuaciones
ambientales

C posicion de 1a brana: Contiene protcinas v lipidos como cualquier membrana
biologica. Las proteinas comprenden aproximadamente las dos terceras partes de las

Laurs Coetle Geanzawz Secoaira



Ursapiasma ursatyticum

membranas de los Afycoplasmas y ! balance es uanicamente con lipidos Los
carbohidratos se asocian mids con membranas de Aycoplasma.'’ ™'

En el caso de Urcaplasma Robertson y Smook reportaron una extramenbrana de
carbohidrato, una membrana deigada de polianiones se demostro por Ia técnica de rojo de
rutenio y se encontro que tenia residuos de glucosil. Las membranas de los Ureaplasmas
presentan cualidades unicas de los Mollicutes por cjemplo, la composicion de acido
fosfatidico, fosfatidil ¢tanol amina, lipidaos diaminohidroxipolar y actividad ATPasa

Hiologia celular: La cstructura y composicion quimica de las células de Ureaplasma
despucs de cultivar de 18 a 24 hrs son similares a otros Micoplasmas [.a morfologia
Ureaplasma srcalyticum se describe como formas pleomorficas

jiametro (el tamafo varia desde 100 a
P

microscopica de
basicamente como esferas pequenias de 330 nm de
850 nm.). o como clementos bacilares cortos asociados con hul piteliales in
en exudados clinicos, presentan filamentos ramificados.  Estas caracteristicas dependen
de la composicion del medio, ptl, metodo de fijacion y meétodo de examinacion Por el
Giemsa se observan como elementos ovoides o redondos,
tétradas, cadenas cortas de 3 a 5 clementos y varias piczas
negativos En el método de fijacion es

métedo de hemaroxilina
simples, en pares. triadas,
agregadas. En Gram se¢ caracternizan por ser
impartante preservar la mortologia. ‘"’

Se multiplican por proceso de gemacion simple y dos 0 mas genomas pucden aparecer
simultancamente. El proceso de gemacion multiple parece explicar la ramificacion, modo
polidireccional el cual resulta en el crecimiento flocular o agrewados que provocan la
variacion de tamafos cultivado, en caldo v agar La replicacion por fusion binaria
también puede existir. ' T

En Agar las colonias pueden tener las sigui caracteristicas:
Colonias pequedtas de 15 a 30 um, con bordes irregulares, morfologia como cabeza dc

coliflor (multilobuladas) embebidas cn ¢! medio o bien como huevo frito sobre agar que
Estas colonias sc¢ observan con el microscopio

se encuentra a un pH entrec 6,010 5
estereoscapico ' 1%’

CONDICIONES DE CRECIMIENTO:

depende del medio empleado, por

La atmosfera preferida de Ui L

ejemplo: sobre agares cuyo pH es de 6.0 requlcre de una mezcla dc aire, nitrégeno y CO;—
entre 5-15%,. T. pr a buen creci 0 anaerobio b. en una

de H: + CO,. Se pueden usar niveles altos de CO; teniendo precaucion. La adicion de

35
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Ursaplasma urealyticur

otros suplementos como urea, y amortiguadores son factores criticos determinantes para
el nivel de CO; requerido ‘'Y Una concentracion aumentada de CO; (20%% o mas)
favorece el desarrollo de las colonias y pucden asumir la morfologia de huevo frito  En
agar A7 sc¢ recomienda una baja concentracion de CO;, pues las concentraciones
aumentadas son inhibitorias "' 'Y Su crecimiento es pobre acrobicamente

La temperatura optima de muitiplicacion y crecimiento es de 35°C a 37°C Se ha
reportado'”’ que crecen bien a 40" C  pero su multiplicacion se ve afectada  No presenta
crecimiento de 42°C. a 45°C , y su multiplicacion se ve disminuida a 27°C vy a 30°C A
20°C . algunas cepas s¢ encucntran viables vy crecen a esta temperatura  Ureaplasma
srealyticurm cs susceptible a inactivacion por calor a temperaturas de 56"C en un tiempo
entre 2.5 minutos a 30 minutos, el tiempo depende de los serovares 1Y

En el cultivo en caldo a 4°C e¢s viable por 16 dias v a - Z0"C por 90 dias Para la
conservacion por un afo o mas necesita de un almacenamiento de - 60°C a - 85°C. "' '

Los Mycoplusmas clasicos crecen a un pH que vana 76 a 80, pero Ureaplasma
srealyticurm prefiere una reaccion acida a un pi de 60 £ 05 en medio liquido o
solido 10!

e BIOLOGIA MOLECULAR:

Son basicamente mononucleadas con un genoma simple 3

El contenido de G-C en ¢l DNA de Urvapla\mu varia de un intervalo de 26.9 a 28 mol
%. Este rango sugicre homologia gendtica entre varias cepas y serovarces. El tamaio del
genoma de los cuatro serovares del biovar 1 es aproximadamente de 760 Kb, ¢! tamafo
del biovar 2 tiene un rango entre 880 a 1140 Kb ™

® MECANISMOS DE PATOGENECIDAD.

La vaginosis bacteriana (VB) esta iada con e! nacimi prematuro, sin embargo. la
relacion precisa entre la VB, U. urealyticum y el nacimiento prematuro no se¢ conoce. Se
ha postulado que las concentraciones aumentadas de organismos que causan VB pueden
aumentar la sintesis de fosfolipasa A; y la produccion de prostaglandinas que llevan a la
ruptura prematura de membranas. La infeccion con bacteroides en el tracto genital
inferior puede provocar la sintesis de proteasas que debilitan la membrnna y la rompen,
ocasionando invasion de otros org >S, Posibl U 1 invade

—Bura Cowrie Gonzams Gecena 6



membranas fetales intactas solo porque estos organisimos  se encuentran en  gran
B} «
namero.

Adherencia:

E! primer paso ¢n la patogeéncsis de Urcaplasma urealyticum es ¢l alague a critrocitos y
otras células eucariotas, la hemadsorcion se demostro en eritrocitos de cobayo por el
scrovar 3, sin embargo, se ha demostrado que algunas cepas de otros Ureaplasmas
atacan a eritrocitos en suspension Cuando se probaron secis diferentes  cepas de
Ureaplasma wurealyticum de origen humano en ceélulas Hela, algunas de ellas fueron
adsorbidas mas vigorosamente que otras, €sie mecanismo tambi¢n s¢ observo en otras
lineas cctulares. '™ Se han observado tambien en celulas de monoestearato '

Produccion de toxina

Parece ser que existe claboracion de productos toxicos por algunas o todas las cepas de
U. wrealyticum, aunque eslo ©s una cantroversia ¥y no s¢ conoce su identidad, hace
suponer que la acumulacion de toxinas presentes suspenden ¢l crecimiento  del
microorganismo de manera brusca El producto toxico ecs catalasa resistente,
termoestable y dializable ™'

La hidrolisis de urea por Ureaplasma produce amonio v provoca un cambio de pH el
cual es toxico para las células v tejidos tanto 1 viveo como ot virro Al parecer el amonio
produce pequefias areas de intoxicacion sobre las células y la mucosa, debido a la
acumulacion det ion amonio que pucde actuar como factor 1O0xico y causar patogenicidad
inducida por Ureaplasma. Este efecto citopatico se ha observado en cultivos celulares, y
posiblemente también causa aberraciones cromosomicas esto se observa eon cultivos de
linfocitos humanos. ™

Produccion de perdxido

Como se menciono antes probablemente ¢l perdxido es el posible responsable de la lisis
de los eritrocitos. '™’

Actividad prineasa IgA:
Es un lmportantc factor de virulencia de algunos patogenos de las mucosas, que se ha
ado en Ureapl urealyticusm con especificidad para [gA (I).

Laurs Ocierie Gonrsinz Becens
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Inmunidad celular.

La habilidad de Ureapl. sarcalyticum para estimular la linfocitosis en ¢l proceso
flamatorio no se conoce ampliamente, pero se sugiere que tiene un papel en la etiologia
de artritis reactiva, en donde Ureaplasma de forma espontanca se une al neutrotilo v es
fagocitado pero no muere en presencia de complemento ¥y en ausencia de anticuerpos lo
cual es comun en pacientes con hipogammaglobulinemia. por lo tanto, los nceutrafilos
tienen un papel defensivo muy pequeio y mas bien ayudan a la diseminacion del
microorganismo v por consiguiente a diseminar la infeccion ™

Antigeno multibandeade (M13)

Existen otros antigenos de Ureuplasma urcalyvticum, como los antigenos de superficie de
proteina. los cuales son impontantes en la respuesta inmune v patogenesis de la
enfermedad. pero no se han detfinido

Un antigeno predominantemente reconocido durante Ia inteccion humana causada por UL
wrealyticum cs ¢l antigeno Multibandeado  Ef nombre del antigeno multibandeado (MB)
es consccuencia de que en inmonoblot muestra una forma bandecada muhiple, el MB se
demostro. usando suero de pacientes infectados con U, wrealyticum y anticuerpos
monoclonales (son hechos en cultivos celulares de micloma maltiple, mientras que los
policlonales son recalizados en conejo) contra L'reaplasma. Ademas. presenta una tasa
ahta de variacion de tamafo (presenta aproximadamente 1230 bp ¥ un peso molecular
entre 24 y 110 kD), siendo mayvor en cepas invasivas ‘™’  E! antigeno MB ha sido
mencionado como un imporntante factor de virulencia

El antigeno presenta las siguientes propiedades importantes

dirigidos a este

1 Fis especifico de expecre Ninguno de los anticuerpos monoclonale:
; . :.
antigeno mostraron reaccion en presencia de otros Mycoplasmas 7

PEEETT

()

Preserta epitopos de redecton cruzada v epilopos especificos de serovar

3. Sorn producidos tanto e vivo come in viro. El antizeno es detectado en cepas de
laboratorio, aislados clinicos. y muestras de tejido También esta presente en
aislados de placenta, pulmon v liquido cefalorraquideo en donde Ureaplasma causo
enfermedad invasiva. "

3. Presemta una alta tasa e variacion Jdo tamaio estructural i vive e in vitro, sin
embargo, despudés de que la cepa de referencia (serovar 3) fue subclonada y
estudiada por medio de inmunaobloting con el anticuerpo monoclonal anti-serovar 3,
la masa molecular del antigeno, mostro una caida en la banda superior de la forma de
escalera. La tasa de variacion del tamafio del antigeno fue de 10 células por
generacion. El antigeno en los aislamientos clinicos (incluyendo aislamientos de

Lawa Ocerte Sonzaes Becerra i
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pulmén y de liquido cefalorraquideo) que fue reconocido por ¢l anticuerpo
monoclonal, también mostraron variacion en ¢l tamano  Este antigeno de variacion
de tamafo cs analogo al antigeno V-1 presente en Mycoplasma pulmaonis, el cual, es
un patogeno de pulmon y tracto  genitourinario en roedores % En este
microorganismo la unica diferencia entre la cepa virulenta de 1a no virulenta es la
variacion de tamafio del antigeno, y por consecuencia la diferencia en ia severidad de
la enfermedad y en la incidencia de muerne ‘4

"

Los Angicucrpos compra el amgigeno AMB de U arealyticum estin entre los
predominantes reconocidos durante las infecciones causadas por Ul sreaiyticum en
humanos

6 Los anucuerpos contra los antisenos MB inhuben el crecimwenio de los organismos
in vitro  Esto se demostra en el scrovar 3 y 8, indicando la importancia potencial de
este antigeno para defensa del huésped Al exponer los anticuerpos monocionales al
antigeno MB, no solo se limita la infeccion invasiva de uno 0 algunos serovares cn
particular, sino que. también se muestra que los serovares aisiados de pacientes con
U. urealyticum invasivo expresan ci antigeno multibandeado de tamaio variable <

Lo anterior indica que ¢l antigeno MB presente en Ul urcalvticum y ¢l presente en otros
Mycoplasmas, pueden ser de importancia para la interaccion con las celulas del huesped
El antigeno superficial MB de L. urcalyficum, contiene tanto ¢l serovar como el biovar,
y se reconoce mejor en humanos durante la infeccion. El antigeno presenta alto rango de
variacion de tamafo, esto es fenotipicamente similar a los presentados en otros
Mycoplasmas. Estos factores muestran la necesidad de caracterizar los epitopos y
determinar de que modo estos epitopos pueden ser afectados por 1a variacion del tamaio
e influir en la produccion de anticuerpos potencialmente respoansables de la proteccion
Este reconocimiento, ademas, ¢s impaortante para entender fa ruta del antigeno v asociar
si la variacion del tamafo juema un papel con ¢l exito o fracaso del microorganismo para
producir la enfermedad."™”’

Existe diferencia entre la masa molecular aparente de! antigeno MB (67.8 kDa)
determinado por SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida con solucion
duodesil sulfato de sodio) v la masa molecular deducida (42,863 Da) con base on la
secuencia de aminoacidos predicha de! MB  Estos datos sugieren que la estructura
presenta seis repeticiones de aminoacidos, que tienen capacidad de impedir la
desnaturalizacion del MB en SDS PAGE. Entre los dos aminoacidos hubieron dos
residuos cargados, uno con carga positiva (Lisina) y uno con carga negativa (acido
glutamico), asi como una prolina. En concreto, los efectos conformacionales de un sin
numero de giros beta impartidos por la prolina y el potencial de interaccion intra e
intermolecular proporcionados por los residuos cargados pueden dar resisiencia a la
desnaturalizacion de la proteina MB '

Lo Qoutie Gonzaiaz Becerta i)
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L.a variacion de tamano de la proteina y los cambios en la estructura de repeticion se han

detectado en cucariotes y procariotes patogenos  Por cjemplo, muchos antigenos de
8 L B

etapas de la malaria, presentan repeticiones & *”

superficie expresados en las diferente
También sc¢ han observado regiones de repeticion en ol Streprococcies del grupo A que

codifica a la proteina M y que sc asocia con la actividad antifagocitaria, en la proteina C-
alfa de Srreprococcus del grupo B que se asocia con la resistencia producida por la
muerte de los leucocitas PANIN, en la proteina de membrana HS en Neisseria, en la
proteina de superticic de Streptocescous paeumoniae, cn Mycoplasma pulmonis. cn
Afvcoplasma hyorkinis (un patogeno de cerdos) donde es responsable de la variacion del

m

ocurre en Ureaplasmy  aunque no  se  relacionan  yenédtica
PR

tamafio como
patogenicamente, cstos presentan sistemas similares

® ASPECTOS CELULARES INMUN

los neutrofilos para fagocitar las celulas de Ureaplasma

L.a habilidad que ticnen
srealyticum se demuestra con quimioluminiscencia v por microscopia electronica. En
Plemcn(o

estos metodos se observa que ¢f microorganismo no mucre en presencia del com,
¥ en ausencia de anticuerpos como €s en pacientes con hipcgammaglobulinemia ™"

e RESPUESTA INMUNE

Humoral: El resultado por medio de inmunoblot con suero humano v antisuero de

conejo, sugiere que posiblemente existe un antigeno proteico de U. urealyvricum que sc
E! hombre con uretritis no gonococcica

encuentra implicado en la respuesta inmune
(NGU) presenta una caida en el titulo de anticuerpos para U. urealyticum quc se detecta

por inmunoensavo o por inhibicion de metabolismo esta caida se presenta de 10 a 35 dias
después de Ja primera muestra. Estos hallazgos se han visto en pacientes voiuntarios v en
experimentos animales

Los titulos de anticuerpas contra Ureaplasma fuecron cuatro veces mayores en ¢l feto que
en la madre, siendo tres veces mayores en el feto abortado que en el no abortado
También se han dctectado anticuerpos contra Urcaplasma en niflos con problemas
respiratorios v si el nimero de anticuerpos encontrados en el niftlo son tan altos como los
matermnos, se sugiere, que la infeccion ocurre en utero.  Estos resultados serologicos
pueden ser usados para investigar el rol de U. urealyticum y el bajo peso al nacer ™y
ademas considerar como factor de riesgo hasta un 30%% a las mujeres quienes presenten
respuesta a anticuerpos altos de tener niflos con bajo peso al nacer '’ que aquellas
mujeres quicnes no tuvieron respuesta a anticuerpos tan altos y en ellas el factor de riesgo
se reduce al 7.3% de tener hijos con bajo peso al nacer. ‘™

Lawa Cene Gonzawz Becerra
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Mediada por células: La informacion relacionada a la infeccion con U. urealyticum cs
escasa La transformacion de linfocitos en dos wvarones voluntarios infectados
intraurctralmente no sc detecto. Sin embargo. cuando existe transformacion de linfocitos
indica que existio una respuesta previa s vvo  En un ensayo para implicar ¢l organismo
en la ctiologia de la enfermedad consistio en considerar celulas sinoviales de pacientes
con artritis reactiva adquirida sexualmente (enfermedad de Reiters) teniendo gran
respuesta a Ureaplasma urealyticum, lo cual sugicre ¢l papel de ésie en  artritis
sexualmente adquirida '™

e EPIDEMIOLOG

Casscll y colaboradores aislaron un 13 2% de Ureaplasma. colectados de aspirados
endotraqueaies de nifios on las primeras 12 a 24 h después del nacimiento con peso menor
de 2500g El nacimiento fue mediante cesarca con membranas intactas lo que indica que
la transmision del Gtero ocurre comianmentce en nifos prematuros La transmision
nosocomial en una sala de reci¢n nacidos o de terapia intensiva neonatal de Micoplasmas
no ha sido descrita o se desconoce.'”’ La colonizacion de nifos de término (de 37-38
semanas de gestacion) es relativamente pasajera, con una caida en la proporcion de
aislamiento despues de los tres meses de edad '’ Los niflos mayores y adultos sin
actividad sexual son colonizados en menos del 10244

Se considera que ¢l reservorio de Ureaplasma en humanos es el tracto genital, sin
embargo, la infeccion se encuentra raramente durante la pubertad  Probablemente la
colonizacion es el resultado de la actividad sexual y ocurre en mas del 80%6 de individuos
quienes han tenido tres o mas pargjas sexuales > 1339

e INFECCIONES CLINICAS PRODUCIDAS POR Urcaplasma urcalyticum.

Uretritis no gomococcica en hombres y mujeres: La inoculacion de Ureaplasma en
animales y humanos y la observacion en pacientes inmunocomprometidas proporciono la
evidencia que éste es capaz de producir NGU en ausencia de clamidia.'™

La frecuencia de fami de Ureaple en hombres asintomaticos sugicre que para
poder desarrollar la enfermedad, el microorganismo sc une a factores de predisposicion
como por cjemplo falta de inmunidad en Ja mucosa, esta es la explicacion por la cual solo
algunos individuos desarrollan la enfermedad. Ureaplasma es responsable para algunos

casos de sindrome urctral agudo ™
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iris y ididimiris: Ureaplasma pucde tener acceso a la prostata durantc una

son mas frecuentes on pacicntes con uretro-
prostatitis aguda que en controle Los pacientes con =107 organismos en fluido
prostatico, tienen que recibir terapia - No se ha aislado de biopsias de prostata Fn
contraste se  ha recuperado  directamente  del epididimo  de  un paciente  con
arquiepididimitis aguda no clamidial, no gonocaccico v con desarrollo de anticuerpos
especificos, lo cual muestra que Ureaplusma urealyticurm pucde ser una causa no comun

de 1a entermedad

Pree 2 7
infeccion aguda de uretra, estos aistamicntos

La accion de la ureasa de ciertas bacterias,
Creaplasma por vinud de esa

Implicaciéon en ¢l tracto urinario:
principalmente FPreorcus, produce calculos infecciosos
ureasa produce cristalizacion in vitro de fosfato de calcio en orina v produce calculos en
modelos animales Ureaplasma se encuentra mas frecucntemente on pacicnles con
calculos infecciosos que en pacicntes con calculos metabolicos, v se sugicre que ¢ste se
encucntra implicado cuando existe otra bacteria urcasa positiva  No existe evidencia que

cause piclonetritis <™’

Infecciones extragenitales:  reaplasma es ¢! microorganismo responsable de que
pocos individuos con hiporamaulobulinemia desarrollen artritis supurativa, esta bacteria
se aislo sola 0 asociada con otros microorganismos  La artritis en hipogamaglobulinem
no se confunde con Ja causada despues de una infeccion genital en  pacientes
inmunocomprometidos, algunas veces se asocia con abscesos  subcutaneos. uretritis
persistente v uretritis-cistitis cronica ‘7 "' Urcaplasma se aislo de todos los sitios
inflamados (como por e¢jemplo rodilla, codos), pero  en  pacienies con  terapia
inmunosupresiva no parece ser tan frecuente como Mycoplasma hominis, sin embargo,
en algunas ocasiones s¢ han encontrado ambos Lreaplasma urealyticum y Mycoplasma
hominis a pantir de Ia muestra de liquido sinovial '’ !

Implicacion en el tracto reproductivo y desordenes asocindos  La posibilidad de que
Ureaplasma juegue un papel importante en ¢l desarrolio de la infertilidad humana fue lo
primero en suponerse hace mas de 20 aflos, pero la asociacion permancce en reflexion Se
ha asociado con la alteracion en la movilidad del esperma ™

En la colonizacion del tracto genital inferior femenino, Ureaplasma puede encontrarse en
el cérvix o vagina del 40 %% al B0%% de mujeres asintomaticas sexualmente maduras  La
colonizacion se relaciona con la juventud, estado socioeconomico bajo, actividad sexual
con multiples parejas, raza negra y uso de anticonceptivo oral.’’ El papel de Ureaplasma
urealyticum cn la enfermedad humana relacionada con ¢l embarazo e€s muy controversial
Esta claro que la colonizacion cervicovaginal de U. wrealyticum no es predictivo del
resuitado adverso del embarazo, pero también esta claro que Ureaplasma urcealyticum
puede invadir e! tracto genital inferior y hacerlo solamente en una subpoblacion de

individuos - ' Ademas se ha aislado del fluido amniético de la mujer con coricamnioitis
7 . : 3
severa quien subsecuentemente experimenta labor pretérmina.‘* ™'
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Se ha aislado en una pequefia poblacion de mujeres quiencs prcwntaron ficbre postparto
y parece ser que puede inducir la ficbre por causa de la endometritis

En abortos sc¢ aislé mas frecueniemente en los de tipo espontinceo que de tipo terapéutico

y la recuperacion de Ureaplasma no cs de organos superticiales, sino de contaminacion
se aislo de mortinatos (nacidos muertos) vy de infanres

de organos internos, ademas,
& . "
pretérmino ¢

Enfermedad en el recien nacido  La incidencia de nacimientos de niflos prematuros en
paises en vias de desarroilo vana. en [.atinoamérica se presenta incidencia desde ¢l X%5 en
Colombia hasta 2024 en Guatemala ' En Mexico la UNICEF reporta una incidencia de

2%%6. sin embargo. algunas instituciones reponan incidencias muy altas (30°%) " En un
estudio en la ciudad de Mexico en donde incluyeron a 100 recién nacidos prematuros, en
fos cuales se demosiro la presencia de U, wurealyricurs en el 13% Estos niftos
prcscnlall:an enfermedad respiratoria v el diagnostico se realizo por medio de cultivo

€17,

clinico
La neumonia congenita © noeumonia neonatal, durante ol nacimiento casi siempre sc
acompana de corioamnioitis que ¢s causada por Ureaplasma urcalyticum, sin embargo
no se cree que U wrealyticum sca el factor causal para el resultado adverso del
embarazo, ¢s decir, existen otros factores que pueden confundir como tisiolagicos,
anatomicos u otros microoruanismos ' '*' La transmision vertical ¢de la madre al recivn
nacido ya sea por via transplacentaria o por el canal de panto) del Ureaplasma
urealyrticum ocurte a grados det 45%, al 5625 en nifios de termino completo v 58%5 de
nidos pretérmino Las evidencias indican que Ureaplasma urealvticum es ¢l
microorganismo mas comun aisjado del sistema nervioso central y el tracto respiratono
inferior de nifios recién nacidos. en especial los nacidos prematuramente ™

El aislamiento del microorganismo a parntir del cultivo puru de liquido pieural, muestras
de biopsias de pulmon, tejido de pulmon en autopsias de niftfos con neumonia. al
compararse con las lesiones histologicas similares en los pulmones de ratones recién
nacidos y primates prueban que¢ este organismo es una cagsa de la enfermedad
respiratoria en nifjos recién nacidos Ureaplasma urcalvticum ha sido aislado de
pulmones afectados. en ausencia de bacterias, virus, hongos v clamidia y en ta presencia

El Ureaplasma pucde inducir la cilioestasis v lesiones mucosales, pues
(R3]

de corioamniottis
se ha aislado de cultivos del organo traqueal fetal humano

Ademas de la dificultad respiratoria aguda, la supervivencia de algunos nifios con muy
bajo peso al nacer ha llevado al reconocimiento de la entidad clinica llamada displasia
broncopulmonar también conocida como cnfermedad pulmonar créonica (CLD) de la
prematurez. Ha habido poco progreso en lo referente a reducir la mortalidad de la CLD
que afecta del 15 al 38%5 de los sobrevivientes de la enfermedad pulmonar nconatal '™’

Laura Ocatie Gonrser Bocarrs
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icum abtenidos de 1-3
17 de 93 pacientes

Cultivos nasofaringeos y traqueales para el Ureaplasma urcal)
dias y 13-15 dias después del nacimiento resultaron positivos
(aproximadamente el 18925). los nifos nacidos vaginalmente eran 4 5 veces mas probables
de ser colonizados que los nifos nacidos por cesarea  De este trabajo P se concluyvo que
la colonizacion por Ureaplasrma  arealyticsarm  costa asociada  con la CLD,
independientemente de los efectos de ventilacion, edad gestacional y severidad de la
enfermedad respiratoria, ademas  se  observo que  existian o 2 Teucocitos
polimorfonucleares en ¢l aspirado traqueal a 1-3 dias de edad en comparacion con nitos
Los niflos <= 1000 g no solo eran mas probables de desarrollar la CLD

no colonizados
sino tambien I veces con mayor probabilidad de morir

Como sc ha visto. el neonato pretérmino constituye un huesped diterente al de mayor
edad Un estudio realizado en ¢l Hospital del IMSS en la ciudad de Mexaco, «f cual
incluye el cultivo clinico de 100 infantes, demostro la asociacion entre Lreaplasma
urealyticsam y la enfermedad respiratonia en ¢! 13%0 de los recien nacidos pretérmino, de
estos infantes infectados of 31 %o fuliecieron '™

En algunos trabajos se sugeria que los serotipos unidos a las condiciones del paciente
Jjuegan un pape! en Ia enfermedad causada por . wurealyticurm  Sin embargo. no estan
claros los scrotipos predominantes en los aislamientos clinicos de nidus con enfermedad
respiratoria. '*’ Actualmente se menciona que la variabilidad antigénica y los factores del
huésped son mas importanies que los diferentes biovares o serotipos de L. aurealvticurm

como factor de riesgo de la enfermedad.’

Ureaplasma junto con M. khominis es capaz de invadir el liquido cefalarraquideo v el
infante prematuro esta particularmente expuesto sobre todo. en los primeros dias de vida
a enfermedad respiratoria o hidrocefalia Puede provocar mLmnglxw de no grave a grave
Algunos investigadores consideran que M. Aominis en union con U. urealyticurm es una
de las causas mas comunes de la infeccion en sistema nervioso central de.neonatos. EI
esxablccxmxcmo dc cstos microorganismos en huéspedes diferentes ai neonato s

totalmente raro.!

Infecciones experimentales en animales

La inoculacion de Ureaplasma urealyticum cn ratas da como resultado la produccion de
calculos Ureaplasma sc multiplica y sobrevive por mas de tres semanas después de la
& La obstr ion experimental en tracto urinario superior de perros les causa

nefritis intersticial cronica y se acompaifia de una respuesta a anticucrpos.*

oculaciéon lntraanlcular en chnmpance con cepas de U. srealyticum aisladas de un
con le causo artritis scvera, lo cud sugiere que

P
Ui puede artritis en h P

La
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Después de la inoculacion la enfermedad no se produce en el tracto reproductivo de
monos hembra posible que colonice 1a vagina y ¢l tracto genital superior pero
solamente despuds de tratarsc con estradiol

Ademas, las cepas de Ureaplasma aisladas de nifios con neumonia conyenita producen
Neumonia en ratones recien nacidos, por lo tanto, se prucba nucvamente que Ureaplasma
urealyticam os capaz de producir neumoma en recién nacidos ™

La neumonia producida en ratones recién nacidos se resuelve espontaneamente, pero la
exposicion a oxigeno incrementa la respuesta inflamatoria hasta un 80%6 v despuces viene
1la muerte.  Es obvia la relevancia de la ncumoma en infantes humanos v la presencia de
sindrome respiratorio ‘"

Williams et al en 1993, propusicron un primate como modelo para producir la infeccion
por U. sarcalyficssm scmejante a la ocasionada en prematuros con enfermedad en la
membrana hialina. A partir de cultivos positivos de bebes con peso al nacer -2 1000 g en
los cuales sc asocio con CLD y muerte, ellos colonizan con Urecaplasma urealyticsam a
tres mandriles prematuros (de 140 dias de gestacion) y comparan los resultados
patologicos con animales control no inoculados L.os animales se inocularon por via
endotraqueal y se sometieron a las condiciones como s¢ encuentran los Nifos, se
intubaron y se expusieron a oxigeno  Todos wuvieron enfermedad en membrana hialina
indistinguible de la entermedad provocada en infantes humanos e infeccion con U
srealyticsarm Las mucstras de fluido traqueal, nasofanngeo. liquido pleural y en la
necropsia de tejido de pulmon presentaron cultivo positivo  Solo en un animal se obtuvo
cultivo positivo de sangre los tres animales inoculados. despues de o dias de ventilacion
presentaron bronquiolitis v la examinacion patologica mostro ulceracion epitelial que no
s¢ presento en los casos control. Por lo cual en primates Ureaplasma es capaz de causar
lesiones pulmonares con enfermedad en iIa membrana hialina

s DIAGNOSTICO:

Cultiver

Actualmente, el diagnostico de la infeccion causada por U. wrealyticum nccesita de

cultivo, el cual, es un procedimiento largo (¢l cultivo tarda de 3 a 5 dias de incubacion

<como minimo o hasta 15 dias en medio liquido y menos de 30 dias en medio solido para

que ¢!l cultivo pueda confirmarse como negativo), costoso y requiere de practica por lo

tanto, ¢! microorganismo es problemético,y €s por esta razon que muchos laboratorios no
1 < 5 )

£ el d ico para Ureapl. A
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Ursapiasma ureelyticinm

Pavne y col. compararon la scnsibilidad de dos metodos de cultivo derivados de un
- -

mctodo que llamaron I, este método consistia en transferir la muestra en caldo 2SP para
En el método 2 la muestra sc

posterionnente scmbrarse en caldo U9B y agar A7
transportaba en caldo U9B, de este se realizaban § diluciones en ¢l mismo UoB
A7. El método 3 fue similar al método 2 la unica variacion fue que se transfirio y sembro
en caldo 10B. Comparando los tres anteriores métodos de cultivo, el método 1 v 2
presentaron 15 positivos de 66 muestras, los métodos 1 v 3 11 positivas de 36 muestras,
sin embargo, en el método 2 presento 2 muestras que fucron falsas negativas al comparar
con el pnmer método, ¢l mértodo 3 presentd mayor numero de muestras positivas, es
decir, falsos positivos en comparacion con el mdétodo 2 ‘Es importantc saber que el
Lo

metodo de cultivo empleado puede intluir en los resultados
El caldo 10B de Shepard combinado con agar A7 o agar AR son los medios mas usados y

v en agar

. S i)
mas satisfactorios '’

Serclogia.

Mitendos inmunologicos  En un proceso infeccioso activo se puede medir ¢l anticuerpo
especifico contra U. wrealyvticum utilizando la prucba de fijacion del complemento,
inhibicion del desarrollo ¢ inhibicion metabolica Sin embargo estos metodos estan
limitados por la dificultad y la falta de habilidad para distinguir las respuestas producidas
Se ha encontrado respuesta elevada a anticuerpos en
también se observa

por los diferentes serovares
neconatos con enfermedad respiratorna v fetos nacidos muertos,
aumento en la respuesta de anticucrpos en niNos de termino con enfermedad respiratoria

si se compara con niftos de termino sin presencia de enfermedad ‘'Y

Prueba por inmunoperaxidasa: Es un ensayo alternativo al método de inhibicion
metabolica usando un antigeno completo v la prucba de inmunoperoxidasa de Polack
El antigeno se crece en agar, se¢ inactiva con timerozal y puede ser

La sensibilidad de estc método

Vogelzang y col.
Con el uso de este método

almacenado en contencdores sellados hasta por 6 meses.
es 100 veces mayor que la pmcba por inhibicion metabodlica.
se confirmo qQue existe un anticuerpo serovar especifico para la respuesta a 1gG e Ighf en

humanos.'*"

ELISA: Sc han desarrollado una serie de intentos para obtener un diagnoéstico por el
meétodo de ELISA, sin embargo. ¢l haber trabajado con diferentes tipos de
inmunoglobulinas en cada estudio., no proporciona homogeneidad para tener como
referencia una inmunoglobulina especifica y asi poder detectar anticuerpos contra
Ureaplusma y cada uno de sus serovares, por esta causa es dificil realizar ¢l método de
diagnostico por ELISA. ™%

El antigeno en ELISA e¢s una fraceion de la membrana de naturaleza prole:ca y soluble, se
prepara a partir de mlcroorgamsmos hados por centrifi . y pos(enonncnle

tisados.*®
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Ureapiasma ureatyticam

Cassell desarrollo un ELISA utilizando como antigeno un lisado de células completas y la
respuesta de anticuerpos tue tomada de una poblacion bien determinada de hombres con
Uretritis no gonococcica. los anticuerpos detectados (IgG.  IaeM

significativamoente altos on compariacion con los anticuerpos obte:
personas sin infeccion '™

e IgA) fueron
idos del suero de

Dinsmoor, utilizé el método de ELISA para examinar neonatos de término qQue
adquirieron la infeccion amniotica al nacimiento, en algunos neonatos se encontré IgG
se considerd como de origen materno Cinco neonatos tuvicron TuM sin evidencia de

infeccion En este trabajo no se reportan los serovares a los cuales fueron dirigidos los
anticuerpos.

En resumen. la serolowia o> una prucba diagnostica que no es conveniente. tiene
problemas técnicos como por cjemplo que no distingue las inmunoglobulinas de los

diferentes serovares de Ureaplausmu. los diferentes antigenos presentan variabilidad, v en
el caso de determinar 1gG en neonatos. la muestra se toma a las 3 semanas después del
nacimiento, lo cual es mucho tiempo para ser utilizada como prucba de diagnostico si
tomamos en cuenta que ¢} recien nacido pretermino requicre de atencion inmediata

e
En la respuesta de anticuerpos entre

individuos son comunes los resultados falsos
negativos y los falsos positivos, en cuanto al neonato, los anticuerpos matermos pucden

ser detectados en lugar de los anticuerpos correspondientes al neonato v confundir la
)
prueba

Por lo tanto es necesario un metodo para identificacion de . urealyticum seguro,
rapido, sensible v especifico para dar un tratamiento oportuno Buscando estos fines se
desarrollo el método de PCR.

PCR:

La técnica de PCR es de gran utilidad para el diagnoéstico rapido de aquellas bacterias
cuya identificacion es dificil por el método de cultivo y pruebas bioquimicas

La amplificacion de las secuencias genéticas especificas pueden detectar al
microorganismo en menos de 24 horas mediante 1a reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR). Hay unicamente dos secuencias publicadas de! gene de U. urealyticum que
podrian usarse como blanco para la amplificacién por PCR. El Gene 16SrRNA y los
genes cstructuralcs de la urcasa, sin embargo, ¢l gene 16SrRNA no es adecuado para la
identifi ifica porque esta intimamente relacionado con M. pneumvmae ' En
contraste los gcncs estructurales de ureasa contienen secuencias unicas que no estan
presentes en otros Mycoplasmas; tiene la ventaja de presentar homologia limitada y
localizada entre los genes de ureasa del U. wrealyticum y los de otras bacterias que
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Ursaptasma ureatyticum

producen ureasa. sin embargo, tienc la desventaja de que clasifica mal a los serotipos 10 y
12 que pertenccen al biovar 2 y no al biovar I

La diversidad v especificidad del biovar esta codificada en el Gen de antigeno mayor, el
cual se designa como Giene Mulibandeado (GNMB) ( ver fig 1 en la p,
Gen fue clonado, secucnciado y pucde ser utilizado para desarrollar la PCR, con ¢l objeto
de conocer la prevalencia de los serovares v biovares  Este Gen esta presente en los 144
serovares de Ureaplasma de origen humano, al parecer sc presenta en todos los aistados

clinicos de U. wurealyvticum Es por este motivo que se han propuesto dos
oligonucieotidos para la evaluacion diagnostica con PCR basandose en la secuencia de
este gen.'

El gene coditicador det antigeno multibandeado consta de un gran armason de 1230 bp
que codifica 409 residuos de aminoacidos  Tiene una masa molecular predictiva de
42,863 Da La N terminal consta de una marca peptidica tipica de un procariote, seguida
de una secuencia de membrana que ataca al sitio lipoproteico (cisteina)  Esta marca
peptidica puede tener 29 aminoacidos de largo y presenta una region hidrofobica

Siguiendo hasta 451 bp en la secuencia del DNA, (sccuencia de aminocacidos GRKEQPA:
G = Glicina, K = Lisina. E = Acido glutamico, Q :: Glutamina, P = Prolina, A = Alanina)
se mostro una region con 18 nucleotidos gque presentaban unidades de repeticion
identicas. El numero de copias de repeticion sc calculo de la siguicnte manera: primero
se selecciono la region de repeticion usando endonucicasas de restriccion, posteriormente
se hicieron fragmentos de DNA de diferentes largos digeridos en un plasmido y por
altimo el namero de copias se calculd por medio de cormmiento electroforetico en gel de
agarosa. Esta region conticne 425 rcp;llcloncx El analisis de la secuencia de
aminoacidos del antigeno MB predice que la region carboxi repetida es hidrofilica, v se
localiza en la superficie del antigeno

El analisis de la secuencia del DNA del gene del antigeno MB mostrd que codifica un
polipéptido y presenta un sitio de acilacion C-terminal en la region de repeticion del
antigeno MB lo que indica que la region probablemente es antigénica y se cncuentra
expuesta sobre la superficie. También se muestra que el antigeno es superficial, por
medio de la reaccion de inhibicion con anticuerpos como ya se habia mencionado antes
En concreto, estos datos sugieren la orientacion del antigeno NB en la superficie de la
membrana de U. urealyticum. 1L.a N terminal sirve de ancla sobre la membrana y la C-
terminal de la region de repeticion esta expuesta al medio ambiente circundante al
organismo y de este modo las defensas del huésped encontrarian primero al carbou y
después produciran el anticuerpo correspondiente

El anatlisis por PCR indica que la region de repeticion es la responsabie de la variacion detl
tamafio del antigeno v al relacionar la historia del paciente. la enfermedad y la variacion
de tamafio del antigeno MB, se asocian mas frecuente con las manifestaciones
patologicas,
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Urnopisems turaslyticur

e TRATAMIENTO

Considerando que Ureaplasma surcalyticum carece de pared y por consecuen
peptidoglicanos,

de
{as cepas no son susceptibles a antibiodticos que aciian contra pared

como los - lactamicos, no son susceptibles a sulfonamidas o trimetroprim porque no
sintetizan al acido folico. Son susceptibles a ciertos antibiodticos que interfieren en la
smxesls de proteinas como tetraciclinas o macrolidos, pero  generalmente no a
idas Al cepas son  susceptibles a aminoglicosidos., que’ se usan

las infecciones producidas por microorganismos Gram  bpegativos

Algunas quinolonas son activas ir7 vive e i vitro, pero su papel como agente terapéutico

no se ha establecido en infecciones pediatricas debido a efectos en el desarrollo de
canilago. ‘™

comunmente en

Aunque la tetraciclina ¢s ¢l antibiotico de eleccion. se han demostrado ccpas resistentes
21,349

Los aminoglicosidos en neonatos no parecen ser  cfectivos conlra
urealyticum (los aminoglicosidos se usan en bacterias Gram ncgativas)

Ureupla,\-mu
Los nifos de el hospital de Alabama. en quiencs s¢ sospechaba de septicemia o se
obtenian aislamientos de liquido cefalorraquideo, torrente sanguinco o tracto respiratorio

inferior. recibieron tratamiento intravenoso con gentamicina por mas de tres dias, con
buenos resultados >’

Para el 90%6 de las cepas de U. urealyvricum la eritromicina es el antibiotico de eleccion,
sobretodo para ¢l uso en nconatos La administracion intravenosa de eritromicina
presenta buena penetracion en tejido, incluyendo pulmon'™ **'  Se sabe qu«: evste
resistencia a eritomicina en niveles altos > 100 ug/mi, pero es relativamente raro '

El cloramfenicol presenta toxicidad en meédula osea. aunque su reaccion i1 viro contra
las cepas de Ureaplasma cs favorable. '*

Clindamicina es un farmaco que no debe usarse empiricamente, porque existen cepas de
Ureaplasma susceptibles a éste en muy bajas concentraciones. '

La doxiciclina debido a toxicidad no es una alternativa de tratamiento, excepto para nifios
en quicnes se aislo U. mrealyticum cn liquido cefalorraquideo. '

El tratamiento a tiempo reduce la morntalidad y morbilidad en los os. |
aquellos con muy bajo peso al nacer. €s por esto la importancia de un dlagnosuco rapido.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ureaplasma urvalyticums ¢s un microorganismo capaz de causar enfermedad
respiratoria en niflos recién nacidos pretérmino y se aisla con una frecuencia de 14-17%
de acuerdo a estudios en olros paises f\ctualmenle en México hay pocos estudios que
indiquen la incid ia de Urcay i en infeccion de vias respiratorias bajas
por lo que es importante conocer la incidencia de U. urealyticum cn la infeccion de vias
respiratorias bajas en recién nacidos pretérmino

Adcemas el diagnostico de U. urcalyticums por el método de cultivo en caldo y placa
puede tardar de 2 hasta 15 dias Por lo tanto, es importante evaluar la sensibilidad,
especificidad, rapidez y la potencia diagnéstica que tiene ¢l método de PCR para
diagnosticar la infeccion causada por U. urealyticum en vias respiratorias bajas de nifios
recién nacidos pretérmino.

OBJETIVO
® Determinar la incid ia de Ur _,' srealyticum como agente causal de la
enfermedad respiratoria en niios recién nacidos pretérmino didos en hospitales del

Valle de México.

e Evaluar la sensibilidad y cspec:ﬁc:dad de 1a técnica de PCR para determinar la presencia

de Ui ureal en comparacion con la prueba de referencia (cultivo en
caldo 108 y agar AB).

HIPOTESIS

e Se cspera que la incidencia de la enfermedad respiratoria causada por Ureaplasma
urealyticum cn recién nacidos pretérmino sea mayor al 14%%

e Sireal el método di: 5stico por PCR es sensible v especifico al compararse con el
cultivo en caldo 10B y placa de Agar A8, entonces se¢ csperara que Ia sensibilidad,
especificidad y potencia diagnostica sean mayores del 80%.
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DISENO DE LA INVESTIGACION

= Tipo de estudio:

Este ¢s un estudio observacional, prospectivo, transversal, descriptivo.

e Tamaiio de muestra:

Se incluye a 90 nifos recién nacidos pretérmino atendidos en ¢l IMSS en el Hospital de
Gineco-obstetricia del Centro Meédico “La Raza™ y *“Tlatelolco™, se incluiran las
muestras obtenidas en 8 Meses (de septiembre de 1995 a Mayo de 1996).

e Criterios de inclusion

Niflos recién nacidos pretérmino (con un periodo de gestacion de 23 a 34 semanas),

Pr ia de insufici respiratoria, y asistencia respiratoria con menos de 12 horas
de intubacion.

Peso mayor o igual a 550 gr. y
Estar dentro de los primeros 7 dias de nacidos.

e Criterios de exclusion:

Niflos pretérmino con enfermedad cardiaca y/o pulmonar congénitas.

e Variables:

Variable independiente: Metodologia empleada en la técnica de cultivo y/o en la PCR.

Variable dependiente: Incidencia de la enfermedad causada por U. wrealyticiam.
Sensibilidad y Especificidad de 1a PCR.
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* Técnicas:
V. Material:

Jarra de anaerobiosis (BBL)

Guantes (Ansell medical)

Caja petri (Corning)

Mechero

Pipcta graduada de 1, 2, 5 y 10 ml (Pyrex)

Porta objetos 27 X 75 (Corning)

Asas bacteriologicas

Hisopo cstéril

Tubo de vidriode 13 X 100 y de 18 X 150 (Pyrex)

Vasos de precipitado de 100 y 250 ml (Pyrex)

Micropipetas automaticas de 1000pl, 200ui, 2011 y 10ul (Labssystem, finnpipette)
Probetas de 40, 500 y 1000 mi (Pyrex)

Puente de tincion

Pinzas de diseccion

Puntas para micropipeta amarilla estéril

Puntas para micropipeta blanca con filtro y estéril
Gradilla

Gasas

Espatula

Barra magnetica

Jeringa desechable de 5 y 10 ml (Plastipak)
Criotubo estéril (Nunc Inter Med)

Tubo Eppendorf estéril de 0.5 y 1.5 ml
Matraz Erlen meyer de 500 y 1000 mi (Kimax)
Papel parafilm ( American Company)
Membrana de 0.22 y 0.45um

Portafiltro

Materisl biolégico:
Cepa de referencia serovar 3.

100 pl de aspirado traqueal de nifios recién nacidos con enfermedad respiratoria en
solucion salina isotonica.
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. Equipo:

Campana de flujo larminar (Nuaire)
Centrifuga (Sorvall RMC-14)

Balanza analitica (Sartorius)

Balanza granataria (Mettler-Toledo)

Vortex (Vortex-Genie mod K-550-G)
Potenciometro (Beckman RS.232)

Autoclave (Interamericana)

Estufa (Lab line Instrumento Inc)

Microscopio (Nikon)

Bailo de Agua (Bellco 'Glass Inc)

Parrilla (Multi-block)

Refrigerador a 4°C, -20°C, -70°C (Revco, Fisher Scientific,Freeczer)
Termociclador (MJ Research Inc)

Lampara de luz UV

Camara fotogriafica (polaroid MP-1)

Pelicula polaroid 5.5

Camara para electroforesis (Stratagene)

Regulador (Life-Technologies)

Microscopio Estereoscopico (Zeizz)

Horno de microondas (Samsung)

V. Reactivos:

Base de caldo Mycoplasma BBL (Becton Dickinson)
DNA dec esperma Herring (Sigma)

Agua destilada y desionizada

Rojo de fenol 1% (Técnica Quimica)

Suero fetal bovino inactivo y filtrado (Sigma)
Cysteina 2 y 4% (Sigma)
Polienriquecimiento liofilizado (Bioxon)
Urea ultrapura 10% (Merck)

Cefobid

Amortiguador a pH 4 (Beckman)
Amortiguador a pH 7 (Beckman)

Proteinasa K (Sigma)

Gelatina (Sigma)

Amortiguador PCR

Trisma Base (Sigma)

K Cl (Merck)

MgCl; (Merck)

dNTP's

Primer 1
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Primer 2

Ampli Taq (Perkin Elmer)

Accite mineral esténi)

Etanol puro (Merck)

Agarosa (Stratagenc)

Acido Borico (J. T. Baker)
Na;EDTA H;O (Sigma)

Glicerol Gel Loading Amortiguador 5X (Amesco)
Marcadores (Gibco BRL.)

Bromuro de ctidio (Sigma)

Caldo Soya Tripticasa TBS (Difco)
Extracto de levadura (Difco)
Putrecina di-HC! (Sigma)

Agar excento de inhibidores (Merck)
Sucro de Caballo (Gibco BRL)
GHL solucion tripéptido (Sigma)
Base de agar chocolate (Bioxon)
Hemoglobina (Difco)

Base para agar sangre (Bioxon)
MacConkey (Bioxon)

Muller Hinton (Bioxon)

Cristal Violeta 90%%

Solucion de yodo

Medio de transporte Stuart

Alcohol 95%%

Acetona

Safranina 99%%

V. Kits Comerciales:

Cromatogafia en columna Kit comercial QlAmp blood kit (QLAGEN)
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a) Toma de mucestra:

d

Para el cultivo de Ureaplasma urcalyticsem se p P liquidos tales
como liquido amniodtico. sangre, liquido cefalorraquideo, orina, liquido pleural y
sccreciones traqueobronquiales.

Para nuestros fines se utiliza aspirado traqueal dc infantes pretérmino con enfermedad
respiratoria.

La ruestra clinica se tomo durante los primeros 7 dias de nacimiento y durante las
primeras 12 horas de intubacic Los especi traqueales son obtenidos durante la
succidon de rutina de los paci que se encl ran con intubacién endotraqucal, se
introduce la canula a través del tubo endotraqueal, en el extremo de la canula se coloca
una jeringa con 200 ] de solucién salina isotonica no bacteriostatica, posteriormente se
aplica presion positiva con la finalidad de realizar lavado y por altimo sc aspira con la
misma jeringa. Es importante que la solucion salina sea isotonica para impedir que la
bacteria se lise. este fenomeno puede ocurrir porque el microorganismo carece de pared
celular.

&) Transporte

A cada hospital se le proporcionan 2 medios de transporte:
1.- Caldo 108.
2.- Medio de transporte Stuart.

1. Para el cultivo de Ureaplasma se envia ¢l Caldo 10B y se inocula directamente en el
momento de la recoleccidn, ya que este mizroor i es muy ible a las
condiciones ambicntales adversas. la proporcion recomendada es 1:10 (0.1 ml de
aspirado en 0.9 ml de caldo 10B), la muestra se transporta congelada en hiclo seco
para evitar dafios al DNA del microorganismo.

2. El medio de transporte Stuart se utiliza para la busqueda de otras bacterias que
pudiceran estar asociadas con la infeccion y ademas reconocer aquellas que sean Ureasa
+ y puedan interferir con los resultados en el cultivo en caido 10B.

c) Cultivo de Ureapl. fy

Las muestras son procesadas lo mas pronto posible después de su toma aproximadamente
1 hora.
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Urwapiasma usrastyticum

Cultivo en caldeo 10B. Del caldo de transporte 10B sc realiza una seriec de cinco

diluciones cn caldo 10B. Para la primera dilucion se toma 0.1 mil de suspension celular y
se coloca en 0.9 ml de caldo 10B (dilucion 1 10), de 1a primera dilucion se toma 0.1 mi
y se coloca en 0 9 m! de caldo 10B (dilucion 1 - 100) y asi succsivamente hasta obtener
una ditucion 1 - 100,000

Culrivo en agar A8 Se toman 20 ul de cada una de las diluciones realizadas en caldo
10B. colocandose en el agar AS, antes de la incubacion se deja 20 minutos para que §a
gota sc absorba en ¢l medio .

Condiciones de incubacion para el caldo 108 » agar 8. 1as diluciones se incuban a
37°C, hasta observar un cambio de color (de amarillo a rosa debido a que el medio pasa
de acido a alcalino por la reaccion de la ureasa producida por U. urealyticum y i cambio
de color se presenta por el indicador rojo de fenol al 1%76) o hasta un maximo de 15 dias,
si en este tiempo no se presenta el cambio de color. la muestra se considera como
negativa La lectura de los cultivos debe realizarse de 2 a 3 veces durante el dia

El agar A8 se incuba a 37°C en una atmostera de 5-7%% de CO:, y humedad de 7-10 dias

La atmosfera sefalada se loura con ¢l uso de la jarra vy la vela. Las placas sc revisan
diariamente con avuda del microscopio estercoscOpico para observar las colonias
caracteristicas de Ureaplasme dc color café o negras por la reaccion de la urcasa en
presencia del CaCl; como indicador

Interpretacion de resultados:  Se considera que un cultivo ¢s positivo cuando en las
diluciones existe un cambio de color v en el agar A8 se observan las colonias de

Ureaplasma urealyticum de color cate obscuro o negras

d) Cultivo para otras bacterias:

El espécimen transportado en Stuart, se siembra en Agar chocolate, Agar sangre, Muller
Hinton y MacConkey, por estria cruzada.

El Agar sangre y chocolate se incuban en una atmosfera de 5-7 %% de CO: y los cuatro
medios sc incuban a 37°C., hasta 48 horas para asignarse como negativos. La

identificacion se realiza en base a la Morfologia Colonial, Morfologia Microscopica con
Tincion de Gram y Pruebas Bioquimicas.
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c) Reacciéon en Cadena de Ia Polimerasa (PCR):

La prucba fue cstudiada y optimizada con las cepas de referencia para los 14 serotipos
como se describe en la referencia 28 para probar su especificidad v sensibilidad

Las precauciones para prevenir “‘Carry over®'(acarreamiento de contarminacion) fueron
incluir el uso de 3 lugares diferentes. el primero se dedica al procesamiento de la muestra
clinica, ¢l segundo al establecimiento de la prucba de PCR y reactivos para esta, y ¢l
tercero para realizar electroforesis v analizar los productos amplificados

Preparacion de la Mucstra Antes de la Amplificacion del DNA. Del medio de
transporte 10B inoculado se toma una alicuota de 400 il en un tubo eppendort esteéril de
1.5 ml (bajo csta condicion se puede almacenar a -70°C hasta realizar la extraccion de
DNA).

Extracciion del DNA: Para la extraccion de DNA una vez descongelada la muestra se
transporta en hiclo, posieriormente se centrifuga a 14,000rpm a 4°C. por 30 min Se
desccha ¢l sobrenadante cuidadosamente pipeteando con puntas ART (Acrosol Resistant
Tip). una vez obtenido el paquete celular se adicionan 100 ul de amortiguador de lisis de
protcinasa K solucion A - B, se incuba por 60 min, a 60°C en un bailo de agua e
inactivar a 95°C. por 10 min. Las muestras se dejan 10 min a 4°C v después, en caso de
no continuar con el analisis, se almacenan a -70°C. hasta realizar la PCR  Dec esta
extraccion solo se toman 5 ul para el analisis por PCR.

Provedimiento para control positivo y control interno: De la extraccion del DNA det

serovar 3 a partir del plasmido de E. codi se realizan 8 diluciones en agua desionizada
esténl:

00000010
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Para los controles (positivo ¢ interno) no se realiza extraccion de DNA con protcinasa K
se realiza la PCR dc las diluciones, posteriormente se realiza 1a clectroforesis en gel de

agarosa al 2956, sc tific con bromuro de ctidio, después se visualizan los productos de PCR
conluz U.V

A partir de esto se selecciona ¢l control interno que sera aquella dilucion con menos
namero de¢ copias (demostrada por la intensidad de la banda)

El control positivo se
sclecciona de 1a dilucion con un namero de copias intermedio

Reaccion en Cadena de la Peolimerasa: Los primers usados para la tipificacion del DNA
para los dos biovares fueron el UM-1 (UMS 125) 5°- GTA TTT GCA ATC TTT ATA
TGT TTT GC-3" y UM-2 (UMA 226) 5°- CAG CTG ATG TAA GTG CAG CAT TAA
ATT C-3°

Para la amplificacion se tiene un volumen total de la mezcla de reaccion de 50ut
(Solucion maestra mas templado(s) y conticne lo siguiente

. REACTIVO . | . -POR MUESTRA _pl POR MUESTRA +
LT S S/CONTROL . CONT!
: INTERNO

A estéril -
Gelstina (0.01%)
Am

Nota: Para adicionar la muestra y ci control interno
se realiza en el cuano #1.

Para correr PCR se espera un minimo de 7 muestras y ademas se somete al mismo tratamiento (desde la
extraccion hasta la observacion de resultados) 2 controles negativos Agua esteril y caldo 10B; y un control
positivo serovar 3.

Una vez realizada la mezcla de reaccion se usa un controlador térmico, para que la
desnaturalizacion se realice a 94°C por 20 scgundos. El alineamiento a 57°C por 60
dos y la extension a 72°C por 60 segundos. Esto se realiza con una serie de 35

Laurs Odenie Gonzaiez Becers 1
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ciclos, la extensian final sc realiza a una temperatura de 72°C por 5 minutos y mantencr a
4°C por 99hr, 59minutos, 59segundos (Nota. de csta forma se programa el termociclador
para preservar la temperatura y la muestra se conserve).

M con ia de inkibidores: Las muestras que carecen de amplificacién
después de la adlclén del control interno, se les realiza el siguiente procedimiento:

r con amor de lisis pr i K ]

= Incubar a 70°C/10 min i
I

{ 10S ;) de etanol 96-100%. Mezclar ]
T

locar columnna en el tabo de coleccion. Adicionar mu.

{ atrtfugar SN0 rpmy/ 1 minuto ]
T

= on tubo de nuevo. D h ]

1
["s00 »1 amervauador AW]. Centrifugar 8000 rpm/Lmun_|

[ C em tube nuevo. Descartar fiitrado |
-
Repetir dosde ol pusa sefialado (*), Centrifugsr a 8000 rpm/1min
Despué¢s cent 2 min a velnddad total

[ Descartar ilrado. Colocar columna en tubo de microcentifuga. |
i

Abrir columne. Eluir DNA con 200 sglde Tris 10 mM pH=9.0
precalentado a2 °C/S min. Centrifagar S000 rpmv/ 1 min.

{ Realizar PCR o almmacenar a - 71J° C hasta su uso. ]

Laurs Oaette Gonzaiez Secers
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Preparacion de la Electroforesis: 1.os productos de amplificacion se observan por
medio de una clectroforesis en gel de agarosa al 2%, utilizando como Amortiguador TBE
1X ( Trisma base + acido Bdrico + EDTA). Disolver completamente la agarosa en un
matraz Erlecnmeyer, este sc coloca en el horno de microondas por 3 minutos.

Decjar enfriar de 7 a 10 minutos antes de vaciar en la camara de clectroforesis. Después
de vaciar en el molde, se climinan las burbujas de aire y s¢ permite polimerizar al gel por
30 minutos aproximadamente.

Una vez solidificado el gel, retirar ¢l peine y colocar los ml necesarios de Amortiguador
TBE quc cubran al gel. Posteriormente sc carga cl gel con la siguiente mezcla:

Colocar 11 tubos eppendort, ¢l primero se ctiqueta como ““Marcadores™, se adicionan 5
pl de amortiguador de carga para el gel de glicerol 5X mas 5ul de marcadores de peso
molecular mas 15 pl de agua desionizada estéril. Esta mezcla se coloca en el pozo
nomero 1 del gel.

Para los tubos restantes sc adicionan 5ul de amortiguador de carga para el gel de glicerol
$X mas 20ul de productos de PCR, incluyendo al control positivo (se coloca en el pozo
nomero 2 del gel) y controles negativos ( medio 10B que se coloca en un pozo
inter dio y agua desionizada estéril que se coloca en el altimo pozo del gel).

Correr el gel de electroforesis a 150 mVolts por aproximadamente 1| hora posteriormente
el gel se tifie con bromuro de etidio por 15 min y los productos de DNA se visualizan por
fluorescencia obtenida con una lampara de luz U.V. (260 nm, el nimero de pares de
bases es aproximadamente de 303).

I ion de Itados:  Por ultimo se le toma una fotografia en la camara
polanod La apertura de coloca 5.6 y la pelicula se expone por 22 segundos. Si el
resultado es positivo la banda originada por el efecto de la luz UV y el DNA teflido con
bromuro de etidio aparece aproximadamente a la altura de la banda del control positivo.

e Disefio Estadistico:

Para la bilidad y ificidad del ctodo de PCR en comparacién con el
cultivo en caldo y plu:a se realiza mediante ¢l tcorema de Bayes (tabla de contingencia de
2X2).

Por medio de X* se evaluara la influencia del sexo en la incidencia, tomando como
significativo el valor de P<0.05. La prueba de exacta de Fisher se considerara en los
datos con menos de 30 muestras.
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RESULTADOS
CULTIVO:

Se realizaron cultivos para 90 muestras de aspirado traqueal provenientes de niftos recien
nacidos pretérmino, con la finalidad de recuperar . wurealyticum y otras bacterias
relacionadas con la enfermedad en el tracto respiratorio  Como se muestra en la tabla 1,
de 15 muestras positivas para U. urealyticsam, (10 fucron paositivas por ambos métodos).
cuatro de ellas se aislaron junto con otros microorganismos diferentes. En dos muestras
se detectd Ureaplasma junto con Staphylococcus, una junto con SIPreptococcus y una
con Pyeudomonas. Dcbido a que U. urealyticum es la unica de las bacterias que se
diagnosticéd por medio de cultivo y PCR s¢ pueden desglosar estos resultados de la
siguiente forma: Por ambos métodos en !la muestra cuya clave es R035, Ureaplasma sc
encontrd junto con FPseudomemas. En el caso de las muestras que inicialmente fieron
positivas para Ureaplasma por medio de cultivo y negativas por PCR, la muestra R064
se aisld junto con Staphylococcus y la muestra RO74 sc aislio junto con Streplociccus.
Sin embargo, cn la muestra RO92 que por el método de cultivo fue negativa y por PCR
fue positiva, U. srealyticum se diagnostico junto con Staphylococcus

r e Ui '/ urealyticum y otros microorganismos a partir de

Tabdla 1. D
aspirados traqueales de recién nacidos pretérmino par cultiveo y PCR.

: |
8

de wmdo traqueal de nifos recén nacidos pretérmino con
de U. y de 10 diferentes
ala qe

Mi¢ de las
anhrmedad respirstona.  En esta tabla se

anismos aisiados. El orden en que se manaom‘m os en Iorma
aisiamiento. E£n /a uttma fila se indican ias Q. para g
*10 muestras que fueron passtvas sdio por cultvo. con PCR se 5 que
por cufivo fvernn negativas (dando un totaf ge 15 muestras positivas par PCR)
“Ef numero entre ndica veces se

este genero con Ureaplasma
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Por medio de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa se analizaron 5 ul de templado (a
partir de la extracciéon de 400 pl) de cada una de las 90 muestras de aspirado traqueal
provenientes de nifios recién nacidos pretérmino con cnfermedad respiratoria.  En la
figura 1 se muestra el analisis de los productos de PCR obtenidos del DNA de la cepa de
referencia de U. ssrealyticum scrovar 3, el cual, fue sintetizado en E. coli (plasmido)
posteriormente fue extraido y purificado En la figura 1 se representan las 8 diluciones

del DNA de referencia a partir de las cuales fue scleccionado la dilucion
positivo, y como control interno la dilucion 7, conforme a las caracteristicas mencionadas

2 como control

en el disefio de la investigacion.

Figura I Diuciones del DNA de Ur=aplasma srealyticum del serovar 3 de referencia.

Control negatrvo

10ak:$
10aké
103k7
1028

B g

S = e -
g;@ = = o £l
i ~ w ~
=8 =2 =2 = =

403bp

Productos de PCR de la cepa de de U. fy on ef gel de agarosa
después de la Tincién con bromuro de etidio. La pi v/ o s
marcadores de peso modecular (103 pares de bases), la segunda colmna
representa 6! pi de la sin dilucidn, pr % fe se
mencionan las dikiciones a la cual se encuentra el producto amplificado y por ulimo
se bene al control negativo (H20), como se tran los f ) en
la figura.
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En la figura 2 sc analizan los productos de PCR para las mucstras etiquetadas con las
claves RO59 a la RO65, se¢ observan tres de las cinco muestras que fucron positivas por
medio del método de PCR micentras que por ¢f método de cultivo fueron negativas (R060,
RO62 y RO63). En la figura se observa una banda de ligera intensidad en las muestras

RO62 y RO63.
En esta misma figura s¢ presenta una de las dos muestras que fue negativa por PCR, pero
positiva por cultivo (R06-1) En este caso la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se
realizé a partir de la muestra original, es decir sin incubar previamente antes de la

extraccion de DNA

Figura 2. Productos de amplificacion por PCR a parir de muestras clinicas.

b4
5 =
g E . ..
= = == - = = (=]
2E =2 28 3 &3 3 &5 g ="

Geldaagalnsa@spuésdelannoénconbmmwomom Laﬁbunompnssonh
de ef control p después

peso
seprasenran las muestras R059, ROGO of madio 108 como control negatvo, RO61,
R062, RD63, RO64, RO6S5 y of segundo control negativo (H:0 astéril). Las muestras
on la figura soko sentala kos dos Uibtmos numeros de /a clave.
*Significa que la muestra es positiva solo por cultivo, pero no por PCR.
“*Significa que la muestra es positiva solo por PCR pero no por cultvo.
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En la figura 3 sc¢ analizan los productos de PCR para las muestras ROS8 a la RD63
después de adicionar el control interno a cada una de cllas, en esta figura también se
expone, que tres muestras presentan inhibidores (R062, R0O63 y RO6-1), por lo cual, no es

la banda de amplificaciéon caracteristica del DNA

posible ver en estas muestras

proporcionada por [a fluorescencia de éste con luz ultravioleta después de que el gel ha
sido tefido con bromuro de etidio

Realizando una comparacion cntre la figura 2 y figura 3, en la mucestra R0O64 se observa la
falta de amplificacion en ambos geles de agarosa

muestray  clinicas 3

Prrexiuctos e amplificacion por PPCR a partir e

Figura 3.
presencia de un Control frerno

203 bp ——s

10B 61 62 63 &4 H,O

MC+ 58 59 s0

Gel de agarosa de jos productas de PCR + Control Internc después de tedirse con
bromuro de etdio. La pnmera columna (M) contene los marcadores de peso
molecular, la segunda (C+) representa el controcd positvo, posteriormente se
determinan las muestras R058 R059. RO60, control negativo usando el medio 108
(108), las muestras RO61, RD62, RD63, ROE4 y el control negativo (HxX0). En la figura
Soio se indican kos dos Giimos numeras de la clave de las muestras.

Las muestras R062, RO63 y RU64 presentan inhibidores.

£t
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Las muestras RO63 y RO74 después de la primera PCR (en la que resultaron negativas
mientras que por cultivo fueron positivas), se les realizo un previo tratamicnto  Fueron
incubadas cn medio 108 antes de la extracciaon del DNA vy posteniormente se realizo
nuevamente PCR (figura 4) En este caso ambas muestras fucron amplificadas por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa

En la figura 3 las muestras RO59, ROGO, RO61, RO6Z, RO63 vy RO65 son tomadas a partir
de la muestra original l.as muestras R0O62 v RO0O63 nucvamente carccicron de

amplificacion como se presento en la figura 3 (amplificacion de la muestra con Control
Intemo)

Un segundo procedimiento que sc realizo en todas las muestras que presentaron
inhibidores consistio en purificar el DNA por medio de cromatografia en columna,
posteriormente  se realizo nuevamente la PCR Por este metodo se obtuvo la
amplificacion de DNA dc U. urealyticum de las muestras con clave RO63 y RO74,
ademas. se observo que la banda del DNA amplitficado de Tas muestras RO62 vy RO63 fue
mas intensa (Datos no mostrados)

Figura 4. Productos de amplificacion por PR o partir de crecimenio previo cn caldo
108,

MC+ S9 60 61 L4 10B 63 64 65 Ta

Gel de agarosa de kos productos de PCR después de ia tincién con bromuro de etdio. La
primera columna (M) representa los marcadores de peso mosecwlar, la siguiente (C+)
representa ef control positivo. postenarmente se indican las muestras R059, RD60, RO61,
RO62, control negativo (Medio 108B), muestras RO63, R0O64, RU6S y RO74. En la figura solo
seindican los das utimaes numeros de la clave las muestas.

Las muestras RO64 y RO74. muestran ampiificacion de DNA, después de haber sido tratada
la muestra previamente.

Las muestras RO62 y RG63 no fueron ampiificadas.
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Se tomaron 90 muestras de aspirado traqueal de niflos recién nacidos pretermino se les
la enfermedad causada por Ureaplasma urealyticam
La frecuencia es ¢l resultado de las mucestras

determind la frecuencia de
10 de cllas fucron positivas por

resultando 15 muestras positivas (16 6%9)
que fueron positivas por PCR. (Ver Cuadro | y tabla 2),
cultivo (11.12%) y 5 negativas, sin embargo, por ¢l método de PCR fuceron 15 muestras
positivas (16 66%s), es importante comentar que por este metodo inicialmente se
presentaron 2 muestras negativas y despuds de una incubacion previa de la muestra o de
purificar el DNA se hizo posible su amplificacion De ellas 10 fueron positivos por
ambos mc¢todos. En la tabla 2 se mencionan estos valores y ademas la clave de la

mucstra

Tabla 2. Comparacior: enre el mitdo Je cultivo v PPCR para dewecrar la presencia de

U. mrealyticum en aspirado traqueal de recieén nacidos pretérmino

Dx por Cultive

- Clave de is muestrs
b -ROO3 .
RO11 -
_iRO21 -
< RO3S

F

Positivo
Positivo

Negativo

. Pesitive
Positivo T

Negativo_

Positivo

_Negativo_

Positivo

por PCR y después de ser tratadas resuitaron posttivas.

* Muestras que inici. ite fueron neg
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En la tabla 3 sc analizan los resultados de los productos de PCR a partir la adicion del
Control Interno para veriticar la presencia de inhibidores en la muestra Dc las 90
muestras analizadas, 20 presentaron inhibidores, 2 de cllas, fueron positivos por cultivo y
negativos por PCR

Tabla 3. Detecciorn de la presencia de wbubidores e las muestras cliriicas.

Clavede; Presencia  Clave de | Presencia  Clavede  Presencia Clave de | Presencia’

ta. !l de S ta . de e de ta -} de

L inhibidor inhibidor —_mmestra : inhibidor .| Linhibidor
Negativo - Newauvo Positivo Negativo
Negativo Neuwativo Negativo i Negativo
Negativo Negativo Negativo Positivo
4, Negativo Negativo Negativo vegativo
ROGS -: Ncgativo Negativo Pasitivo _
- . Negativo Negativo Negativo
_Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo Negativo
Negativo N tivo Negativo,
Negativo Positivo _Negativo
Negativo Negativo Positivo RO90 Negativo_
_Negativo Negativo ! Positivo Negativo
.RO13 ; Negativo _ Positivo Positivo _Negativo _
E Negativo Negativo Positivo Negativo
Negativo Positivo Positivo crativo
Neuativo Negativo ;- | ' Positivo VO
Negativo Positivo . RO69: | Negativo Negativo
Negativo _ Positivo i Positivo _Negativo
i Negativo ! Ppositivo Negativo_
Negativo . Positivo Negativo
Negativo Positivo Negativo
Negativo Positivo _
Negative | " RO76 . Positivo .

Resultados de PCR de las 90 muestras clinicas . En la tabla se exponen las muestras en las cuales se detectd la
presencia de inhibidores por medio de PCR de la muestra mas el Control interno

* Representa las muestras que fueron iniciaimente pasitivas por PCR y negativas al adicionar el control interno.
** (RO64 y RO74) representa las muestras que fueron positivas por Cultivo peoro negativas por PCR.
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En el Cuadro | sec aprecian los resultados de ambos métodos de Diagnastico de mancera
mas completa, en cl se consideran las muestras que fueron positivas por ambos mcétodos
(10 muestras), el namero de muestras positivas por Cultivo pero negativas por PCR (0),
el numero de muestras positivas por PCR pero negativas por cultivo (5) y el nimero de
muestras negativas por ambos métodos de diagnostico (75) Tomando como referencia
este cuadro se determind que ¢l método de PCR en comparacion con el culiivo
bacteriano (estandar de oro) tienc una sensibilidad del 100%6, espevificidad de 93.75%,

potencia diagnostica o cxactitud de 93 425, valor predictivo positivo de 66 66% y valor
Ester anal sc realizo posterior a la purificacion del

predictivo neuativo de 100%%.
DNA en el que las muestras que fueron inicialmente neuwativas por PCR se hicicron
positivas

Deteccrirn de U. arealyticam v compxracion de PPOR contra cultive por
-

Cuadro 1.
medio de unea tabla de conrssencia de

’ Cultive
Positivo | Neuativo | toral |
Positivo 1c s 15
A lB
PCR C |D
Nesgativo I 0 ! 75 [75
I 10 I 80 o0

total
A = Verdaderos positivos C = Falsos ncpativos
B = Falsos positivos D = Verdaderos negatinos

Calculos para determinar la sensibilidad. especiticidad. valor predictivo positivo, valor

predictivo negativo y exactitud

En dondkc:

» Sensibilidad =__10Q = 100 %o
o+0
e E ifs d= 5 =93.75 %
s$+75
e VP =___10 = 66.66 %o
5+ 10
e VP-=_JI5_ _=]00%
75+ 0
o P in Diagnostica o d=_{0+ 75 =933 %
90

51
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¥n el cuadro 2, se realizo con Ia finalidad de comparar la sensibilidad. especificidad v
potencia diagnostica del método de cultivo contra PCR. en cl se consideran las muestras
que fueron positivas por ambos métodos (10 muestras). ¢l nimero de muestras positivas
por PCR pero negativas por Cultivo (5). el numero de muestras positivas cultive por pero
neuativas por PCR (0) y ¢! numero de muestras negativas por ambos métodos de
diagnostico (75). Tomando como referencia este cuadro se determing que el método de
cultivo en comparacion con PCR tienc una scnsibilidad del 66 66%%, especificidad de
100°%, potencia diagnostica o exactitud de 94 325, valor predictivo positivo de 10075 y
valor predictivo negativo de 93.75%%0

Cuadro 2. Deteccion de U, arealvticum 3y comparacton de culive contra PPCR por

medio de una rabla de contingencia de 2.X2.

PCR
Positivo Negativo | total |
Positivo 10 o 10
A B
Cultivo C ID
Negativo 5 75 80
total 1s 75 90

Cilculos:
® Sensibilidad =__ 10 = 66 .66 %o
10+ 5

e Especificidad = _75_ _ =1009%
o+ 75

e VP =__10 = 100 %6
0+ 10

® VP-=_75__=93.75%
75+ 5

® Potencia Dingnostica o exactitud = ]0 + 75 =04.4 %%
90
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Urmaplasma ureatyticum

l.a< 90 muestras totales de aspirado traqueal de los nifios recién nacidos pretéermino, fueron
divididas para su estudio en tres diferentes grupos.  El primero fue conforme a la edad, of
segundo conforme al sexo y el tercero conforme a ¢l peso

Edad:

Con respecto a la edad, en los primeros tres dias después del nacimiento s¢ observa mayor
numero de nidos con enfermedad respiratoria. L. srealyficum tambicn se determina con
mayor frecuencia para esta edad  Sin embargo. 1a edad en la cual se¢ presenta con mayor
frecuencia U. srcalyticurm como factor en la infeccion respiratonia, es en el ler dia,
posteriormente puede notarse como la presencia de este microorganisimo desciende conforme
aumenta la edad. (tabla 5)

Tabla 5. Muestras positivas para U. arealyticum, comparacion emre el meéredo de
diasmosuco 3 su distribuciin conforme a lo edird.

Edad - n Positivos totales U.u  Positivos Cultive Positives PCR U.u
() } WUwa T S
6 (6.6) s
o 4(3.4) I
e 2¢z2) 1 2
g et o L ‘o
0 .o
SRR P - U S
o Lo
2 2
X raas=1.96 dias
La tabla anterior muestra el numero de casas it para U. urealy (U.u ) conforme a la edad y

compara los dos Upos de diagndstico utilizados en este estudio (Cultivo y PCR). El nimero que se
encuentra entre paréntesis reprasenta el porciento total de aislamiento (es decir 1as que fueron positivas
por Cuttivo y/o PCR) para cada rango de edad.

A cada vaior se realizaron cdlculos para P con base en X? y Fisher, sin embargo, en todos los casas P
fue > 0.05, excepto of numero de casos positivos para el 1er dia de edad comparado con el 6to dia de
edad (X?=5.70 P=0.017).
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Ureapissma urestyticum

A continuacion se presenta en forma grafica los resultados de la tabla S

Figura S

: —

i Edad de Nifos Pretérmino con Enferuwdad Respiratoria.

#eas0y

Se muestra el numero de muestras y su distribucion conforme a la edad de los nifios con enfermedad
respiratoria. La edad que presenta mayor numero de casos es en el 1 dia de nacidos

Laura Ocetie Gonzaiez Becers



Figura 6.

Ldad de nidios recién nacidos pretérniina con enfermedad respiratoria y comparacion entre el
diagnostico para U, urealyticum .

0 Negativos

a Posttivos.

1! iy
4 0 « o I 4 0 0o -4 Q
Oe 3 O8N 5 UM 3 UY 3> Uw 3> 0© g us >
'Y g £ a £ e E @ £ g Y £
a 5 5 = o ot a
2 3 2 2 2 2 2
0 0 0 0 o 0 [

Edad (dias) y méodo de duagndstico.

Figura 8 Musstra la edad de los nifls recién nacidos oon enfermedad respratoria y presencia de U, urealyticum La parte obscura de 1a gréfica
tepresenta los ¢asos negativos , mientras que la pare clara de 1a gréfica epresenta ol numero de casos positvos. En ol eje da las X se pressnta la
odad en dias y ef tipo da diagnéstico, en el eje de las Y se representa ol nimero de casos para cada valor respectivament.
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Sexo.

Con respecto al sexo de las 90 mucstras totales, 48 de cllas corresponden al sexo masculino y
36 al sexo femenino, en ¢l caso de los nifios, ¢l numero de positivos totales para Ureaplasma
fueron 7 y las nifias positivas para Urcaplasma también fueron 7.Por ¢l método de PCR para
los niftos se identificaron 3 muestras positivas que por cultivo fucron negativas, mientras que
para fas nifas se identificaron 2 muestras positivas por PCR que por cultivo fueron ncgativas,
con lo cual la suma da como total las cinco muestras negativas por Cultivo y PCR positivas.
En los datos sin valor se presenta una mucstra positiva por cultivo y PCR.

Tabla 6. Comparacion enire ¢l método de diagnostico para determinar U. srealyticum y la
influerncia del sexo.

X! =0.28 P=0.08

Representa el numero tolal de muestras y se dividen al sexo. La pr columna presenta el
¥ fotal de /iy para U. ly Z por cuttivo yfo PCR. Postenarmente se
presenta e namero de ra. para U fytic: por la técnica de cultivo y por

Litimo se muestra ol numero de mueastras positivas por PCR
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Figura 7
Relacion entre tipo de diagnostico para U. urealyticum y su
distribucién conforme al sexo
O Negatrvos
o
0
B posievos
- 40
2
g ™
# o
10
o
Poativos
Tipo de dagnostico.
Muestra el numero de Casos p y negatr para U. yr th ¥y su distribucion conforme al sexo.
Peso:

En la tabla 7 se analiza el peso (en gramos) de las 90 muestras de aspirado traqueal de los
niflos recién nacidos pretérmino con enfermedad respiratoria, tomando en cuenta el dato del
paciente con mcnor peso y el del paciente con mayor peso, cl analisis se dividio en diez rangos.
Como puecde observarse en estc caso, entre menor es el peso mayor e¢s el numero de

islami o de Ureapl, . Entre 700 a 1555g se¢ determinaron 12 muestras positivas por el
método de PCR y/o Cultivo, mientras que ¢n el rango de 1556 a 3550g solo s¢ determinaron 2
muestras positivas. La frecucncia de los nifios con enfermedad respiratoria también es mayor

cuando el paciente preésenta menor peso y esta frecuencia disminuye conforme aumenta el peso
del infante.

Cuando se realizaron calculos para P con base en X* en cada uno de los datos, de manera
independiente no existe diferencia estadisticamente significativa ecntre eilos, sin embargo,
cuando se dividen estos diez rangos en dos grupos, ¢l primero que corresponde a los menores

de 1555g y el segundo que corresponde a los mayores de este peso, el valor de P < de 0.05
como se muestra cn la tabla.
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Ureaptasmae urealyticims

Con respecto a la comparacion entre ambos métodos de diagnostico, de 700 a 985g. por
cultivo se determinaron 2 de las cuatro muestras positivas totales para Urcaplasma, y por PCR
se detectaron las 4 muestras, entre 986 a 1270g por cultivo sc detectaron 3 y por PCR 4, entre
1271 a 1555g por cultivo se detectaron 2 de 4 muestras positivas totales y por PCR 4 dc ellas,
cntre 1556 a 1810y por ambos métodos se detectd 1 mucestra positiva al igual que entre 2411 a
2696g , En los valores que carccen de datos solo se detectéd | muestra positiva por ambaos

métodos.

Tabla 7. Comparacion entre el métado de cultive 3 IPCR conforme al peso en grameos.

Puith-'l‘.talu Positivos Cultive - Pesitives PCR

Representa el numero Iotal de mueslras y se dividen al peso. Poster se pr el
total de positivos para U. uchum detenmnadx por cultivo y/o PCR, posterniormente el numero de
muestras en que se ly porla ica de cultivo, y por GItimo, las muestras
positivas por el método de PCR.

El cdkculo para P a partir de X? se realizé dividiendo al peso en dos grupos diferentes de 700-1555 g y de
1556-3550 g.

sz
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Relacién de peso y comparacién entre of mitodo de diagnostico utillzado para identificar U,
ureatyticum,

f1Negatrvos

g Postvos

Peso (gramos) y método de dlagnéstico.

Figura 8. Muestra el nimero de casos de niflos fecién nacidos pretémino con enfermedad respialona, ef nimero de casos posiivas para U, urealyticum
¥ negativos, compara de forma grdfica los dos mélodas de diagndsteo empleados y la disbbucidn de cada una de estas vanables conkrme af peso én
gramos
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DISCUSION DE RESULTADOS.

En paises latinoamericanos cn vias de desarrollo la incidencia de nacimientos prematuros
mas baja se reporta en Colombia (quec presenta un 82%), y la mas alta sc registra en

G la (Que pr un 20%) En México, algunos autores reportan una incidencia
del 12% , pero existen valores tan altos que alcanzan hasta el 30% an

En estudios realizados en E.U. de América por la Dra Cassell 'V
Ureaplasma urealyticum en nifios prematuros varia del 1.3 al 17%%, estos estudios se han
realizado por cultivo y algunos por PCR utilizando los genes de la urcasa. En Meéxico
existen dos estudios realizados por la Dra Castillo, en ¢l primero se encuentra una
frecuencia de aislamiento del 11%, este estudio incluye 82 nifios entre O y 12 meses de
edad, de los cuales sc aislo U. urealyticum en 9 casos. sin embargo. si se considcra
unicamente ¢! grupo de nconatos se obtiene una frecuencia de aislamiento del 13% Se
observa también que el 55%% de los cuadros clinicos se iniciaron en la primera scmana de
vida y solamente el 33% después del primer mes de edad ‘'*' Otro estudio que mcluye a
100 recién nacidos con enfermedad respiratoria demuecstra la pr ia de Ureap
urealyticum cn un 13% ' Ambos trabajos se realizaron utilizando ¢l método de cultivo
Hasta ahora en México no sc han reportado estudios en nifios recién nacidos pretérmino
con enfermedad respiratoria que presenten las caracteristicas de edad planteadas en este
estudio. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el presente estudio, de 15
muestras positivas totales (16.66%), 15 fueron positivas para Ureaplasma urealvticum
mediantc la prueba de PCR (16.662%%), sin embargo por cuitivo sélo se lograron identificar
10 muestras positivas (11.1%). Estos datos son muy similares a los reportados en los
estudios realizados por la Dra Casscll, en los que utilizo el diagnostico por medio de
cultivo. y PCR en donde se encontro la frecuencia de aislamiento del 17%%. Si
comparamos con respecto a los trabajos realizados por la Dra Castillo ef aumento de la
ia de aisl presente en este estudio se debe a que el diagnostico fue

realizado por cultivo y PCR, mientras que los otros estudios solo se realizaron por
cultivo.

el aislamiento de

En el diagnéstico por cultivo algunas muestras se consideraron como dudosas (datos no
mostrados ¢n los resultados), debido a que presentaban un cambio de color en caido 10B,
sin que se encontraran otros microorganismos productores de ureasa, o incluso sin
encontrarse ningin microorganismo. Sin embargo, no se observaron colonias en el Agar
AB.  Algunas veces al filtrar el medio y volver a resembrar no se volvia a presentar
cambio de color ni tampoco se observaban las colonias en agar AB. En este dato existe
controversia, algunos autores cc an que Ureapl, crece mejor en medio liquido y
que es conveniente realizar un cultivo previo en este medio y una vez obtenido el
crecimiento, sembrar en Agar. Otros comentan que existe mejor desarrollo en Agar que
en medio liquido. La baja positividad por ¢l m¢todo de cultivo se atribuye. aunque en
parte minima, a la dificultad para reconocer las colonias de Ureaplasma. Otra de las
causas que pueden influir con la deficiencia del cultivo son los efectos ambientales no
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Ureapiasme urastyticuem

controlados, como por cjemplo, Ia tempceratura entre la toma de muestra y el comienzo de
su proccsamlcmo la forma en que se toma la muestra (aspirados traqueales) . los ctectos
de otros microorganismos. El papel de otros microor; ismos sobre ¢t creci de U.
srealyticum puede scr la competencia por los requerimientos nutricionales presentes cn
el medio

Los factores anteriores no influyen en cf diagnostico por PCR en donde lo que impona es
que ¢l DNA de Ureapl esté pr ¥y no importa si la bactcria este viva © mucrta,
adcmas la presencia de otros gérmenes diferentes de U. urcalsticum no influyen en el
diagnastico, puesto que los primers del antigeno multibandeado, no los distingue, es decir
son altamente especificos

Ademas se aislaron 10 microorganismos distintos de Urcaplasma urcalyticerm. (Tabla 1)
incluyendo dlfcrgnxcs cspec-c> dec Streptoxcoccus, Staphylococcus, levaduras (entre cllas
Candid P y Difi ides, cstos fucron los cinco quc se aislaron
con mayor frccuencm Bajo las caracteristicas de cstos pacientes Ureaplasma cs la
bacteria que sc aisla en un mayor numero de casos, posiblemente porque ésta s capaz de
colonizar al producto desde ¢l utero matermo o en ¢l canal de parto a diferencia de los
otros microorganismos que pudicron colonizar al neonato al momento del nacimiento por
via transvaginal o por ¢l ambiente hospitalario, y como cste paciente recién nacido se
encuentra en estado inmunocomprometido y ademas la intubacion favorece al desarrollo
de infecciones por los microorganismos antes mencionados. Es importante resaltar que
Urcaplasma srealyticsam se cncontro asociado en 4 ocasiones junto con otras bacterias
(4.4%%) causando infecciones mixtas, por lo tanto, pudiera ser que la infeccion en estos
neonatos no solo se debe a la presencia de este microorganismo  Por este motivo se
sugiere que al solicitar la busqueda de Ureaplasma, ya sca utilizando ¢l método de
cultivo o PCR, se realice el cultivo para otras bacterias, sobre todo si se¢ emplea el
método de PCR y se utilizan los primers IUJMS-125 y UMA-226 de la secuencia del gene
dej antigeno muhtibandeado. que ha demostrado que es especifico y por Io tanxo
considerar que la infeccion puede ser mixia para dar el tratamiento adecuado. ™

Con respecto al diagnostico con PCR existen tres posibles factores que pudicran explicar
porqué Ureaplasma no fue identificada inicialmente en dos muestras por este meétodo
siendo que por cultivo fueron positivas. Los factores son .

1. La pr ia de compc inhibitorios en la muestra los cuales forman parte
importante en el cnsayo de la PCR,

2. la concentracion escasa del DNA de la bacteria presente en la muestra originando que
por PCR no pueda ser detectado.

Existe un tercer factor que pudiese influir en la determinacion por PCR, aunque con
rfespecto a  este no  existen publicaciones, esto es la influencia de otros
microorganismos al encontrarse junto con Urcaplasma. En ambas muestras negativas
por PCR existe la asociacion con otro género, (Ver tabla 1).

w
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Para saber mas acerca de los puntos | y 2 fue necesario comparar la PCR de las muestras
originales, y Ia PCR con Control Interno en donde sc observo que en ambas muestras
existia presencia de inhibidores (las muestras que presentaron este problema fueron la
RO64 y RO73. Ver figuras y tablas 2 y 3)

Ademas de correr la PCR con Contrdd Interno, a partir de las muestras oniginales que se
tenian en refrigeracion, se sembraron ¢ incubaron en caldo 10B, una vez que se observo
crecimicnto se extrajo el DNA y nuevamente se realizo PCR.  En esta ocasion ambas
mucstras fucron amplificadas y la PCR fue positiva para ambas muestras ( Ver figura 3)
Estos resultados sugieren que probablemente la baja concentracion de DNA cn las
muestras originales unida a la presencia de inhibidores origina que por el método de PCR
no sea posible detectar el DNA de Ureaplasma wurealyticuam  El crecimiento previo en
caldo se realizo con la finalidad de aumentar la concentracion del DNA de U
wurealvticurm presente en la muestra v disminuir la concentracién de inhibidores **’

Con ¢l método de cultivo se reculizan diluciones para reducir la concentracion de
inhibidores de la muestra original, si ©s que estan presentes en csta,  por estd causa es
posible que las muestras tucron positivas por cultivo vy negativas por PCR Lo anterior
sugicre, que ademas de esperar crecimicnto de U. urealyticsam en caldo 10B en muestras
que presentaron inhibidores se debio realizar PCR tomando solo 1 il del tempiado en
lugar de 5 pl que se tomaron orginalmente, con la tinalidad de diluir mas los inhibidores
presentes. En algunos estudios este procedimiento ha dado buenos resultados ‘'

Otra forma de eliminar los inhibidores, una vez detectada su presencia en la muestra es
adicionar mas cantidad de proteinasa K, en las muestras donde ya se habia extraido cl
DNA. Este procedimiento tambien ha dado buenos resultados ¥ ademas sugiere que los
inhibidores son de naturaleza peptidica Sin cmbargo, s¢ debe seguir buscando un
método que desde el principio elimine los efectos de los inhibidores

Parece ser que la purificacion del DNA por medio de cromatografia en columna ¢s un
meétodo rapido y prometedor, con este método fue posible la amplificacion de las 2
muestras que no fueron amplificadas inicialmente por PCR, pero que fueron positivas por
cultivo (RO64 y RO74), ademas, algunas muestras que fueron positivas inicialmente por
PCR, pero que mostraban una banda de ligera intensidad y presencia de inhibidores,
después de la purificacion, fuc posible apreciar las bandas mas intensas en las muestras
RO62 y R0O63 (Datos no mosirados)

Con los resultados anteriores se puede eliminar la posibilidad de que la pr ta de otros
microorganismos o la baja concentracion de DNA de U. arealvticum en la muestra sean
los responsables de la falta de amplificacion por PCR. Sc elimina la posibilidad de que la
baja concentracion dei DNA tenga un papel significativo, porque. fue posibie la
amplificacion solo con la purificacion. es decir, sin la necesidad de aumentar ¢l namero de
microorganismos y por consecuencia del DNA. Por lo tanto la explicacion mas favorable
es la influencia de factores inhibidores.
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Debido a que en ¢t corrimiento de PCR de las muestras RO5S9-RO65 (Figura 2) fuc en
donde se presentaron 3 muestras positivas por este método, siendo que por cultivo fucron
fegativas ¢n un principio se sospecho de “carry over™, es decir, acarfeamicnto del DNA a
partir de las muuestras positivas, por este motivo la PCR se realizo dos veces mas, en estas
dos corridas se¢ obtuvicron los mismos res

ultados, por lo tanto, 1a repeticion de la PCR
tubo como objetivo verificar que los resultados fueran realmente los obtenidos v con esto
descartar la posibilidad de que las muestras RO6GO

contaminacion  Posteriormente en las tiguras 3 y 3y
las muestras ROOZ y ROG3, quiza se debe a la poc
|a prcwncm de mhntudor-.s. otro  factor que pudo haber influido

nto v ¢o iento de esas muestras para la verifi
(dcuradacmn del DNA presente en la muestra)

ROOZ y ROO3 tueran producto de
no se detecto la ampliticacion de
a cantidad de DNA en esas muestras v

fue el constante
acion de los resultados

En este estudio. of corrimiento de la PCR
a partir de las muestras originales v el corrimiento con ¢l control interno s realizo a
diferentes  tiempos Por lo anteriormente mencionado, s¢  recomienda  realizar
simultancamente los dos corrimientos de PCR (corrimiento con la muestra onwinal v el
corrimiento con Control Interno) para conservar las mismas caracteristicas

la misma
concentracion del DNA v evitar este tipo de confusiones

Como se muestra en el cuadro 1 los resultados para el metaodo de PCR (sensihilidad,
especificidad, y exactitud) proporcionaron resuttados favorables v estan de acucrdo a lo

planteado en la hipotesis, por lo cual ¢l metodo puede ser usado como altermativo en el
Diagnostico de Urcaplasma urcalyticum

el caso del valor predictivo positivo (VP )
este s un poco bajo (66 66%a), sin embargo, pucde estar onginado en que este valor al
igual que ¢l valor predictivo nezativo (VP ') son intluenciados por la frecuencia  En el
caso del (VP 7 ) disminuye el valor cuando la frecuencia aumenta

En los nifos incluidos en este estudio (prematuros, con muy bajo peso
presencia dc enfermedad respiratoria). ¢l organismo no solo es capaz de

al nacer y
enfermedad. sino quc ademas,

producir la
por consccuencia de ¢ste puede causar la muere del
neonato, por lo que ¢} diagnostico rapido es aun de mavor imponancia y la gravedad e
incidencia de los casos justifica ¢l diagnostico por PCR ¢n cuanto a su realizacion y a su
costo. ya que ha demostrado ser un buen metodo

por PCR es que el tiempo se reduce de 2

2 a 15 dias por ef cuitivo a 1 dia por PCR v
ademas de ser rapido es especifico (solo reconoce a esta especie) ¥

Un punto impornante en ¢! diagnostico

Otra ventaja que presenta este metodo de PCR usando come primer los genes del
antigeno multibandeado, es que no se requicre de una previa incubacion de la muestra en
el medio 10B de 12 a 18 horas, como se rcaliza para la PCR que usa como primer los
genes de la urecasa, ademas este clasifica correctamente a los serotipos en el biovar
correspondiente, lo cual no ¢s asi con los genes de 1a ureasa que clasifica a los serotipos
10 y 12 dentro del biovar 1, cuando ¢n realidad corresponden al biovar 2, ** 3% 3@

2. P otra
ventaja que presenta si s¢ compara con la PCR que utiliza el gene 16SrRNA ¢s que este
gene se relaciona i con My ] pnes . €stc problema no se
presenta en el caso de la PCR utilizada cn este trabajo debido a, la especificidad del
Antigeno multibandeado y por lo tanto se evita la reaccion cruzada. ™
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Posteriormente las mucestras fucron estudiadas conforme a la edad, al sexo vy al peso Los
valores para estas caracteristicas se presentan conforme a lo esperado, esto es, a menor
edad y peso s¢ aisla con mayor frecucencia U. wrcalyticums, cstos datos ya sc habian
abservado con otros estudios realizados en Bimingham Alabama por la Dra Cassell en
niflos prematuros (de 34 a 37 semanas de gestacion) ¥ con peso -~ de 1000y, en donde no
s0lo son los mas probables de estar colonizados, sino gue tambien son los Mas propensos
a desarrollar CLD de la prematurez y de morir,'™ en Mexico en el estudio realizado por la
Dra Castillo''™ se observa que el inicio de la infeccion ¢s mayor en la primera semana de
vida, y la prematurez y «l bajo peso son las principales caractensticas de los nifos en los
que se aislo Ureaplasma urcealyticum  En cste estudio se observa lo mismo incluso esta
frecuencia de aislamiento ¢s mayvor que la que se observa en oOtros microorganismaos
(Tabla 5). la edad que presenta mayor frecuencia de aislamiento es ¢n ¢! ler dia de vida
(6 positivos), despuds a los 2 dias de vida (4 positivos), sin embargo, para poder decir
que realmente se presenta este fenomeno se propone gue posteriormente s¢ estudie una
poblacion que incluya el mismo namero de pacientes para cada uno de los rangos de
edad, esto mismo sucede en el caso de la comparacion del peso v del sexo Un factor que
pudo haber influido aunque mmimamente en las observaciones, es que en algunos
pacientes no se registro la edad, el sexo y ¢l peso por causas desconocidas  Con estos
datos solo se presento diferencia estadisticamente signiticativa comparando el ler dia de
edad v el 610 dia de edad

Con respecto a el sexo, no se observa que predominen alguno de ellos, (Tabla 6) ni en el
caso de la frecuencia de aislamiento de U. wrealyvticum ni en el namero de nifios con
enfermedad respiratoria con o sin presencia de Ureaplasma, en ambos casos la frecuencia
de aislamiento es muy similar, aunque en este caso tambien puede influir que 6 muestras
no presentan datos

Por ultimo en el caso del peso, parece ser que Ul wurealyticursn sc presenta con mayor
frecuencia en nifios con peso menor de 1555y que en los mayores de este y esta de
acuerdo con que U. urealyticum se asocia con ¢l bajo peso al nacer v la prematurez. '*-'®
(Tabla 7) Algunos nifios presentaron peso mayor de 2,500 g. éste podria parecer de nifio
de termino. sin embargo de acuerdo a una grifica para relacionar ¢l peso con la edad
gestacional a las 34 semanas los pequeios para esta edad pesan 1500y y los grandes
pesan 2750g.  Existe un niflo mavor de este peso (3555g) sin embargo habria que
considerar otros factores en la madre, tales como la presencia de alguna enfermedad
(Como por ¢jemplo diebetes) que pudiera influir para que ¢l bebé este aumentado de peso
adn cundo es prematuro

El presente, estudio deja abierta 1a investigacion de Urcaplasma urealyticum, sobre todo
en Meéxico, en donde los estudios para este microorganismo son escasos, ademas da la
pauta a futuras investigaciones para conocer mas sobre las propiedades del antigeno
nmultibandeado, para que pueda ser usado en el diagnastico, y para conocer el papel que
juega éste en la infeccidn causada por Ureaplasma urealyticum
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CONCLUSIONES.

« La frecuencia de infeccion causada por Ureapl Iy ti fue de 16,

e Es el microorganismo mas comunmentc aislado en mﬁos pretérmino (de "3 a 34
scmanas de gestacion, peso mayor o igual a 550g), enfermedad respiratoria.

® La sensibilidad del diagnostico por PCR es igual al 100%. La cspecificidad del
método de PCR cs de 93.75% y la potencia diagnostica del método de PCR cs del
©94.4%. Por lo tanto se concluye que la PCR puedc ser usada como método
alternativo de diagndstico

= PCR es un método rapido, sensible, especifico y el costo puede ser justificado por la
demanda en el nimero de muestras solicitadas

e En los centros de referencia el método de PCR puede ser el de eleccion.

e La infeccion causada por U. srecalvticum parece que no presenta diferencia
estadisticamente significativa al relacionar los valores para el sexo.

e Presentd mayor frecuencia de aislamiento en nifios de mecnor edad y con peso menor
de 1555g.

o La infeccion en el tracto respiratorio de recién nacidos pretérmino puede ser causada
no solo por la pr de Ureapi, urcalyticum sinc que puede estar asociada
con Otros Microorganismos.,

® Scdeben iderar las infecci mixtas,
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ANEXO.

o PREPARACION DE REACYTIVOS:

NOTA. Todas las preparaciones se realizan en condiciones asépticas

STUART.

El medio de transporte Stuart consta esencialmente de una solucion de amorntiguadores
(soluciones estabilizadoras de pti) con exclusion de hidratos de carbono, peptonas y
otros nutrientes. Este medio esta concebido para preservar la viabilidad de las
bacterias durante ¢l transporte sin multiplicacion significativa de los microorganismos
El tioglicolato de sodio se afade como agente reductor para mejorar la recuperacion
dc bacterias anaerobias. y la pequefia cantidad de agar provec una consistencia
semisolida para impedir oxigenacion y derramamiento durante el transporte (10)

a) Composicion.
Tioglicolato de sodio
Glicerofosfato de sodio
Cloruro de calcio .
Azul de metileno ..
ARAr
Agua desmmefalxuda

—u‘OOSE

XX

-00
[LR-R

g
[

re

b)Preparacion:

Pesar 14.1 g de polvo

Disolver en | L. de agua desionizada
Hervir por 1 minuto

Vaciar 7 ml de medio en tubos de 15 cm
Esterilizar por 15 min a 121°C

Enfriar y almacenar cn refrigeracion.

MEDIO InpB:

PROPOSITO: El medio IO B es un medio dc enriquecimicnto en caldo usado para el
cultive de Urepal: r y otros M) I genitales.

PRINCIPIO E INTERPRETACIO‘I Este medio contiene Urea al 10%% que

ur mectaboliza y produce Amonio incrementando el pH v
originando un cambio de color en el medio de amarillo a rosa (de acido a basico), por
el indicador rojo de fenol al 1%9%. Se adiciona arginina, si se desea aislar Mycoplasma
hominis. que ademas del cambio de color crece con ligera turbidez.
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a) Composicion: (para preparar 1 L)

BASE:
Caldo base para ! \1ycopla>mn . BN
DNA (sigma,) JUT .02g
Agua destilada ...800 ml
Rojo de fenol(1%6) .01 ml
eAjustar pi{ a 5 5 con acido clorhidrico
eEsterilizar por 30 min. Enfriar a temperatura ambiente.
SUPLEMENTO

Suero fetal bovino inactive a 567 C y filtrado (0 22 p)200 ml
Cisteina al 4%6 (fresca y filtrada en .22 p)2.5 mi

Isovitalex 5.0 ml

Urea ultrapura al 10 %63 O ml

Cefobid 250 ul

b) Preparacion:

Adicionar en condiciones de esterilidad el suplemento a la base.
Mezclar

Ajustar ef pH final de 6 0a 6.1

Realizar alicuotas de 0.9 m!

Almacenar en refrigeracion a 3°C

(NOTA.: Este medio es el mismo utilizado para transporie y cultivo).

o AGAR AKX

PROPOSITO: E! Agar A 8 es un medio diferencial utilizado para el aislamiento de
Mycoplasmas.

PRINCIPIO E INTERPRETACION: El enriquecimicnto tal como el suero de
caballo, extracto de levadura y urea son incluidos en este medio para mejorar la
dlfcrcnc:aclon de U. urealyticum de los organismos no- hidroliticos de urea como los
Mycoy Las lonias de U. srealyti apareceran cafés o negras sobre el
medio con cloruro de calcio debido a la produccion de ureasa en presencia de cloruro
de calcio como indicador. Las colonias de Mycoplasmas son aisladas en A 8 pero son

urcasa negativas y tienen la tipica apariencia de “huevo frito™.
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a) Composicion: Para preparar 1 L

BASE.
Agua destilada
Cloruro de calcio ..
Caldo Soya Tripticasa .....
Extracto de levadura.
Putrecina di-HCL

Agar excento dc mhxbndorh

Mezclar
AjustarelpH{ a S 5con HCI 2N
Esterilizar por 30 min 121" C
Enfriar en un bafio de agua a 56 °C

SUPLEMENTO

Suero de caballo R
CVA Enriquecimiento ... ..
Solucion Stock de Urea al IO"’
Solucion de Cistcina al 10%.
GHL solucion lnpcpudo e
Cefobid .

b)Preparacion:

Adicionar el suplemento a el agar base
Vaciar a las placas

Dejar enfriar

Invertir las placas después de 1 hora
Refrigerar a 4°C.
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o AGAR DE MACCONKEY (Rioxon)

a) Composicién: Para 1000 ml. de agua destilada:

Peptona de caseina...
Pcptona de gelatina
Peptona de carne
Lactosa....... ......
Sales biliares . .
Cloruro de sodio.
Agar ...
Rojo neutro ... .
Cristal violeta.............

b) Preparacion:

Suspender 50 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada.
Mezclar bien hasta que se obtenga una suspension uniforme.

Decjar reposar de 10 a 15 min

Calentar sua te agitando frecy 1te y hervir durante 1 min.
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min

o AGAR DE MUELIER-HINTON (Bicxxon)

a) Composicion: Para 1000 mL de agua destilada.

Infusion de Carnc de res
Peptona de caseina H.. . .
Almidon................. .
Agar ...........

pH final +/- 7.4
b) Preparacion:

Suspender 38 g del polvo en un litro de agua destilada.

-

e Mezciar bien cal do y agitando frect e

e Hiérvase alrededor de un minuto.

« Se distribuve y esteriliza en autoclave de 116°C a 121°C durante no mas
de 15 min.

e Enfriese a 45°C o 50°C
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Uresplasma ureslyticum

No se sobrecaliente en ningin momento. Al refundir el medio frio caliéntese lo mas
breve que se pueda

o GELOSA SANGRE

a) Compaosicion. Para 1000 mL de agua destilada

Extracito de levadura . o 50
Infusion de musculo cardiaco (solidos) ..20x
Peptona de Caseina . ... . 130
Cloruro de Sodio 50u
Agar ... 150

pH final 7.3 =/- 0.2
b) Preparacion

Suspender 40 g del polvo en un litro de agua destilada

Mezclar perfectamente, calentar con agitacion frecuentemente.

Hervir durante un minuto hasta disolucion completa.

Distribuir y esterilizar a 121°C por 1S min

Enfriar la base a 45° C y adicionar 5%a de sangre esteril desfibrinada.
Adicionar el antibiotico en caso dade. Ampicilina  previamente
reconstituida en solucion Salina isotonica (SS1) estéril.

o AGAR GEL.OSA _CHOCOIATE (Rioxeon)

a)Composicion: Para un litro de agua destilada

Peptona de caseina .. . ..
Peptona de came
Almidon de maiz
Fosfato dipotasico
Fosfato monopotasico
Cloruro de sodio
Agar. ... .
Hemoglobina (Bioxon,

pH final 72 +~/- 02

b) Preparacion:
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Urnepiasma irealyticumr

En un matraz disolver 10 g de la base de hemoglobina en 500 mlL. de
agua destilada sin calentamiento

En otro matraz disoiver 36 g de la base de agar gelosa chocolate en 500
ml de agua destilada. Agitar bien y dejar en reposo durante 10 a 15 min
Estcrilizar por separado a 121°C por 15 min

Enfriar ambas soluciones a S0°C  (si se usa bafo de agua mejor)
Agregar cuidadosamente la solucion de hemoglobina a la base de gelosa
chocolate y mezclar bien sin que se formen burbujas

Distribuir en cajas petni

o ROJO DE FENOI -

a) Composicion

Rojo de¢ fenol ..... . .. e i ... 100k
NaOH . . . L ... IN30Om!
Agua destilada atorara ... .. . ... 1000 mi

b) Preparacion

o UREA AL 10%:

Depasitar ¢l Rojo de fenol en un matraz de 1000 mi

Agregar 570 ml de agua destilada

Agregar 30 mi de la solucion de NaOH 1 N.

Agitar por 2 horas a temperatura ambiente

Aforar a 1 litro con agua destilada.

Filtrar con papel Whatman namero 3.

Esterilizar en autoclave a 110 C durante 10 minutos.

Conservar durante un mes a temperatura ambiente y en obscuridad.
Descartar si existe precipitado

a) Composicion:

Adicionar la urea al agua
Agitar hasta disolver
Filtrar

Esterilizar.

Espiracion: 6 meses

Laurs Ocette Gonzaiez Bacerra
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Pesar la cisteina correspondicnte

Disolver cn agun

Filtrar por medio de membrana 0.22um

L.a solucion se prepara ¢l mismo dia de su uso

o PROTEINASAK:
1. SOLUCION A:

Tris HCI ( pH=8.0 1M). 1.ml
KCl(My 10.mi
NgClz. ... 0.25 ml

H-O Milli Q 88.75 ml

® Mezclar
e Esterilizar
e Almaccnar a temperatura ambiente.

2. SOLUCION B:

Tris HC 1 (pH=8 1IN 1 ml

MaCla ..o .0.25 m!
Triton X-100 AN .01l ml
Tween 20, .1 ml
HO-MILOQ. ... ... . i 96.75ml

e Mezclar
e Esterilizar
e Almacenar a temperatura ambiente.

3. PROTEINASA K:

Proteinasa K

. 100 mg
Milli-Q-diH O

.5 ml
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L.a concentracion de esta solucion es 20 mg/ml

3. AMORTIGUADOR DE [ISIS PROTEINASA K SOLUCION A+B:
Protcinasa K solucion . ... L1 ml
Sotucion B ... 19 mi
Solucion A, .20 ml

Realizar alicuotas de | 5 ml A+B protecinasa K en criotubos de 2 ml.
Almacenar a -70°C

e Adicionar 1 ml de proteinasa K a 19 ml de solucion B
® Mezclar

e Adicionar la solucion A

e Mezclar

-

-

Gelatina ..... s . P
Agua desionizadaestéril. ... 999m]

e Meczclar
e Recalizar alicuotas de 1.5 ml en criotubo de = ml
® Almacenar a temperatura ambiente

o AMORTIGUADOR PCR 10X -

Tris H Cl (pH=8.0 100 mM\1) 1 mi
K Cl (500 mM) ... . S5 mi
MgCl: (17.5 mM) . 150 ul
Agua desionizada estéril. 3.85mil
® Mezclar
& Almacenar a -70°C.

o KCIi1Mf-
KCl .. .74.56 g

Agua desionizada estéri

® Mezclar
® Alicuotar
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Ureaplasma wreanyticum

® Almacenar a temperatura ambiente.

o Af]
MuCla L T 2033 g
Agua desionizada estéril. . e 1000 M
e Mezclar
e Alicuotar
® Almaccnar a temperatura ambiente.

o TrisH I

C 1M, pH=8.0,83y85)

Trisma base 1211 g
Agua desionizada. 1000 mi

e Disolver el trisma base en 700 ml da agua desionizada
® Aijustar pH con acido clorhidrico concentrado
e Estcrilizar

Nota: el pH del amortiguador depende de la temperatura

PRIMERS: (40 uM)

Primer 1: -125 (Numero de bases 26. 163 52 udM)
Oligostock .......................
Agua desionizada esténil. .. ..

Primer 2: -226 (Namero de bases 28, 131.60 ud)
Oligo stock
Agua desionizada estéril
e Almacenar a -70°C.

AMPLI-TA(

5 W/ul Ampli taq

Lauta Coetle orrmez Decetrn
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® Almacenar a -20°C

o AGAROSA -

ARAFOSR oo e e e 3g
TBE 1X .o 150 m}
*  Agitar

» Disolver en Horno de microondas por 3 minutos

= Esperar que entric un poco aproximadamente 10 min
® Vaciar en la camara

e Esperar 30 minutos antes de cargarse

-

Nexa: Cuidar que no se derrame en el horno de microondas, al hervir provoca

abundante espuma

o TRESOQLUCION STOCK 10X

Trisma base.. ..605g
Acido Borico ...... ... 3085 g
Na:EDTA 2H:0 ... .3.72 g
Agua desionizada . 1000 mi
e Disolver en 800 ml de agua
e Aforara 1000 mi
® Almacenar a temperatura ambiente.

o TRBEIX :
TBE stock JOX ... ... 100 mi
e Aforar a 1000 m! con agua desionizada,

o BROMURO DE ETIDIC) -

10g

Bromuro de Etidio ...
Agua desionizada.................ooi 19.8 ml

e Disolver
e Agitar la solucion a temperatura ambiente en una botella ambar
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Urespisamas urestyticum

NOTA: UTHIZAR GUANTES, ESTI REACIIYO FS MUTAGENO
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