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GLOSARIO. 

Alt!lt!O 11u..saL 1\-fovimic:ntos de lus alas de la nariz en la disnea 

.Anr1wri>:MUJ1w: solución que previene el cambio que se produciroi en la concentración 
de iones de hidrógeno. ai\adiendo álcaJis o ácidos 

Antkurrpo Sustancia cspec1tica presente en la sangre y otros fluidos orgánicos 
(globulinas) que aparecen tras la inoculación de elementos extraños (antígeno) sobre Jos 
que actúa especificamcntc aglutinándolos (aglutinina). dcstruyCndolos (lisina). 
neutralizándolos (anti1oxina). o precipitimdolos (prccipitinas) 

..t111ic1i1~!rp1.1"i '"º'"x.·lunule~: Protcina producida a consecuencia de la introducción de 
un antígeno y que tiene la propiedad de combinarse con un antígeno que proviene de 
una sola clona y estimula su producción. 

A1ttíge,.o: Sustancia que al introducirse en el organismo provoca Ja fb.-mnción de 
anticuerpos. 

IJac-1eri1n1álicu: Solución que mantiene al microorganismo viable pero no pennite su 
crecimiento 

Bi1>vur '' RitNipo: Subyrupo de la bacter-ia basado en el serovar que se diferencia 
mediante pruebas bioquimicas y fisiológicas especializadas 

bp: Pares de bases. 

C.."iun1ni.'i: Coloración azul o livida de la piel y mucosas a causa de oxigenación 
insuficiente de la sangre. 

CLD de la premature--L. Enfermedad pulmonar crónica de la prematurc.z 

C1>d1Jn. Triplete de tres bases en una molécula de OS A o RNi\ • que codifica un 
aminoácido especifico 

Cul<>nizaci<;,. Presencia de un micr-oorganismo no patógeno que se está 
reproduciendo, si se reproduce mucho puede producir infección aunque sea no 
patógeno 

Cr<Hn<>.""""": Cuerpos diminutos en forma de asa en que se divide la cromatina nuclear 
en la mitosis Cada uno de ellos se divide longitudinalmente originando dos asas 
gemelas iguales 



JSTPs: J\.lcr.cla de nucleólidos ( dATP. dTTP .. dCTP y dGTP) 

Electr1!fi1resi.o;; St:par-acion de molCculas por medio de un campo c!Cctrico 

EnJ01t1.xinas Liposacáridos que derivan de las paredes celulares de microorganismos 
Gr-am negativos y licnen efectos lóxicos o pirógcnos cuando s.e inyeclan 111 vi1·0 

Enfermedad Aheración o desviación del estado fisiológico en una o varias partes del 
cuc-rpo Es un desequilibrio entre el microorganismo. el medio ambiente y el hue?.pcd 

En:)"'"·" Complejos orgánicos que catalizan las reacciones bioquímicas 

Epilopti La forma mils simple de determinante antigénico presente en una molccula 
compleja. que !>C combina con el anticuerpo o rc..-ceptor de la celula T 

Esolosina~ Toxinas diti.J?.iblcs por cienos nucr-oorganisnios Gram positivos y Gran1 
negativos 

Fuh Fragmento fijador del antigcno desprendido por fijación enzim&itica de una 
molCcula de JgG con papaina 

Fa¡:1>eilt1!1.ii.... Engloban1iento de bacterias u otras pan1culas por los leucocitos 

Fe: Porcion cristalizable obtenida por la digestión con papaína de moléculas de lgG 
que no contiene las mitades carboxilo terminal no posee actividad fijadora de antígeno 
Para receptor es una sustancia protoníca presente en la membrana de varias subclases de 
linfocitos y que actua como receptor para el fragmento Fe de inrnunog.lobulinas 

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

Jlidrofili1.:o Compuesto soluble c=-n agua Los grupos hidrofilicos del e:-ctc-rior de la 
protcinas y membranas celulares se fijan al agua 

Jlidrofi;hko Compuesto insoluble en agua Los grupos hidrofóbicos de proteinas y 
membranas son empujados al interior de las moJCculas, lejos del agua 

llipt>J!Untma¡:luhulinen1iu· Disminucion de las pr-ote1nas scricas con movilidad gamma 
en la electroforesis que constituyen la porcion de inmunoglobulinas y anticuerpos 

.lluésped inmunoconrpromt-~ido 
enfermedad 

Cuando no existe protección contra alguna 

llunsoral: Que atan.e a moléculas solubles en líquidos corporales. en particular 
anticuerpo y complemento 



l¡:A- Clase de inmunoglobulina que predomina en sccrccione5 s~c~oru Dímero de 
molCculas colgA con un coeticicnlc de sedimcn1aciü1t de 1 1 S. unido por cadena J y 
agregado a componente secretor 

l¡:G: Clase de inmunoglobulina que prcJomin.t en el suero humano 

lglll_ lnmunoglobulina. pentamérica que constituye apro~irnadamcnte el 10%. del tot:d 
de inmunoglobulinas sedeas humana~ 

lnciJ~rtciu Número de casos nuevos que presentan la cnfcm1edad en un Periodo de 
tiempo especifico 

lnf~·citin L'n m1croor8anisn10 patógcn~.-., se encuentra en un lugar que no debiera. pero 
sin afectar al individuo 

lnf~':ció11 oporruni.,tu Capacidad del microorganrsmo de escasa 'drulencia para cusar 
cnfcnncdad durnntc ahcracioncs de la inmunidad 

1,.,,,...,n,,glob1dina Glucoprotema que tUnciona como anticuerpo Todos los 
anticuerpos son inmunoglobulinas pero no se $.abe si toda..'\ las inmunoglobulina~ 
funcionan como anticucrpt.is En el hombre hay cinco clases de lg.A. JgG. lg.'..1. lgO e 
lgE. 

l111.11CN/ach;n· Introducción de una sustancia o gcrmL"Tl a un huCsped de manera 
voluntaria o accidental. para producir la enfermedad 

l11sufici~,.ciu respiratt1riu: Oclusión deficiente de las vál"-olas sigmoideas pulmonares. 
en los niños reciCn n¡icidos se caracteriza por los siguientes signos aleteo nasal. 
taquipnca en los primeros 3 a b horas de vida e'<lraútcrina. cianosis. tiros intercostales. 
rechazo al alimento y decaimiento 

lnruhacit">n· Introducción de un tubo en una ca..,,;dad 

.lllB (Antígeno ."tlMltibunJeud1>) Amig:eno que se encuentra en la superficie externa de 
los 14 scrotipos de l./. ureul_vricun1 

N~uwuHría: Inflamación del tejido pulmonar Ari"piL·a· que no responde a un 
tratamiento específico. Crónica. esclerosis pulmonar de evolución lenta que termina en 
la transformación fibro!t-3 de la parte enferma. 

NGU: Uretritis no gonocóccica 

PAGE: Electroforesis en gel de poJiacriJarnida. 



rc:..·R.- rc±cnica para amplificar segmentos de DNA o R.'JA genéricos, de composición 
conocida. con ccbadon:s 

hinier sccuc..•ncia de oliyonuclcotidos que funcionan corno iniciadc'n." .. o echadores t!'O 
la sintcsis del ONA 

.i>rt>cariotu Organisn10 con nUclco "·erd.;1dcro que contiene un 'iolo cron1oson1a lineal 

Reuccüín cTu.:;adu Inrcraccion de un anticuerpo con un anttgenu dit'"c-rcnrc de la 
inducida para su formacion 

Rec.·ién nacido p~l<:rminu Fn este esrudio se con .. idcran prcrcrniin<l. aquellos niños 
cuya edad de gesracion vana de un rango de :!.l a 34 sernana:<> 

,\'eptice#tiu lnfi .. -cción gencrali7ad.a caractcri.l'.ad.a por la prolitCr.acion de bacterias en el 
rorrcnre sanguinco y lesiont!'s intlanuuorias en orros organos o tejido 

.. \·erolt>giu De manera lüeral es el estudio del suero Se refiere a la dcterminacion de 
anticuerpos a microorganismos infecciosos importanrc .. en medicina clinica 

s·en.lt'UT 1.1 .\·e,..,,,,i~r Subgrupo de Ja bacteria hasado en la pntsencia de anugcnos Jos 
cuales se idcnritican por medio de serologia 

.. 'iigntn Fenómeno o caracrer objetivo que se presenta en una entCnnedad 

.\~intomu'!i 1'-fanifcsración de una ahcracion organica o fUncionaJ apreciable por eJ 
enfermo 

.~;JUth~· J\..férodos para dcrerminur segmentos de DNA que han sido digeridos con 
en.rimas de resrricción y sometidos a elecrroforesis de acuerdo a su tamaño. A 
conrinuacjón Jos segmentos son recogidos en una membrana de nitrocelulosa y s.e hacen 
reaccionar con probadores radiomarcados o con enzimas agregadas 

Taquipneu Respiración acelerada superficial 

T~ntp/ado: Contiene el DNA extraído a panir de muestras o de un control 

Tiros interc:t.n·tales Hundimiento entre las cosrillus 



RESUMEN 

La finalidad de CSfC estudio fue evaluar Ja incidencia de U~apfU.."UftU Mrr"G/.J•fic.•A11n en Ja 
enfermedad respiratoria de niños rcciCn nacidos pretCrmino con enfcrmL"dad respira1oria 
Se tomaron 90 muestras de aspirado traqueal. en nii\os con las siguientes caractcr-is1icas 
edad gcstacional de :?J a 34 semanas. vida extrauterina menor o igual con 7 di¡1.s, tiempo 
de intubación no mayor de 12 horas y peso mayor o igual a 550g Las muestras Cucron 
tomadas en Jos hospitales de gincco-obstctricia dd Cemro l\.1cdico 04La Ra.;r..a'' y 
HTlatclolco.. Todas fueron evaluadas por medio de cultivo en medio 1 OB y agar A8 
resultando JO muestras positivas por este método ( 1 1 l~'D). postcriorrncnre se diagnos1icó 
la presencia de este microorganismo por medio de la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) utilizando como primers el gene del Antigcno l\.fultibandcadn (MO) 
Con este método se lograron identificar inicialmente 13 muestras positivas ( 14 4~'í.). 
después de la purificación se identificaron dos muestras que inicialmente habían sido 
negativas por PCR y positivas por cuhivo. por lo tanto la incidencia por el mCtodo de 
diagnóstico por PCR fue del 16 66°·0 ( J 5 muestras positivas torales) Posteriormente se 
comparó el método de PCR contra el cultivo bacteriano y mostró una sensibilidad del 
1000/o. especificidad de 93.75~"0. valor predictivo positivo de 66.66°~. valor predictivo 
negativo de 100•% y una exactitud de 94 4~"o. por lo cual el método puede usarse como 
alternativo para el diagnóstico de U. ureul.)'ticutn El bajo peso al nacer (menor de 
1 S55g) y la edad extrauterina menor (sobre todo en el 1 er día de edad) son las 
caracteristicas mas importantes para que pueda presentar~ Ja enfermedad causada por 
ll~/1a,..a urral.J•dci.,.. en el tracto respiratorio del ni no 



INTROOUCCION. 

Los ?\.1ycop1asmns son los microo..-ganismos mia.s pcquci'los de vida libre con capacidad de 
transmisión lo que los hace diferentes de los ,·irns No presentan pared celular como 
todos los que pcncncccn a la familia l\.1ycoplasmalaccac. esta car-actcnstica los hace 
diferentes de las bacterias 1

'· 2t:1i 

Los :\1ycoplasmas no hidrolizan Ja urea. excepto el gCnel"O L'r<-aplas"'ª· lo que los difiere 
del l'"CSlO de Jos ~1ycopJasmas V~ap/"-Ufta Mrea/ytica.m SC presenta en el 40 al 8~'Ó de 
las 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 mujcrc5 colom7..adas con este 
microorganismo son propensas a tencT niños con bajo pcM> o que nazcan 
prematuramente. es capaz de producir corioamnioitis. la transmisión venicaJ ocu"e y 
puede causar neumoma. meningitis y displasia broncopulmonar en niños rc..-cién nacidos. 
sobre todo en los prematuros. ademas. se ha asociado con uretritis no g.onocóccica y 
anritis crónica en pacientes hipogamaglobuli.némicos o inmunocompromelidos i:<.. "· •~. 27

· ~, 

Actualmente et mejor diagnós,ico es por cultivo. !.in embargo este tarda de 3 a 5 días 
como minimo y hasta 15 días para poder decir que una muestra es realmente negativa.. 
por to que se requiere de un método de diagnóstico ni.pido sobre todo para las 
infecciones producidas en niñosº' 

'º 



FUNDA!'\IE:-iTACION TEORICA 

• lllSTORL\. 

La histona de C1reupla.unu ureal.)'tic.·um comenzó en scptiernbre de 1950. Shepard 
observa por primera \."ez las colonias a las cuales denominó C.""epu T Je .\l>•copla.."linra. les 
dió ese nombre porque son parecidas a .\lyc·up/a..,.mu y la letra T pro,.·iene de ''Tiny .. que 
significa pequeña (colonias pcquci"lns de ~lyc1'Plunna) Ureaplu ... mu ureulyticuns fue 
descubicno en un paciente con uretritis no gonococcic:t {NGU) 11 ·~ 1 El:?.:?. de septiembre 
de 1950 se observa la primer colonia por medio de mici-oscopio con un poder de 1 OOX y 
embebida entre el agar Durante el primer año dcspucs de su descubrimiento. solo se 
midieron las dimensiones y se ob!>erva la variante mortOlogica 

La Ora Justina l lill en 1954 discutió sobre la relación de los organismos parecidos a 
aquellos que caus.an plcuroneumonia (PPLO) en la!> cnfcnnedadcs transmiridas 
sexualmente como uretritis incspccifica, sm que se conociera la causa de la infección o 
como se transmitía y Urcaplasma se encontraba entre estos microorgamsrnos 11

• ~.:O• 

Sin embargo. era muy dificil l:i obscn:aciún de estos microorganismos. lo cual radicaba en 
que apane de <;er colonias pequcfta~ daban la apariencia de ser anefactos y se tci"lian 
dCbilmcntc con tim .. -ión de Gram 

El 16 de septiembre de 1954 se incluye la primera descripción por escri10 de l/~upla..una 
en el simposium sobre (NGU) dentro de la Organización :'\.fundial de la Salud (0!'.fS).111 

De-nis Ford en 196~ confirn1a su existencia en un arca geográfica diferente (Canadá) y 
obscr.·a que cJ microorganismo crece mejor en medio liquido teniendo titulas ahos a las 
16 hrs de incubacion y estos raramente excedían de 10" t:FC (Unidades formadoras de 
colonias)' 11 

En 1965 Shepard y Luccnford t!'ncontraron que Ja fermentación de Ja dextros.a producida 
por- .\ºtreptococcus sp optimiza el cultivo de Ureaplasrna a un pH entre 5 5 a 6 5 

En 1 Q6J se demuestra la hidrólisis de la urea como resultado de Ja acción de Ja ur-easa 
producida por este microorganismo Este hallazgo es de gran imponancia para el 
entendimiento bioquímico y requerimientos nutricionales. así como. para facilitar su 
deteccion e identificación En J 974 en una cooperativa de trabajo se discutio que el 
organismo deberla pertenecer a un nuevo genero y especie al que se le denominó 
L''cupla.'inta urealytic:un1.'::o, En 1977 con base en estn propiedad fue propuesto en la 
111.milia .\.fyc:oplaunutuceue.. n. :ni 



El primer caldo con prueba de color fue el medio U9 usado en 1970 este se suplcmcma 
con suero de caballo al 5%~ y rojo de fenal como indicador En 1 Q76 se incorpora L­
Cistcina al O Ol"'á y se le nombra caldo U9H. En 1978 se desarrolló el caldo 10 l3 en el 
cual el cambio de coloT indica la pTcscncia de un micTOOTganismo pToductor de uTcasa 
Este medio también tiene como indicadoT Tojo de fenal y pr-cscnta la ventaja de conscn.·ar 
a las cepas viables poT laTgos periodos de tiempo a una tcmpcTatura de -60 .. C a -70"C " 1 

En 197b se desarrolla el aga.r difcTcncial A7 con base a la misma reacción de la uTcasa.111 

En 1983 se publica la fórnlula del agar A8 en donde se us.a como catión indicador al 
cloruro de calcio divalcnte a una concentración de 1 m!\t Evidencia..-. recientes su1.t1crcn 
que niveles altos de CaCl2 son benéficos (2.0 a 3 O mf\..1 ). 11 1

"' -



• NOl\tENCl..ATURA: 

A Ureapla ... 1nu ureulyricurn se le dc:nornina tambiCn como: 

a) (,"epa T Je .\lycopla.unu. 
b) cepa T. 
e) T •'{..,·cop/a.,ma J.' 
d) Ureup/u_ .. ma o.~., 

• TAXO:"iO~llA: 

Penencce a la cla~e ftlollicute.~. que se deriva de la especie ancestral Clusrridia por 
dcleción genC:tica Al orden ftlycop/a.'intata/e_'i, a la fam.ilia ,\fycapla.sntaraceae. género 
l.!reuplu!!>1nU y como única especie patógena en humanos U. ureulyricurn Esta especie 
se ha subdividido en 2 biotipos, con base en la inhibición de crecimiento en caldo con 
manganeso a una concentración 1 O mJ\.1 t:::!. 

1
'· 

19
" 

201 El biotipo 1 incluye Jos serotipos J, 3. 
6 y 14 en los cuales la inhibición en caldo es temporal El biotipo ~ incluye los scrotipos 
:?. 4, S. 7, S. 9,10,11 12 y 13 en los cuales la inhibición es permanente'"· !li Esta es solo 
una caractcnstica fcnotipica. pero tambiCn se pueden diferenciar por hibridación DN..-'\­
DN,'\, Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restricción ( RFLP ). electroforesis 
en gel en 1 ':' 2 dimensiones, tamano gcnórnico y amplificación por PCR de genes 
espectficos i.l·ll 

• DESCRIPCIO:'ll: 

Cuadro 1 "'Comparación de los l\.1ycoplasmas con bacterias y virus .. 

Falla de naftd::.. ·.·..,;.~~·~-.-.. :.-.;,·.:. . .J;:,..---=.<:<::-,..~· '"''" 
Pro-_.._ no_..._ .... _._."''· 
R-.•ieremtskrelY" ____ .....,.':-::. '-.-::~· .. M- ._.....,.,._._,~•i.-c.- ···'· 

_l\-fycopl~sma _Ba~ria'-' ~-~i~~·-
0.3 .. :.1.a2.··_, <O.S 
s~- ____ · .- . "~"? .--:~~~ - ~ --
si ,· .+~.5:'". ~ --;_;;°". no 

·----·~--~¡- · no.-_.~:~ no 
si - -· --- -=~: .. ~·~s( :·~ . : ~ - - -n;·---------idacl ._. -~~-) ~.:':'-~~:-.-;-;7*~~-·- ~ l;. ~-~· . _ !!! ~ ::-.-::no: ;.;.1 -.2i _ 

Crecimleeto ~í.iAP:~b......_.•_.o '.o::_,.-;; - si .:._;no_::.!":": .. =·~:. ~--.~,~~~~~-:~~- -~~-~¡-- ___ J!2~~\~~,~~~: 
-=~'. ª,:~~~~~:~~~~~;?~~-~,~( no ~:1~:~~ -~S~ 

si 
si 

si 



Son los microorganismos mlls pe<1uc:i\os de "--ida libre con capacidad de tn1nsmisión (a 
\.cccs mas pcquc11os que los virus) capaces de in ... adir al hon1brc. carecen de pared 
celular. es decir. estiln rodeados por una membrana celular (7 S a 1 O nm) por lo tanto. no 
son susccptibks a antibió1icos dirigidos contra pared (como los rJ-lactamicos) y Ja tinción 
con G.-an1 es dificil 01 Tiene una capa cxtran1emhrano~1 de ~O .1 30 nm ob!'.cr.,.ada con la 
tinción con rojo de rutenio. prc~enta csuucturas ntoñologicamcntc !'.imilares a un pili 
cono vista rodeando In. superficie de la membrana En la capa cxtramcrnbranos.a se 
encontró que tenia residuo!> semejantes a glucosil y la puriticación de diversa..., cepas de 
Ur~apla ... ma se rcpona que contienen entre 1 y 7 ° ó de carbohidratos. los a..r.Ucarcs son 
manosa.. galactos.a y gluco~ Esta':!> hc,osas se encuentran en la mcrnbran<t en íorma de 
lipog.licanos La composición acida de la membrana ;Jrc~nta diferentes proporciones de 
ácidos libres acido fosfatidico. ac1do Cosfat1d1ctanolam111a y un lip1do polar 
diaminohidroxi La membrana tambiCn contiene colesterol y las celulas sun susceptibles a 
la lisis por digestión i.:<ll 

Tienen un pequei'lo genoma (4 1-4 8 x 10• Oaltons). por lo cual requieren de precursores 
de ácidos nucleicos prcfol'TTlados (extracto de le ... ndura) y enriquecer el medio con 
colesterol y urea (tomados del sut...,-o). también requiere esterol 

Fbiologia: U1Yapla.''"ª se distingue por s.cr el unico genero de: los .\ly,:opla.nnu.'li que 
hidroliz..a la urea. no mctaboli;..a la glucosa ni arginina. no tiene acti ... idad lactato 
deshidrogcnasa. es catalasa negati\.lo. fosfatasa posi1i ... o. no reduce el telrazolium~ tiene 
actividad proteolítica. es RNAa!kt y DNAasa positi ... o. hcmolisa eritrocitos de diversas 
especies animales. esta hcmolisis es soluble y es probablemente peróxido. aunque no 
siempre ha sido posiblc la inhibición de hemólisis con catalasa. t!S sensible a critromicina y 
tetraciclina y resistente a lincomicina.12

• .:ii So se ha detectado algun dependiente de 
o"<igcno en la actividad de NADl-I º""idas.a. parece carecer de los mecanismos 
con ... encionales para generar A TP (síntesis de encrgia ). esto propone que la g.cnet"ación de 
ATP es el resultado de la hidrólisis de la urca que genera un potencial elcctrico debido a 
la produccion de NH.&. a través de la membrana. Otros sugieren que el posible camino 
pat"a la producción de ATP es la hidrólisis del piruvato '1'~. :-oi 

Los Ureupla.'ilna...<i son extren1adamente sensibles a las condiciones ambientales adversas. 
especialmente a la rcsequedad. cambios osmóticos y metabolitos tóxicos Debe tenerse 
especial cuidado para asegut"arse de que el espCcimcn no este sujeto a estas tluctuacioncs 
ambientales 131 

Composición de la membrana: Contiene protcinas y lípidos como cualquict" membrana 
biologica. Las pt"oteinas compt"cnden aproximadamente las dos terceras panes de las 



membranas de Jos .,.,yc:1>pl•<i,.,a."í y el balance es Unicameruc con Jipido!'> Los 
carbohidraros 54! asocian m<is con membranas de Alyc:opla..<intu. 11 

· ~ 1 

En el caso de U,.-ap/a.sma Robcrtson y Smook reponaron una c"l;tramcnbrana de 
carbohidrato, una membrana dcJgada de polianionC'!'I se demostró por Ja técnica de rojo de 
rutenio y se cncontro que tenia residuos de glucosil Las membranas de los V~upla.,;lftu..<i 
presentan cualidades únicas de Jos ,,lollic:Mlr5. por ejemplo, la composición de ac1do 
f'"osfaridico, f"'osfatidil t..~anol amina. hpidos d1aminohidrox1polar y actividad .-'\ TPasa 

Diotogia c~ful•r: La estructura y composicion qu1mica de las cdulas de U~apla.<Jma 
después de cultivar de 18 a :=-t hrs son similares a olr-os •'-ficopla.smas La morfr">logia 
micr-oscópica de l/reap/a..,mu Mreulyric:Mnt se describe como Connas pleomórlicas 
bB.sicamente como esteras pcqu11.."tlas de 330 nm de diamctr-o (el tamarlo vana dC"Sde 100 a 
850 nm.). o como elementos bacilares conos asociados con celulas t..-pircliales infr·ctadas 
en exudados cl1nicos. presentan tilamc:mo-. r-amificados Estas caractetisticas dependen 
de la composición del medJo. pi J. mctodo de fijación y metodo de examinacion Por- el 
mCtodo de hemaro:tC:ilina - Gicmsa se ob!'>cn.·an como elemento$ ovoidc..-s o redond<">!IO . 
.simples, en pares._ triada.s. té1radas. cadenas conas de J a 5 elementos y varia.s pic7.as 
agregadas. En Gram se caracteriz.in por ser- negativos En el mC-todo de fijacion es 
imponantc preservar Ja mort"hlogia ' 11 

Se multiplican por prcx:eso de gemación simple y dos o más genomas pueden aparecer 
simuJt.&ncarnente. El pr-occso de !![emación mUhiplc parece explicar Ja ramificacion. modo 
poJidireccionaJ el cual n..-sulta en el crccimit..~to flocular o agregados que provocan la 
variación de tamai\os cultivado. en caldo y agar La r-eplicacion por fusion binaria 
tambit!n puede exisrir fl. ;:ooi 

En Agar las colonias pueden tener las siguientes caracteristic.as. 
Colonias pcqud\as de J 5 a 30 µm. con bordes irregulares, moñologia como cabeza de 
coliflor (mulliJobuladas) embebidas en eJ medio o b;en como huevo frito sobre agar que 
$C encuentra a un plf entre 6. 0±0 5 Estas colonias se observan con el microscopio 
csrcrcoscópico 110

• "' 

• CONDICIONES DE CRECl~llENTO: 

La atmósfera preCerida de l/,eap/,,um#6 ,.rr.iyrac..w. depende del medio empleado .. por 
ejemplo: sobre agares cuyo pH es de 6 O r-equiere de una mezcla de aire. niU"ógcno y C02 
entre 5-J 5%.. También presenta buen crccinllcnro anaerobio bas.icamenre en una mezcla 
de Hz+ C02 • Se pueden usar niveles aJtos de C02 teniendo precaución. La adición de 



otros suplementos como urea. y an1oniguadores son factores críticos determinantes para 
d nivel de CD: requerido 1111 Una concentración aumentada de COi (::!O'!/o o m.8.s) 
favorece el desarrollo de las colonias y pueden a~umir la mur101ogia de huevo frito En 
agar A7 se recomienda una baja concentración de CO:. puc!> las concentraciones 
aumentadas son inhibitorias 11

" 
111 Su crccirniento es pohrc acrobicamcnte 

La temperatura optima de multiplicación y crecimiento es de JS"C a JT'C Se ha 
reportado''' que crecen bien a 40" C pero su rnultiphcac1on se ve af11...-ctada No presenta 
crecimiento de 4'.:!"C. a 4S"C. y su multiplicación se ve disminuida a ::!T'C y a JO"C A. 
:?O .. C • algunas cepas se encuentran viables y crecen a c~ta temperatura UTeuplu.""" 
uTeulyth·um es susceptible a inactivación por calor a tempcr::uuras de Só"C en un tiernpn 
entre ::!.5 minutos a 30 minuto~. el tiempo depende de los ~crovares ' 10 1

'' 

En el cultivo en caldo a 4"C es viable por 1 b d1as y a - :!O"C por GO día' Para la 
conservac1on por un ai'lo o mas necesita de un aln1acenam1cnto de - 60"C a - 8S"C ilº. 

11
' 

Los ,\fycoplu ... 1nu . .,. clasicos crecen u un pi 1 4uc vana 7 ó a 8 O, pero UTeuplu."'"ª 
urealyticuwr prefiere una rcaccion acida a un pi f de b O ± O S en medio liquido o 
sólido 11º· 1

'' 

• BIOLOGIA !\IOLECULAR: 

Son bñsicamente mononucleadas con un genoma simple 

El contenido de G-C en el DNA de Urc.•aplu:.,.nra varia de un intervalo de ~6.9 a ::!8 mol 
o/o Este rango sugiere homologta genCtica entre varias cepas y serovarcs El tamai\o del 
genoma de los cuatro serovarcs del biovar 1 es aproximadamente de 760 Kb. el tamai'lo 
del biovar ::! tiene un rango entre 880 a 1 140 Kb •li

11 

• MECASIS~IOS DE PATOGENECIDAD. 

La vaginosis bacteriana <VB) está asociada con el nacimiento prematuro. sin embargo. la 
relación precisa entre la VB. U. urea/yticum 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 producción de prostaglandinas que llevan a la 
ruptura prematura de membranas. La infección con bactcroides en el tracto genital 
inferior puede provocar la sintesis de proteasas que debilitan la membrana y la rompen. 
ocasionando invasión de otros organismos. Posiblemente Urcap/a5'"ª invade 



membranas fetales intactas solo porque estos o,-ganismos se encuentran en gran 
número.''> 

Adherencia: 

El primer paso en la putogcncsis de l./reupluonu ureulyticunr es el ataque a eritrocito~ y 
otras cClulas eucariotas. la hcmadsor-cion se dcmostro en eritrocitos de cobayo por el 
serovar 3. sin embargo. se ha demostrado que algunas cepas de otr-os Ur,-uplu.unu_.,. 
a.tacan a eritrocitos en suspcnsion Cuando s.e probaron seis dtferL~tes cepas de 
Ureup/u:onu ureulyticutn de origen humano en células l leLa. algunas de ellas fueron 
adsorbidas mas vigorosan1cntc que otras. este mecanismo tambiCn se obscn,ró en otras 
lineas celulares •:tii Se han obscn.·ado tan1bicn en cclulas de rnonocstearato 41°' 

.PruJucc:itHt Je to.:cinu 

Parece ser que c"'iste elaboración de productos toxicas por alguna:!'. o todas las cepas de 
U. ureulyricu,... aunque c~to es una controversia y no se conoce su identidad. hace 
suponer que la acumulacion de tux.inas presentes suspenden el crecimiento del 
microorganismo de manera bn.J!'.Ca El producto toxico es catalasa resistente. 
tennocstable y dializable c.;.oui 

La hidrólisis de urca por l/reuplu.\mu produce amonio y provoca un cambio de pH el 
cual es tóxico para las cc!lulas y tejidos tanto 111 \'H'<J corno 111 l'lrro Al parecer el amonio 
pl"oduce pequeñas ál"eas de into'<ÍCacion sobre las cclulas y la muco.-.a.. debido a la 
acumulación del ion amonio que puede actuar como foctol" to"<ico y causar patogenicidad 
inducida por l.!reupla.unu Este efi .. -cto citopatico ~ ha observado en cultivos celulares. y 
posiblemente también causa aberraciones cromos.árnicas esto ~ observa en cuhh·os de 
linfocitos humanos '~'' 

Como se mencionó antes probablemente el peróxido es el posible 1"espon.sablc de la lisis 
de los critl"ocitos •:!fu 

AcriviJtaJ prn!fea..\a l¡,:A: 
Es un imponante factor de virulencia de algunos patógenos de las mucosas. que se ha 
demostrado en Urrapla!lma ureulyticu1n con especificidad pal"a lgA (1). '~1 

,, 



In,..,uniJuJ c:e/ulur. 

Ln habilidad de Ureupla .... ,..,u uri-ulyticu1n para estimular la linfoc1to!'>i.,. en el proceso 
inllamntorio no se conoce arnplian1cn1e. pero se sugiere que tiene un papel en la etiología 
de anritis reactiva. en dnndc Ur1•u11tu ... 1nu de l"Orma c ... pontanc~1 ~e une al ncutrotilo y es 
f"agocitado pero no mucre en presencia de cornplcmcnto y en au">cncia de anticucrpoc;. lo 
cual es común en pacientes con hipogamrnaglobulincmia. por lo tanh>. lo!'> ncutrofilos 
tienen un papd dcfcn.¡.iv("t mu~ pcquci"lo y mas bien ayudan a la d1~t..·n1in..1cion del 
microorgani-.mo y por con~iguicntc a d1-..crmnar la infc!ccion '·"" 

A1rtlJ.:t!ftt> '"ultibund1.!ado (.\lll) 

Existen otros anti~enos de L'rt!up/a\nru urt•ulyricunr. corno los antíg .. ·no-. de ~upcrficie de 
proteina. los cuales ~on imponantes en la respuc-..ta inmune y patogcncM-.. de la 
cnfenncdad. pero no ~e han definido 

L!n antígeno prcdomin¡1ntcnu.·ntc re:conocido durante la inl'-·ccion hu1naua cau~da por U. 
urealyticu'" es el antigeno !\.lultibandcado FI nombre del anllgcno multibandcado (:\.1B) 
es consc..~ucncia de que en inmonoblot muc!'>tra una fr>m1a bandeada múltiple. el !\.1B se 
demostró. usando suero de paciente~ íntCctados con l 1• ureulyticurn y anticuerpos 
n1onoclonaJcs (son hechos en cultivo::. cclularc::. de miclon1a mUluplc. mientras que los 
policlonales son rcali.r..ado~ en conejo) contra l . ./rr:ap/u_-.'"u Ademas. presenta una tasa 
alta de variacion de tamaño (pre!>cnta aproximadamente 1 :ZJO bp y un peso molecular 
entre ::?4 y 110 kO). siendo mayor en ct:pas invasivas''º' El ant1gcno '.\.1B ha sido 
mencionado como un imponante factor d.: virulencia 

El antigeno presenta las siguientes propicdadc·• imponantcs 

1 /·:. .. t.t ... p1.•,·ifu.:o ,Je e.-.¡.>c.·c1e Singuno de IDs anticuerpo::. monoclonales dirigidos a este 
anti.geno mostraron rcaccion en presencia de otros !\.tycoplasmas '' ~º' 

Son proJ11c.:1t.fu ... 1u1110 111 nvo 1.:on10 "' \'tiro El antígeno e~ detectado en cepas de 
laboratorio. aislados clinicos. y muestras de tejido Tambic!n esta presente en 
aislados de placenta. pulmon y liquido ccfalorraquidco en donde C/reuplu.unu causó 
enfermedad invasiva 0

· ·'°' 

...; l're .... en1':1 una alta ta.'K.-, dt• \ 0Ur1t.1c1011 d1.• tal71utlo e ... ·1r11c111ra/ 111 ¡.•1vo t . ." 111 v11ro. sin 
embargo. después de que la cepa de referencia (serovar 3) fue subclonada y 
estudiada por medio de inmunobloting con el anticuerpo monoclonal anti~scrovar 3. 
la masa molecular del antígt...ano. mostro una caída en la banda superior de la f"onna de 
escalera. La tasa de variación del tamai\o del antigeno fue de 1 o·.J¡ celulas por 
generación. El antígeno en los aislamientos clinicos (incluyendo aislamientos de 



pulmón y de liquido ccfalorraquideo) que fue rt. .. "'Conocido por el anticuerpo 
1nonoclonul. también mos1rarun variación en el 1arna1'\o E.sic an11gcno de variación 
de tamaih.l es an:ilogo al ant1gcnn \."- 1 pr-cscnte en 1\-tycuplu.una pulnronit •• el cuill. es 
un patogcno de pulmon y tracto genitourinario en roedores "º En este 
microorganismo la única diferencia cnuc la cepa ..,-frulcnta de la no vinilcnta e~ la 
variación de tamaño del ant1gcno. y por con~ccucncia la diferencia en Ja severidad de 
la enfermedad y en la incidencia de niucrtc 1

' ~1 

f.o.-. Anttc111.·rro.\ cru11r1.J 1.•/ a11Ii~1.""" .\fI/ Je l.J. ur1•ulytic.·unt c.'\IÚll ~11tr1.• '"' 
prt.•dom11u11111.•\ r1.-·1..·01uk:u1o' duran1e las infecciont...->. cau~1das por U. ureu/yti<:urn en 
humanos 

6 / .. os dll1J<.·11c:r¡H'·'· co111ru /u, a1111;.:,•11o"i .\fil 111h1h1.·n 1.·I ,·r1.·c111111..•1110 de lo~ organ1sn1os 
111 \."llrr> Esto se demostró en el !'.Crnvar J y R. indicando la i.mponancta potencial de 
este anti.~eno pnra defcn~ dd hucspcd Al exponer los anticuerpos monoclonales al 
antígeno !'l.tD. no solo se limita la 1nfccc1ón invasiva de uno o alguno<;. sero'l.·arcs en 
panicular. sino que. tambiCn se muestra que los. scro ... ·arcs aislado!> de paci.entcs con 
U. UT~alyticurn inv;1s1"0 expresan el ant1geno mult1bandcado de tamafln variable ' 1

·'h• 

Lo anterior indica que el am1gcno !\.tn presente en l!. ur,-ulyti<.·um y el presente en otro!> 
Mycoplasmas. pueden ser de importancia para la interaccion con las cclulas del huésped 
Et antigcno superficial :\.1B de L'. urC'Ul).·ricum. contiene tanto d serovar como d biovar. 
y se reconoce mejor en humanos durante la infc..."'Cción El anug~~o presenta alto rango de 
variación de tamai"io. esto es fenottpicamcntc similar a los presentado~ en olros 
~tycoplasmas Estos factores mue!>tran la necesidad de caractcriLai los cpltl.lpos y 
determinar de que modo estos epltopos pueden ser afectados por la variacion del tarnai'lo 
e influir en la producción de anticuerpos potencialmente respons.ables de la protección 
Este reconocimiento. ademas. es importante para cnt~dcr la ruta del antígeno y asociar 
si la variación del tamaño juega un papel con el ex.ita o fracas.1..J del microorg.amsmo para 
producir la enfermedad.''º' 

Existe diferencia entre la masa molecular aparente del antigcno ~tB (b7 8 kDa) 
determinado por SDS-PAGE (ElectrofOresis en gel de poliacrilamida con solución 
duodesil sulfato de sodio) v la mas..'l molecular deducida (42.863 Da) con base en la 
secuencia de aminoácidos Predicha del ~tB Estos datos sugieren que la estructura 
presenta seis repeticiones de aminoacidos. que tienen capacidad de impedir la 
desnaturali.z.ación del ~tB en SOS PAGE. Entre los dos aminoácidos hubieron dos 
residuos cargados. uno con carga positiva (Lisina) y uno con carga negativa (3.cido 
gJutá..rnico). así corno una prolina En concreto. tos efectos confonnacionales de un sin 
nümero de giros beta impanidos por la prolina y el potencial de intCTacción intra e 
intennolecular proporcionados por Jos residuos ca¡-gados pucdr..-n dar resistencia a la 
desnaturalización de la proteína MB ºº' 

•• 



La variación de tamar1o de la pro1eina y los cambios en la estructura de rcpeticion se han 
detectado en cucariolcs y procario1cs patoscnos Por ejemplo. muchos anri~eno!. de 
superficie expresados en las diforcn1es etapas de la malaria. prc!>Cnt.<tn rcpcricioncs ,:-. •n• 
También se han observado rc~ioncs de rt:pt.•ticion en el Str,-ptococcu'li del gnJpo A que 
codifica a la proteina ~f y que se asocia con la actividad <mtifogocitaria. en la pro1cina C­
alfa de .\·1rrpt1K·1x:cu'> del grupo B que !'>C asocia con Ja resistencia producida por la 
muerte de los leucocitos P:\.fN. en la pn>lcina de membrana JIS en .V~i.,:u.•riu. en la 
prorcma de superficie de Strrpl1K"1>e.,·1,n· pneurnoniue. en ,\.lycoplu''"" pHbnoni .... en 
~'l..rcvpla.~mu hy1wlrinb (un pa1ógcno de cerdo~) donde es responsable de la variacion del 
tamaño como ocurre en l/reuplu.vn" aunque no relacionan genética ni 
patogenicamcnte, estos presentan sistemas similares '' 1

'" 

• ASPECTOS CELULARES IN.,ltr."\riES 

La habilidad que tienen los ncutrótilos para fagocitar las cclula.s de l,'reaplu.v.,u 
urea(~·ricum se demuestra con quimioluminiscencia y por microscopia electronica En 

;s~~~~s~~~~~~ea~~i~:r;~~~:~~~i~:º;:~:~i¡~';:t°e;~o~~~~~=:!::;~~~:J~~~~~an!r'g,~ento 

• RESPUESTA l~.:\IU:-."E 

UumoraJ: El resultado por medio de inmunoblot con suero humano y antisuero de 
conejo. sugiere que posiblemente existe un antígeno pr-01eico de V. urealyticum que se 
encuentra implicado en Ja respuesta inmune El hombre con uretritis no gonococdca 
C"'GU) pr-escnta una caída en el titulo de anticuerpos para l.'. urrulyticu1n que se detecta 
por inmunocnsayo o por inhibición de metabolismo esta caida se presenta de 1 O a 35 días 
después de Ja primera muestra. Estos hallazgos se han visto en pacientes voluntarios y en 
experimentos animales 

Los titulas de anticuerpos conlra Ureapla.'nt" fueron cuatro veces mayores en el feto que 
en la madre. siendo tres veces mayores en el feto abonado que en el no abonado 
También se han detectado anticuerpos contra llreuplu.'Jmu en nirlos con problemas 
r-espiratorios y si el nümero de anticuerpos encontrados en el niño son tan aJtos corno Jos 
matemos. se sugiere. que Ja infección ocurre en Utero Estos resultados serológicos 
pueden ser usados para inves1ig:ar el rol de U. 11r~ulyticu1N y el bajo peso al nacer 0 · ~1 y 
además considerar como factor- de riesgo hasta un 30~'0 a las mujeres quienes presenten 
r-espuesta a anticuerpos altos de tener niños con bajo peso al nacer ,J, que aquellas 
mujeres quienes no tuvier-on respuesta a anticuerpos tan aJ1os y en ellas el factor de riesgo 
ser-educe al 7.3% de tener hijos con bajo peso al nacer 1

·'· :ui 



l\>lrdiada por cii-fula11: La informacion relacionada a la infcccion con U. ureul_vticunr es 
escasa La transformación de linf"ocitos en dos varones voluntarios infectados 
intrauretralmente no se detectó Sin embargo. cuando existe transtOrmación de linfocitos 
indic.:i que existió una respuc~ta previa 111 ,.,,.,,_, En un ensayo para implicar el organismo 
en la etiologia de la cnfcnnedad consistio en considerar celulas sinoviales de pacientes 
con artritis reactiva adquirida !>CXualmcnte (enfermedad de Reitcrs) teniendo gran 
respuesta a Vreuplu:una urealyticulft. lo cual sugiere el papel de és1e en anritis 
sexualmente adquirida 1 ~ 1 

• EPIDE:\llOLOGIA: 

Cassell y colaboradores aislaron un 1 ~ ~/º de Ureuplu ... ·'""· colectado!. de aspirados 
endotraqueales de niños en las primeras 1 ~ a 24 h después del nacimiento con peso menor 
de =500g El nacimiento fue mcdianlc cesaren con membranas intactas lo que indica que 
la transmisión del útero ocurre comúnmente en niños prematuros La transmision 
nosocomial en una sala de reciCn nacidos o de terapia intensiva ncona1al de 1\.1icoplasmas 
no ha sido descrita o se desconoce •-• 1 La coloni7.ación de niños de 1crmino {de 37-38 
scntanas de gestación) es relativamente pasajera. con una caída en la proporcion de 
aislamiento despues de los tres meses de edad ' 1n Los niños mayores y adulto~ · 
actividad sexual son colonizados en menos del l~·ó_ 1 '' 

Se considera que el rcscn.·orio de L',eap/a.'i'"u en humanos es el tracto genital. sin 
embargo. la infección se encuentra raran1entc durante la pubcnad Probablemente la 
colonización es el resultado de la acti,,.;dad sexual y ocurre en mas del 80°·0 de indi ... ·iduos 
quienes han tenido tres o más parejas sexuales ' 3

• 
1 ~ zn 

• INFECCIONES CLINICAS PRODUCIDAS POR Urcuplu.\.mu urcul)•ticu'". 

UrdritÍ.'i no J:<Htocóccica en luHnbres y ,..,.je~: La inoculación de Ureap/a.slfta en 
animales y humanos y la observación en pacientes inmunocomprometidos proporcionó Ja 
evidencia que Cste es capaz de producir NGU en ausencia de clamidia i:!'lli 

La f"recuencia de aislamiento de Ureapla.<r1na en hombres asintom<iticos sugiere que para 
poder dcsarro11ar Ja enfenncdad~ el microorganismo se une a factores de predisposición 
como por ejemplo falta de inmunidad en Ja mucosa.. esta es Ja explicación por la cual solo 
algunos individuos desarrollan la enfcrrnedad. Ur-el6plo.uwa es responsable para algunos 
casos de sindrome uretral agudo.' 201 



Prostatiti.'I: >" ~piJiJbnirí.'i: U~uplu.'l:nru puede tener acceso a la prostata durante una 
infeccion aguda de uretra. c~tus aislan1icntos son mas frecuentes en pacientes con 11rctrt1-
prostatids aguda que en controles Los paciente') con > 1 O' orgam-.mo'> en fluido 
prostatico. tit.•nen que n.•cibir tcrapÍ<I No se h.1 ai~l.1do de b1ops1a ... de pro ... ra1a Fn 
contraste se ha recuperado directamente del cp1d1d1n10 de un paciente con 
orquiepididimitis agud.a no damidial. no gonocnc..:ico y con dc ... .inolh' de an11cuerpo<.. 
espec1ficos. lo cuaJ muestra que L'reup/u,nru u,.eulyticum puede ser una cau!'.a no cornun 
de la enfermedad ·~n 

lmplic11dón ~n t:I tracto urinario: L.:.1 ac..:ion de la urca~ de cienas b.1c1cria~. 
principalmente P'rotc."u .... produce calculas infecc1ost,~ l.'rc>ap/u.,mu pnr vinud de esa 
ureas.a produce cristalizacion 111 v1tro de fosfato de calcio en onna y prc.~ducc c~1Jculos. en 
modelos anin1ales c_r,.eup/u.\nru se encuentra mas frt.·cucntcmcntc en pa~1cntcs con 
calculas inf"ccciosos que t.•n pacientes cun calcul1...,.,. n1etabulico~. ~ se ~ug1erl! que este se 
encuentra implicado cuando t:"l(istc otra hactcria urcasa po-.iti'-a ;--.;:,, C"l(J'>te '-'"v1denc1a que 
cause pidonefrüis .:ui 

lnír-cciont'"'"i rstra~~niralc.-s: l. "reuplu.""'ª es d n11croorgani:-.mo rc:-pon~blc de qut.• 
pocos individuos con hipogan1a,L.!lobulincmia dc~rrollcn anritis supurauva. est."l bacteria 
se aislo sola o as.ociada con otro"> mii.:roor~;.tni~nltl~ l .• l artriti:- en h1pog.:unaglohulinen1ia 
no :se confunde con la causada dcspucs di." una 1nft.•cc1on genital en pacientes 
inmunocomprometidos. alguna~ \.CCC~ !'.e ast'C1<1 con ab:-.cc~ns subcutancu~. uretritis 
persistente y uretnt1s-c1~tit1s cr-onica '"· :o> L;r._•up/a.\ntu se aislo de todos los sitios 
inflamados (como por ejemplo rodilla. codo'i). pero en pac1cmes con cerapia 
inmunosuprcsiva no parece ser tan frecuente corno ,\lycop/a.onu ht11?tini\. sin embargo. 
en al.gunas ocasione:.. se han encL>ntrado an1bos L"rc•up/u"'"ª urt'"iJ/yticurn y .\.lycopl"·"'"ª 
/10,..,inh a partir de la muestra de liquido ~inovial o7 

11 
_:-.,. 

Implicación en ~I tracro reproductivo y drsórdenr-~ nsocindos La posibilidad de que 
Urt:apllllmu juegue un papel imponante en d desarrollo de Ja infenilidad humana fue lo 
primero en suponc:rse hace mas de ~O arlos. pero la asociacion permanece en rctlc"l(ión Se 
ha asociado con la altcrac1on en la mo .... ;lidad del espern1a ';:." 

En la colonización del tracto gc:nital inferior femenino. Ur~aplusma puede encontrarse en 
el cCn.rix o vagina del 40 <% aJ so~~ó de mujeres asintomáticas SC"l(ualmcnte maduras La 
colonización se relaciona con Ta 1uventud. estado !>ocioeconórnico bajo. actividad se:"(ual 
con múltiples parejas. raza negra y uso de anticonceptivo oral 1

'
1 El papel de u,.eap/a.."intU 

11real>·ticutn en la enfermedad humana relacionada con el embarazo es muy controversia! 
Estia claro que la colonización ccn.ricovaginal de lJ. ureulyticum no es predictivo del 
resultado adverso del embarazo. pero tambien esta claro que C.:reup/u.<ornu urc:ulyricum 
puede invadir el tracto genital inferior y hacerlo solamente en una subpoblacion de 
individuos 0 -

111 Además se ha aislado del fluido amniótico de la mujer con corioamnioitis 
severa quien subsccuentemente experimenta labor preterrnina.1 ~· :o, 



Se ha aislado en una pc...o.qucña población de n1Ujeres quic.."'fles pre!ientaron fiebre po<>tpano 
y parece ser que puede inducir Ja fiebre por c.aus.a de la endumctritis '~ 1 

En abono5 se aisló mas frecuentemente en Jo-. de tipo espontUnc..·o que de tipo terapeutico 
y Ja ¡-ecuperación de l/reapla.nnu no es de órganos ~uperticia!t.•s. sino de contarninacion 
de ór~nnos internos. ademas. se ai.-.lo de' moninatos (nacidos muerto!.) y de int'anres 
pretérmino 0 · ~· 1 

Enf"enn~d•d ~n rl rrC'i.;.r1 na<"ido La inc1denc1a de nac1nlientos de niñoo;. prcrnaturos en 
paises en vias de de~rrollo van.:t. en ( _¡1tino.:sm~rica se presenta incidencia desde el Xº O en 
Colombia hasta ~O~ó en Guatemala n.·, En !\.fcxico Ja UNIC'EF reporta una inód~n..:ia de 
IZ~'á. sin embargo. algunas in!.tiruc1'-""""es repurtan incidencias muy altas (JOºó) 1'

11 En un 
estudio en la ciudad de .\.1exico en donde rncluyeron a 100 recién naddn!-> prematuros .. en 
los cuales se demostró la presencia d~ l..'. urealyricu-. en el 1 J~ U EsttH mño .. 
presentaban cnfcnnedad n .. -spiraroria y el diugnoo;.t1co ~ r-cali7ó prn mt..•úio de culti"n 
clinico 1 17

' 

La neumoma congcnita o ncurnon1a nt..•unatal. durante el nacirniento casi s1crnpr'"- '><.· 

acompai'l.a de corionmnioiris que es causada por Ureap/a.'i1nu urrulyticurn. :-.in cmbar~o 
no se cree que (./. ureulyri,-unr sea d factor causal para el rc-.ultadu advcrw del 
embarazo. es decir. existen otroo; factores que pueden confundir como tisiulog1cu ... 
anatómicos u otros m1croori.ianismo~ '' •-o La transrnision ven:1caJ (de In m;idrc al rccicn 
nacido ya sea por via tr;nsplaccntana o por el canal de pano) del lireaphz ... nTu 
u~alyricum ocurre a !?radas del .t5º~ aJ t.:>6~0 en ninus de tern1ino completo y 5X0 ... de 
nii'l.os pretérmlno ni Las evidencia~ 1nd1can que llreap/a!fma urt"ulyticu,,., e.-. cI 
microorgani~mo ma<;, comun .'li!>Jado del sistema nervios.o central y el tracto rcsp1raror1<} 
inferior de nii'i.os rccien nacrdo!.. t!'O csp~cial los nacidos prcrnuturamente ,n 

El aisJamicnro del microorganismo a panrr del cultivo puro de liquido pleural. rnuc~tra~ 
de biopsias de pulmón. tejido de pulmón en autopsias de niño'S con neumonia.. aJ 
compararse con las lesiones h1stologicas simjfares en los pulmones de ratone!. rccicn 
nacidos y primatt!'S prueban que este organismo L~ una causa de Ja cnft...--rmt..~ac! 

respiratoria en niños recien nacidos l..'reaplavna u~al.:rlicum ha sido aislado de 
pulmones afectados. en ausencia de bacterias, virus. hongos y clamidia y en la presencia 
de corioamnio1tis El Ureupla.timu puede inducir la ciliocstasis y lesiones mucos.alcs. puc:::. 
se ha aislado de cultivos del órgano 1raqueal fetal humano Pi 

Además de la dificultad respiratoria aguda. Ja supervivencia de algunos nii'l.os con muy 
bajo peso a1 nacer ha llevado al rcconoc1micnlo de la entidad clinica llamada displa!i.1a 
broncopulmonar tambit:n conocida como cnfennedad pulmonar crónica (CLD) de la 
prcmaturcz. Ha habido poco progreso en Jo referente a reducir la monalidad de la .. CLD 
que a.f"ecta del 1 S al 38o/o de los sobrc..""Vi'";entes de Ja cnfCrmedad pulmonar nconataJ. 1

-·' 



Cultivos nasofaringeos y traqueales para el l/reuplu..nnu ureulyticum obtenidos de 1-3 
d1as y 1 J-1 S dias después del nacimiento rc5ultaron poo;.itivos 17 de <)J paciente" 
(aproximadamente el 18~ó). los nino~ nacido<> vaginalmente eran 4 5 veces mas prohJhlc"i. 
de ser colonizados que lo~ ninos nacidos por ccs."l.rca De e~1c trabajo tl• se conclu:.'o que 
la colonización por l/reuplu .... nru ur~-u~J·ti«u'" c .. ra asociada con la CLD. 
independientemente de Jo;o; efectos de vcntilacion. edad ~c-.tac1onal y <;.cvcrido:u..t de la 
enfermedad respiratoria. aderná5 <>e oh~crvo que e'1~t1an ~ lcu.:pótos 
polimortbnuclear-es en el aspirado traqueal a 1-J d1as de edad en comparac1on con n11)0!'0 
no colonizados Los nirlo"i. ·- 1 000 g no .. ólo er;tn n1..i-. prohahlc .. de 1.h:-..arrnllar IJ Cl.D 
sino tambicn :! veces con ma)or probabilidad de morir '" 

Como se ha visto. el neonato prcténnino con~t1tuyc un huc~ped ditl.-rcnte ..il de nia)or 
edad Un estudio realizado en el 1 fospuaJ del J:'\.1SS en la ciudad de '1c~a::u. el cual 
incluye el cultivo clinico de 100 infantes. dernostro la a'>ociac1<.ln entre L'reupl~·""" 
ureal.)·ticu'" y la enfermedad respiratoria en el 1 3~., de=- lo'i rec1cn nacidos prctérmino. de 
estos infantes infectados el J J ~ .. faJlccicron ,, .. , 

En algunos trabajos se sugcna que los scrot1pus unidos a las cond1c10nes del paciente 
juegan un pape! en la enfenncc!ad causada por l/. ureulyricu1n Sin embargo. no cstan 
claros los serotipos predominantes en los aislamiento~ clínico!-. de niñus con enfermedad 
respiratoria. ''"' Actualmente se menciona que la -..ariabilidad antig:emca. y los facton:s del 
huesped son más imponantcs 4ue los difrrcnrcs hiovares o !>erot1pos de l'. ur~·ulyticum 
como factor de riesgo de la enfermedad '"' 1 

Vreap/u.,;nru junto con .\t. homini.'i es capaz de invadir d liquido ccfalorraqu1deu y el 
inf"a.ntc prematuro esta panicularmente expuesto sobre todo. en los primeros dias de vida 
a eníennedad respiratoria o hidrocefalia Puede provocar meningHis de no grave a grave 
Algunos investigadores consideran que .\l. "'''"inis en unión con lI. ureal.yricunr es una 
de las causas mas comunes de la rníección en sistema ner..·ioso central de neonatos El 
establecimiento de estos microorganismos en huéspedc~ diferentes al neonato es 
totalmente rnro. 1

.'.l· ~· 

Infecciones caperilBcntales en animales 

La inoculación de Urw!ap/1U,..u urralyticMm en ratas da como resultado la producción de 
ciilculos. U~auw• se multiplica y sobrevive por más de tres semanas después de la 
inoculación. La obstrucción expcrimcntaJ en tracto urinario superior de perros les causa 
nefritis intersticial crónica y se acompaiia de una respuesta a anticuerpos.120

) 

La inoculación intraarticular en chimpancé. con cepas de U. Mrral,~ia.., aisladas de un 
paciente con hipopmaglobulincmia Je causó anritis severa., lo cual sugiere que 
u~- puede causar artritis en humanos inmunocompromctidos.131 

,, 



DespuCs de la inoculacion la enfermedad no se produce en el tracto reprciductivo de 
monos hembra 1.::.s posible que colonice la vagina y el tracto genital superior pero 
solamente después de tratarse con csaadiol 1 ~11 

""'dcmas. las cepas de l./rt:>upla ... '"u aisladas de niño~ con neumonía congcnita producen 
neumonia en ratones recicn nacidos. por lo tanto. ~ prueba nuevamente que Ur~uplu:una 
ureulyticunt es capaz de producir neurnon1a en recicn nacido-. ''· ~H 

La ncun1onia producida en ratones r1,.~ien nncido-. -,.e re.,,uehrc c~pontanean1cnte. pero la 
e"(posicion a oxigeno incrementa la respuesta inllarnatona hasta un KOº O y despucs viene 
la rnucrtc Es obvia la rclc\."ancia de la ncumon1a en infante~ humanos y la pre!>cncia de 
síndrome respiratorio 1 

'' 

Williams et al en 199.l. propu!<oicron un primate como modelo para producir la infección 
por U. urrulyticunr semejante a la. ocasionada en prematuros con enfCrmcdad en la 
membrana hialina A pan ir de cultivo!<> positivos de bebe!<> con peso al nacer -: l 000 g en 
los cuales se asoció con CLD y muerte. dios coloni.r.an con Ureupluona ureulytic·uni a 
tres mandnlcs pren1aturos (de 140 d1a~ de gestacion) y comparan lo~ resultados 
patológicos con animales control nn inoculados Lo~ anin1alcs !'OC inocularon por ...-1a 
endotraqueal y se son1cticron il las condiciones corno ~t.· encuentran lo!> niños, $C 

intubaron y se expusieron a oxi~cno Todos tuvieron cnfermc..."'Clad en membrana hmhna 
indistinguible de la cnfermt:dad pro" ocada en inl""antc.,. humano!'> e infeccmn con CJ. 
M~alyti<.~ .. '" Las muc!<>tras de fluido traqueal. na!.ofanngco. liquido pleural y en la 
necropsia de tejido de pulmon prc~cntaron cultivo positivo Solo en un animal se obtuvo 
cultivo positi\."O de sangre los tres animales inoculados. dcspues de <> día~ de vcntilacion 
presentaron bronquiolitis y la cxaminacion patológica mostro ulceracion epitelial que no 
se presentó en los casos control Por lo cual en primates l./reupla.una es capaz de causar 
lesiones pulmonares con enfermedad en la membrana hialina • 

• DIAGSOSTICO: 

Cultfro. 

Actualmente. el diagnóstico de ta infección causada por lI. ureulyticum necesita de 
cultivo. el cual. es un procedimiento largo (el cultivo tarda de 3 a 5 dias de incubación 
como mínimo o hasta 15 días en medio liquido y menos de 30 dias en medio sólido para 
que el cultivo pueda confirmarse como negativo). costoso y requiere de práctica por lo 
tanto. el microorganismo es problemático y es por esta razón que muchos laboratorios no 
realizan el diagnóstico para Ureapl~'"ª-'" 1 



Payne y col. compararon la sensibilidad de dos metodos de cultivo derivados de un 
mctodo que llamaron J. este n1ctodo consistia c..-n transferir Ja n1uestra en caldo ::SP para 
posterionnente sc..arnbrarsc en caldo L'QO y a~ar A 7 En el método :? la muestra ~ 
transponaba ~n caldo L'9U. de c~tc M: rcali;.aban 5 diluciones en el mismc1 L'C>B y en agar 
A 7 El mCtodo 3 fue similar al mdodo .:: la Unica variac1on fue que se 1ran .. firio y sembró 
en caldo 1 OB Comparando los tres antt.·norcs mé10•.hls de cuhivo, el método 1 y .:: 
presentaron 15 positivos de bb muestras. los mCtudos 1 y 3 1 1 positivos de 36 muestras. 
sin embargo. en el mCtodo .:: presento .:: muc:o.trns que tUcron faha~ negarivas al comparar 
con el primer mCtodo. el método 3 prc~cntó niayor numero de muestras po"i1ivas. es 
dcclr. falsos positivo~ en comparacion con el niétodo .:: E!> imponantc saber que el 
metodo de cultivo empleado puede intluir en los rcsulf,ldos 11

' 

El caJdo JOB de Shepard comhinado con agar A 7 o agar .-\S "'º" los medios m.i.s usados y 
mas satistac1orios ,,, 

.\fétt>J,,_ in1nunol1;,:ü·o'i En un proceso int'C!cciusv activo sc puede medir el anticuerpo 
especifico contra lJ. ureuJ.~·ricu1n utili7ando la prueba de fijacion del complemento. 
inhibición del dc:o.arrollo e inhibición metabolica San cmbar~o estos mC"todos estan 
limitados por Ja dificultad y la f'alta de habilidad para distinguir las respucs1as producidas 
por los difCrcntes scruvarcs Se ha encontrado respuesta elevada a anticuerpos en 
neonatos con enfern1edad respiratoria y fetos nacidos muertos. tambien se obsen.·a 
aumento en la re!>pucsta de anticucrpo!l en nit'los de tcnnino con enlennedad respiratoria 
si se compara con niños de termino sin presencia de enti:rm<.."dad ' 1

· J~, 

huehu pnr in1nun1"f>enu:iJa..,;u: Es un ensayo alternativo al metodo de inhibición 
metabólica usando un antígeno completo y la prueba de inmunoperoxidasa de Polack 
'\.~ogdzang y col. El antigeno se crece en agar. se inactiva con timerozal y puede ser 
almacenado en contenedores sellados hasta por 6 meses. La sensibilidad de este mCtodo 
es 100 veces mayor que la prueba por inhibición metabólica. Con el uso de este método 
se confinnó que existe un anticuerpo sc:rovar cspec11ico para la respuesta a JgG e Jg!\.f en 
humanos 1.

1
·
11 

ELl!-J"'A: Se han desarrollado una serie de intentos para obtener un diagnóstico por el 
método de ELJSA. sin embargo. el haber trabajado con diferentes tipos de 
inmunog.lobulinas en cada estudio. no proporciona homogeneidad para tener como 
referencia una inmunoglobulina específica y así poder detectar anticuerpos contra 
l./reaplu.\nta y cada uno de sus serovares. por esta causa es dificil realizar el mCtodo de 
diagnóstico por ELISA. el. 

131 

El antígeno en ELISA es una fracción de la membrana de naturaleza proteica y soluble. se 
prepara a panir de microorganismos cosechados por centrifugación y posteriormente 
lisados tHi 



Cassclt desarrolló un ELISA utilizando como antigeno un lisado de células completas y la 
respuesta de anticuerpos tüe tomada de una pob1acion bien dctcnninada de hombres con 
Uretritis no gonococcica. los anticuerpo<i detectados (lgG. lg:\.-1 e lg.A) fue..-on 
significativamente altos en comparncion con los anticuc..-po-,. obtenidos del suero de 
pe..-sonas sin infeccion " 1 

Dinsmoor. utilizo el mCtodo de ELISA para c~aminar nconatos de te..-rnino que 
adquirieron la infecc1on amniótica al nacimiento. en algunos nconatos se encontró lgC.i y 
se consideró con10 de orhtcn materno Cinco m:onato~ tuvu.:ron 1 u.:'\-1 sin evidencia de 
infección En este t..-ahajo- nn 'e reportan los ... crovarcs a lo~ cuales- fueron dirigidos los 
anticuerpos .:u, 

En Tesumen. la scrolo!,OJ. ._...., un,1 prueba diagno~tica que no es con ... cnicntc. tiene 
problemas tCcnicos como por ejemplo que no distingue las inmunoglobulinas de los 
diferentes scrovarcs de l:'r<-uplu .... rnu. los diferentes antígenos presentan variabilidad. y en 
el caso de determinar lg.G en neonato~. la rnu"-astra se ton1a a las 3 semana~ dcspuC~ del 
nacimiento. lo cual es mucho tiempo para ser utdi7.ada comu prueba de diagnóstico si 
tomamos en cuenta que el recien nac1do pretermino requiere de atención inmediata •4

·'
1 

En la respuesta de anticuerpos entre individuos ~n con1unes Jos resultados falsos 
negativos y Jos falsos positivos. en cuanto al nconato. los anticuerpos maternos pueden 
ser detectados en lugar de lo~ anticuerpos correspondientes al nconato y confundir la 
prueba.•J• 

Por lo tanto es necesario un mctodo para identificación de U. Mreulyricum seguro. 
nipido. sensible y espCL-ifico para dar un tratamiento oportuno Buscando estos fines se 
desarrolló el método de PCR.º 1 

PCR: 

La técnica de PCR es de gran utilidad para el diagnóstico rápido de aquellas bacterias 
cuya identificacion es dificil por el metodo de cultivo y pruebas bioquimicas 

La amplificación de las secuencias genCticas especificas pueden detectar al 
micToorganismo en menos de ~4 horas mediante la reacción en cadena de la PotimeTasa 
(PCR). Hay Unicamente dos secuencias publicadas del gene de U. urealyticulft que 
podrian usarse como blanco para la amplificación por PCR. El Gene 16SrRNA y los 
genes estructurales de la urc~ sin embargo. el gene t 6SrRN A no es adecuado para la 
identificación especifica porque esta mtimamente relacionado con .'ll. p11e1ononiaf!!.t-4i En 
contraste los genes estructurales de ureasa contienen secuencias Unicas que no estan 
presentes en otros Mycoplasmas~ tiene la ventaja de p..-esentar homologia limitada y 
localizada entre los genes de ureas.a del U. lfrealyticu'" y los de otras bacterias que 



pToducen uTeasa. sin embargo. tiene la desventaja de que clasifica mal a los scrotipos 1 O y 
1 ~ que penenecen al biovar:?. y no al biovar 1 ~"'' 

La diversidad y c~peciticidad del b1n .. ar esta codificada en el Gen de antigeno n1ayor. el 
cual se designa como <it."lll" ,\/11/11hcJ11</t"ado (Ci;\.1B) ( ver ti~ 1 en la pUgina Z~J Este 
Gen fue clonado. secuenciado y puede ">cr utihLadll para de!'>aTroll<lr la PCR. con el objeto 
de conocer la prevalencia de los scrovarcs y biovares Este Cien esta pl"escntc en los l ..t 
scrovarcs de l'rt.•uplu:\lnu de ungen humano. al P~•rccer ~e prc">cnt;1 en todo:. hy. ai-.lado"> 
cJínicos de l.'. ureulyth.-unr Es por este moü .. o que :.e han propuesto dos 
oligonuclcótido~ para la evaluacion diagnú~tica con PCR ba!'>. •. .u1do:.c en la sccucn..:ia de 
este gen •:><ll 

El gene coditicador del ant1gcno nmhibandeado con-.ta de un gran arma.ron de 1 :.:;o bp 
que codifica ..¡oq rc">iduos de aminoácidos Tiene una masa molecular predictiva de 
-1:?..SbJ Da La S terminal con~ta de una marca pcpt1d1ca upica de un procariote. seguida 
de una secuencia de membrana que ataca al sitio lipuprotcico (ci:.letna) Esta marca 
pcpt1dica puede tener zq aminoacido:. de largo y prc:.enta una rcgion hidrofobica 

Siguiendo hasta 451 bp c!n la secuencia del OSA. bccuenc1a de aminoJcidos GKf:C.}PA: 
G •= Glicina. K = Lisina. E 0~ Acido glutamico. Q Glutamina. P """ Prolina. A 00

- Alanina) 
se rnostro una rcgion con 1 8 nucleútidos que presentaban unidades de repcticion 
identicas El numeTo de copias de rcpcticion ~ calculo de la siguiente manera primero 
se selecciono la región de repeticion usando endonuclca.sas de restricción. posterionnente 
se hicieron fragmentos de DN,'\ de diferentes largos digeridos en un pl3.smido y por 
Ultimo el nUmero de copia'> se calculó por medio de commicnto electroforetico en gel de 
agaros.a. Esta rcgion contiene 4:?. 5 repcticionc~ El análisis de la secuencia de 
aminoácidos del antígeno ~fB predice que la l"cgion carboxi repetida es hidrofilica. y se 
localiza en la supcrticic del antig.cno 

El análisis de la ~ccuencia del DNA del gene del antigeno ~1B mostró que codifica un 
polipéptido y presenta un sitio de acilación C-terminal en la región de repetición del 
antigeno ~IB lo que indica que la región probablemente es antigénica y se encuentra 
expuesta sobre la supcrlicie También se muestra que el antigeno es superficial. por 
medio de la rcaccion de inhibición con anticuerpo:. como ya se habia mencionado antes 
En concreto. estos datos sugieren la orientación del antigcno l\.fB en la superficie de la 
membrana de U. urealyticunr. La N terminal sirve de ancla sobre la membl"ana y la C­
tenninal de la región de repetición esta expuesta al medio ambiente circundante al 
organismo y de este modo las defensas del huésped encontrarán primero al carbox.i y 
despuCs producirán el anticuerpo correspondiente · 

El análisis por PCR indica que la región de repetición es la responsable de la variación del 
tamano del antigeno y al relacionar la historia del paciente. la enfermedad y la variación 
de tamaño del antigeno l\<IB. se asocian mas frecuente con las manifestaciones 
patológicas. 
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Fuente: ref'IBl'9nC&a 26. 30 

Mapa fiSfCO da loa plásmtdoa recorrbnantes. La posiCl6n def SOtObpO 3 del gene MB do U. l#fM/ylicum están inclcac:Xls 
JXll" lM'\8 bEwra sontteada ~ ~ 1a ragK::in ropebda. Las necnas 1ndcan la posta6n y onentación de los pnmers 
Usad08 en la PCR pisa ef estudo de la vanaaón da tani.afto. 

loa oligonudeótid::Je son ~ UMS o UMA para el antigeno MB de U,...Pesma ccdflcando el sentKX> del pttmer 
(UMS) o el antiaentido (UMA) dal pn11"1et". El nUmero da S8gl.JlmMW'ltoe UMS o UMA se r&fier& a la locaJizaaón como se 
muestra en el mapa del gene del antigano MB. 



• TRATAMIENTO 

Considerando que Ureupla."'"ª ureulydcum carece de pared y por consecuencia de 
pcptidoglicanos. las cepas no son su~ccptibles a antibióticos que actúan contra pared 
como los Jl- lactB.micos. no son susceptibles u sulfonamidas o trimetroprim porque no 
sintetizan al itcido fólico Son susceptibles a ciertos antibióticos que interfieren en la 
síntesis de protcinas como tetraciclinas o macrolidos. pero generalmente no a 
lincosa.midas Algunas cepas son susceptibles a aminoglicósidos. que· se u~n 
comUnmcnte en las infecciones producidas por microorganismos Gran1 negativos 
.Algunas quinolonas son activas 111 ''"'º e 111 v11ru, pero su papel como agente terapéutico 
no se ha establecido en infecciones pediau-icas debido a efectos en el de~.-rollo de 
canilago.•:?0 1 

Aunque la tctraciclina es el anti}:\iotico de cleccion. se han demostrado cepas resistentes 
c::n.~41 

Los aminoglicósidos en neonatos no parecen ~r cft...activos contra Urt!upla.1imu 
u~alyticum (los aminoglicósidos se usan en bacteria:s. Gram negativas) .... ,_., 

Los nii"tos de el hospital de A.labama.. en quienes se sospechaba de septicemia o se 
obtcnian aislamientos de liquido ccfalorraquideo. torrente sanguíneo o tracto respiratorio 
irúerior. recibieron tratamiento intravenoso con gentamicina por mas de tres dias. con 
buenos rcsultados.111 

Para el 9~~ de las cepas de U. urt!alyricum la eritromicina es el antibiotico de elección. 
sobretodo para el uso en nt...o.onatos La administracion intravenosa de critromicina 
presenta buena penetración en tejido. incluyendo pulmón '"1

• 
1

""
1 Se sabe que existe 

resistencia a eritomicina en niveles altos > 1 00 ~1g/ml. pero es relativamente raro•-'· :;..ii 

El clora.mfenicol presenta toxicidad en medula osea.. aunque su reacción 111 v11ro conlra 
las cepas de Ureap/aslfta es favorable •'.' 1 

Clindamicina es un fármaco que no debe usarse empíricamente. porque existen cepas de 
Urropl~'"ª susceptibles a éste en muy bajas concentraciones. 1 "

1 

La dox.iciclina debido a toxicidad no es una alternativa de tratamiento. excepto para niños 
en quienes se aisló U. Mreolytic•""' en líquido cefalorraquideo. 0 , 

El tratamiento a tiempo reduce la mortalidad y morbilidad en los nconatos. especialmente 
aquellos con muy bajo peso al nacer. es por esto la importancia de un diagnóstico rápido. 
<» 

JO 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

U~'"'"º Mrte-'.J'IÍCMlft es un microorganismo capaz de causar cnfcnncdad 
respiratoria en nii\os recién nacidos prctCnnino y se aisla con una frec::uencia de 14-1 7o/o 
de acuerdo a estudios en otros paises Actualmente en México hay pocos estudios que 
indiquen la incidencia de Urcapld..""'"" u,-ro/)•tic1i1m en infección de vías .-espiratorias bajas 
por lo que es importante conocer la incidencia de U. ur~alyrii..·"'" en la infección de vias 
respiratorias bajas en recién nacidos preténnino 

Además el diagnóstico de U. Nr~11Jytic,.,.. por el método de cultivo en caldo y placa 
puede tardar de ::.?. hasta 1 5 dias Por lo tanto. es importante evaluar la sensibilidad. 
especificidad. rapidez y la potencia diagnóstica que tiene el mCtodo de PCR pan1 
diagnosticar la infección causada por l.1. MrealyticMm en vfas respiratorias bajas de nii\os 
recién nacidos pretCnnino 

08.IETIVO 

• Determinar la incidencia de VrraplGJ'"O M~GlyticM,.. como agente cau!U!l de la 
erúcrmedad respiratoria en nii\os recién nacidos pretCrmino atendidos en hospitales del 
Valle de l\.1Cx.ico. 

• Evaluar la sensibilidad y especificidad de Ja técnica de PCR para dctcnninar Ja presencia 
sfe Un!.,H&slftfl MrralylicMm en campar-ación con Ja prueba de refer-encia (cultivo en 
caldo 108 y agar AS). 

HIPOTESIS 

Se espera que la incidencia de la enfermedad respiratoria causada por Ureaplas1na 
1i1realytic.,,., en recién nacidos prctérmino sea mayor al 14~'0 

• Si realmente el método diagnóstico por PCR es sensible y especifico al compararse con el 
cultivo en caldo 1 OB y placa de Agar AS. entonces se esperará que la sensibilidad. 
especificidad y potencia diagnóstica sean mayores del 80'%. 



DISEÑO DE LA INVESTIGACION 

• Tipo de estudio: 

Este es un estudio observacional. prospectivo. transversal. descriptivo. 

• Ta .... ño de muestra: 

Se incluye a 90 nil\os recién nacidos prctérmino atendidos en c1 ll\.1SS en el Hospital de 
Gineco-obstetricia del Centro :-..1Cdico ""La Raz_a'" y ... Tlatelolco ... se incluir.in las 
muestras obtenidas en 8 Meses (de: septiembre de 1995 a l\.1ayo de 1996) 

• Criterios de Inclusión 

Niños recién nacidos prctCrmino (con un periodo de gestación de 23 a 34 semanas). 
Presencia de insuficiencia respiratoria. y asistencia respiratoria con menos de 12 horas 
de intubación. 
Peso mayor o igual a 550 gr~ y 
Estar dentro de los primeros 7 dias de: nacidos. 

• Criterios de esclusión: 

Nii'los preténnino con enfermedad cardiaca y/o pulmonar congénitas. 

• V•rlables: 

Variable independiente: Metodología empleada en la tCcnica de cultivo y/o en la PCR. 

Variable dependiente: Incidencia de la enfermedad causada por U. 11rral>•ticum. 
Sensibilidad y Especificidad de la PCR. 



• Técnicas: 

l. ~laterial: 

Jarra de anacrobiosis (BBL) 
Guantes (Ansell mcdical) 
Caja petri (Comíng) 
Pl.tcchcro 
Pipeta graduada de 1. 2. 5 y 1 O ml (Pyrcx) 
Porta objetos '1.7 X 75 (Corning) 
Asas bactcriológ;cas 
Hisopo estéril 
Tubo de ";drio de 13 X 1 00 y de 18 X 1 50 (Pyrcx.) 
Vasos de precipitado de l 00 y 250 mi (Pyrcx) 
Micropipctas automiticas de 1000µ1. 200µ1. 20µ1 y 10µ1 (Labssystern, finnpipettc) 
Probetas de 40. 500 y 1000 mi (Pyrcx.) 
Puente de tinción 
Pinzas de disección 
Puntas para micropipeta amari11a estéril 
Puntas para micropipcta blanca con filu-o y estéril 
Gradilla 
Gasas 
EspB.tula 
BarTa rnagnctica 
Jeringa d;,;sechable de 5 y t O ml (Plastipak) 
Criotubo estCril (Nunc lntcr ~ted) 
Tubo Eppcndorf estéril de O 5 y 1 . 5 ml 
~tatraz Erlcn meycr de 500 y 1000 mi (Kimax) 
Papel parafilm (American Company) 
~tembrana de O.:?:? y 0.4Sµm 
Portafittro 

Material biolóaico: 

Cepa de referencia serovar 3 
100 µ1 de aspirado traqueal de nin.os reciCn nacidos con cnfennedad respiratoria en 
solución salina isotónica. 



Campana de flujo laminar (Nuairc) 
Centrif'uga (Sorvall R.."tC-14) 
Balanza analílica (Sanorius) 
Balanza granara.ria (Mcnler-Tolcdo) 
Vonex (Vonex-Genie mod K-SSO-G) 
Potenciómetro (lleckman RS-:?3:?) 
Autoclave (Jnteramcricana) 
Estuf"a (Lab linc Instrumento lnc) 
l\.ficroscopio (Nikon) 
Bailo de Agua (Bellco·Glass lnc) 
Parrilla (l\.fuhi-block) 
Refrigerador a 4ºC. -:?O .. C. -70ºC (Reveo. Fisher Sciemific.Freezer) 
Tcrmociclador (!\.fJ Rcsearch lnc) 
Lampara de luz U V 
Cántara fotográfica ( polaroid :\f P-4) 
PeJicula polaroid 5.5 
Ca.mara para electroforesis (Stratagene) 
Regulador (Lifc-Technologies) 
Microscopio Estereoscópico (ZeiLZ) 
Horno de microondas (Samsung) 

Base de caldo Mycoplasma BBL (Bccton Dickinson) 
DNA de esperma Herring (Sigma) 
Agua destilada y dcsionizada 
Rojo de f'enol 1% (Técnica Quimica) 
Suero f'etaJ bovino inactivo y filtrado (Sigma) 
Cysteina :: y 4o/o (Sigma) 
PoJienriquccimicnto liofilizado <Bioxon) 
Urea uhrapura 100/o (Merck) 
Cef'obid 
Amoniguador a pH 4 (Beckman) 
Amoniguador a pH 7 (Beckman) 
Protcinasa K (Sigma) 
Gelatina (Sigma) 
Amoniguador PCR 
Trisma Base (Sigma) 
KCI (Merck) 
MgCl2 (Merck) 
dNTP·s 
Primer 1 



Primer:? 
Ampli Taq (Pcrkin Elmcr) 
Aceite mineral cstéri1 
Etanol puro (Mcrck) 
Agarosa (Stratagcne) 
Acido Bórico (J. T. Da.ker) 
Na2EDTA.H2 0 (Sigma) 
Glicerol Gel Loading l\.nioniguador SX (Amcsco) 
~tarcadorcs (Gibco BRL) 
Bromuro de ctidio (Sigma) 
Caldo Soya Tripticasa TBS (Difco) 
Extracto de levadura (Difco) 
Putrccina di-HCI (Sigma) 
Agar cxcento de inhibidorcs (!\fcrck) 
Suero de Caballo (Gibco BRL) 
GHL solución tripCptido (Sigma) 
Base de agar chocolate (Bioxon) 
Hemoglobina. (Difco) 
Base para agar sangre (Bioxon) 
~tacConkey (Bioxon) 
Muller Himon (llioxon) 
Cristal Violeta 90~ ... º 
Solución de yodo 
Medio de transpone Stuart 
Alcohol 9S'?-·ó 
Acetona 
Safranina 9<JOA:t 

V. l(;u Com~ales: 

Cromatogafia en columna Kit comercial QIArnp blood kit (QIAGEN) 
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Para el cuhivo de u,.eapltas#la u~ulytic:•'" se pueden utilizar especimencs líquidos tales 
como liquido amniótico. sangre. líquido cefalorraquidco. orina. liquido pleural y 
secreciones traqueobronquiales 

Para nuestros fines se utiliza aspirado traqueal de infantes prctCrmino con enfermedad 
respiratoria. 

La muestra clinica se tomo durante los primeros 7 días de nacimiento y durante las 
primeras 12 horas de intubación. Los espccimencs traqueales son obtenidos durante la 
succión de rutina de los pacientes que se encuentran con intubación endotraqucal. se 
introduce la cánula a travC<i del tubo endotraqueal. en el extremo de la cánula se coloca 
una jeringa con ::oo J..ll de solución salina isotónica no bactcriost<itica. posterionnentc se 
aplica presión positiva con la finalidad de realiz.ar lavado y por Ultimo se aspira con la 
misma jeringa. Es importante que la solución salina sea isotónica para impedir que la 
bacteria se lise. este fenómeno puede ocurrir porque el microorganismo carece de pared 
celular. 

6) Tnutsporle 

A cada hospital se le proporcionan 2 medios de transporte: 
1.- Caldo 1 OB. 
::?..- Medio de transporte Stuan. 

1. Para el cultivo de U~opla.sma se envía el Caldo l OB y se inocula directamente en el 
momento de la recolección.. ya que este mi.croorganismo es muy sensible a las 
condiciones ambicntaJcs adversas~ la proporción recomendada es l: 10 (0.1 mi de 
aspirado en 0.9 mi de caldo JOB)~ la muestra se transporta congelada en hielo seco 
para evitar dai'lios al DNA del microorganismo . 

.., El medio de transporte Stuart se utiliza para la búsqueda de otras bacterias que 
pudieran estar asociadas con la inf'ección y ademas reconocer aquellas que sean Ureasa 
+y puedan inteñerir con los resultados en el cultivo en caldo 1 OB. 

e) Culth'o .de Ur'tl!op/fDIR• 11rralydcu'": 

Las muestras son procesadas lo mas pronto posible después de su toma aproximadamente 
1 hora. 
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Cu/tl,-o ~n cu/J,, 1011 Del caldo de transporte lOR se realiza una serie de cinco 
diluciones en ca.Ido tOB. Para la primera dilución se toma O 1 mi de suspensión celular y 
se coloca en O q mi de caldo lOB (dilución l 10). de la primera dilución se toma O 1 mi 
y se coloca en O Q mi de caldo 100 (dilución 1 100) y asi sucesivamente hasta obtener 
una dilución l 1 00.000 

Cu/ti,•11 en a¡:ur .·IH: Se toman ::o ~11 de cada una de las diluciones rcali7adas t..'Tl caldo 
lOB. coloc3.ndose en el agar AR. antes de la incubaciOn -;e deja :!O minutos para que la 
gota se absorba en el medio 

C1,ndici11nes Ja.• incMba<.·i1';n pura el culd1.1 lflll y u¡,:ar AH. Las diluciones se incuban a 
37"' C. hasta obser..ar un cambio de color (de amaril1o a ro~ debido a que el medio pasa 
de ácido a alcalino por la reaccion de la ureasa producida por L'. Mrf!"a/yticMnt y el cambio 
de color se presenta por el indicador rojo de fenol al t~D) o hasta un ma.ximo de IS dias. 
si en este ticnlpo no se presenta el cambio de color. la muestra se considera como 
m:gativu La lectura de los culti•,•os debe realizarse de :! a 3 vcct.."!1. durante el día 

El agar AS se incuba a JT'C en una atmosfcra de 5-7~'0 de CO.:. y humt."'<iad de 7-10 días 
La atmósfera sei\alada se logra con el us.o de la jana y la 'l."ela Las placas se revisan 
diariamente cun ayuda del micros-copio cstercos.;úpico para oh~er..·ar las colonias 
c.aracteristicas de l../reapl~ . .,.,,,.. de color cafc o negras por la reacción de la ureas.a en 
presencia del CaCli como indicador 

/nterpretiJc.•i1;n Je re~ultuJ1r.: Se considera que un cult1'l."o es positivo cuando en las 
diluciones existe un cambio de color y en el agar .-'-8 se observan las colonias de 
Ureup/U$tna urealyth·um de color catC obscuro o negra~ 

J) Cultivo para otras bacteorias: 

El espécimen transportado en Stuan .. se siembra en Agar- chocolate. Ali-ar sangre.. !\.1uller 
Hin ton y ?\.1acConkcy. por estría cruzada. 
El Agar sangre y chocolate se incuban en una atmósfera de 5· 7 o/a de C02 y los cuatro 
medios se incuban a 3T'C.. hasta 48 horas para asignarse como negativos. La 
identificación se realiza en base a la l\.1oñologia Colonial, Moñolog.ia Microscópica con 
Tinción de Grarn y Pruebas Bioquimicas. 

J9 



r) R~acción en Cadena d~ la Polimcrasa (PCR): 

La prueba fue estudiada y optimiz:ida con las cepas de rcl'i!rcncia para lus 14 scr-otipos 
como se describe en la referencia ::s para probar su esp11..""Cilicidad y sensihilidad 

Las prcc:iuciones para prevenir ·-carry over .. (acarn:amicnto de contan1inación) fueron 
incluir el uso de 3 lugares diferentes. el primero se dedica al procesamiento de la muestra 
cHnica. el segundo al establecimiento de la pnu:ha de PCR y reactivos para eMa.. y el 
tercero para rea.liz_ar c1cctrofon:sis y analizar lus producto~ amphticadn~ 

Prepurud,;n J~ fu ,\./u~t~u Ant~ Je la Amplific·ac·jún Jet /J.':.-1. Del medio de 
transpone 1 OB inoculadCt se toma una alícuota de 400 ~d en un tubo t.tJpcndort- estéril de 
1 5 mi (bajo esta condic1on se puede almacenar a - 70"C ha... ... ta rcali.zar la extraccion de 
DNAJ. 

Extruc11..·i1in Je/ /J,VA: Para la c..,.traccicln de ONA una ve:r. dc~conp.clada la n1uestra se 
transporta en hido. p<lStcriormcntc se ccntrifüga a 14.000rpm a .t"C por 30 min Se 
desecha el sobi-cnadantc ..:uidadosamcntc p1pctcandu con puntas ART (.Aerosol Resistant 
Tip). una ... ·cz obtenido el paquete celular se adicionan 100 µI de amortiguador de lisis de 
pi-otcina!kt K so1ucion A ..... B. ~ incuba por 60 min. a óO"C en un bai\o de agua e 
inactivar a 95"C. por 10 min. Las n1uesttas se dejan 10 nun a --'"C y después. en caso de 
no continuar con el ana1isis. se almacenan a - 70"C hasta realizar la PCR De esta 
extraccion solo se toman 5 µ1 para el ana1isis por PCR 

Prrx.•ttdimiento paru control po!!>itb·o y control jnterno: De la cxtraccion del DNA del 
scrovar 3 a partir del plásmido de E. cr>li se realizan 8 diluciones en agua dcsioniz.ada 
estéril· 

-'OµI 
DNA 
s. 3 DDDDDDDD 

360µ.l 10· 1 

H:O 

io·l 10-~ 10~ 10·• 



Para los controles (positivo e interno) no se realiza extracción de DNA con protcinasa K • 
se realiza la PCR de las diluciones. posteriormente se rcali;,.a la electroforesis en gel de 
agnrosa al :?:~,..et. se tiñe con bromuro de ctidio. dcspuCs se visuali,_.an los productos de PCR 
con luz U.V 

A panir de esto se seh...~ciona el control interno que sera aquella dilución con n1cnos 
nümcro de copias (demostrada por la intensidad de la banda) El control positivo se 
selecciona de la dilución con un nUmero de copias intern1cdio 

Reaccl1;n en c:ade"a de la l'olimera..,..a: Los primers usados para la tipificación del DNA 
para los dos biovares fueron el UJ\.1-1 ClJ!\.1S 1:!.S) s·- GTA TiT GCA ATC TTT ATA 
TGT TTT GC-3º y U!\.1-:? (UJ\.1A 226) s·- CAG CTG ATG TAA GTG CAG CAT TAA 
ATT C-3º 
Para la amplificación se tiene un -.·olumcn total de la mezcla de reacción de SOµI 
(Solución maestra má.s tcmplado(s) y contiene lo siguiente 

REACFIVO µL POR MUESTRA ;:·pL POR .. Muw:sTRA.+ 
S/CONTROL ,-:;. ·, :CONT.a«JL.~. 

INTERNO :• .;. .e INTll:al'ff> . 
- - --~z"S.8 -- -- ~?: $ _.;~,.,.~·. -~_.n.a ·-

s~ ~.·· -.-· ,._;-:··~~:t':s...:~. - ;. ~ 

s 

0.2 
1 ll.Ota 

Nota: Para adicionar la muestra y el control interno 
se Tealiza en el cuano #l. 

Muesua tern 
Control Interno t - :~-·~ 1 

TOTAL. so 

Para correr PCR se espera un minimo de 7 muestras y ademas se someto al mismo tratamiento (desde la 
extracción hasta la observación de resultados) 2 controles negativos Agua ostenl y caldo 108; y un control 
positivo serovar 3. 

Una vez realizada la mezcla de reacción se usa un controlador tC:rmico. para que la 
desnaturalización se realice a 94ªC por 20 segundos. El alinea.miento a 5T'C por 60 
segundos y la extensión a 72ªC por 60 segundos. Esto se realiza con una serie de 35 



...__ __ 
ciclo~ Ja extensión final se realiza a una temperatura de 72"C por S minutos y mantener a 
4•c por 99hr. 59minutos. 59scgundos (Nota. de esta fonna se programa el tcrmociclador 
para preservar Ja temperatura y la muestra se conserve) 

.v .. ~ cfll!f prw!S4!ftci• J~ ;,.JtihiJ111rreS: Las muestras que carecen de amplificación 
dcspuCs de la adición del contr-ol imcmo. se les realiza el siguiente procedimiento 

1 M••str9 con amon::lc-ador de U.sis proteÚWUI K 1 
1 

1 lncub.r a '7D°C/lD nún. f 
1 

1 105 ul d• etanol Oft·IOO~. Mrzclar 1 

1 Celorar caau.u. en •I tallo d• col•cdon. AdJdonar mu"stra 1 

1 C••trdb- mJQJ rplb/ l lllinuto 1 

1 Colocar col...._ •n hltlo d• coWccJon nu•Yo. Desechar BJtrado 1 

1 

I~ 111 ........... orAW. C•nt:rlfta.mar80IJ rpnafl--..t 
1 

Celocar coi-u. .. talt• naoYo. D•acartar flltrado 1 

1 =:::::~~; ~-~!i~~~=--· 8000 rpmll.mm , 

1 

1 Descartar tlllrado. Colo~ columna •• tubo d• mJcroc•nb'lftura 1 

1 

Alll'tr c........._ Ehdr DNA con :ooll!de Tri• 10 mM pH-9.0 
prec.l.,....•o • "1[JOC.J5 --. Cenrrtftl...- 8000 rpml 1 min.. 

1 
Reall:zar PCR o aa-c•nar a - "1D'° C lwsta su aso. 1 

1 



...._ __ 
~nació. de I• Ell!CWNefi~i.": Los productos de amplificación se observan por 
medio de una electroforesis en gel de agar-osa al 2o/o. utilizando como Amoniguador TBE 
IX ( Trisma base + 8cido Bórico+ EDTA). Disolver completamente la agarosa en un 
marraz Erlcnmeycr. Cste se coloca en el hof"no de microondas por 3 minutos 

Dejar enfriar de 7 a 1 O minutos antes de vaciar en la ca.mara de clcctr-oforesis. DespuCs 
de vaciar en el molde. se eliminan las burbujas de aire y se permite polimerizar al gel por 
30 minutos aproximadamente 

Una vez solidificado el gel. retirar el peine y colocar los mi necesarios de Amoniguador 
TBE que cubran al gel. Posteriormente se carga el gel con la siguiente mezcla. 

Colocar 1 1 tubos cppendorf. el primero se etiqueta como .. Marcadores"'. se adicionan 5 
µ1 de amortiguador de carga para el gel de glicerol SX m.3.s 5µ1 de marcadores de peso 
molecular mas 1 S µI de agua desionizada eslcril. Esia mezcla se coloca en el pozo 
nUmero 1 del gel. 

Para los tubos restantes se adicionan 5µ1 de amoniguador de carga para el gel de glicerol 
SX mas 20µ1 de productos de PCR. incluyendo al control positivo (se coloca en el pozo 
número 2 del gel) y controles negativos ( medio lOB que se coloca en un pozo 
intermedio y agua desionizada cstCriJ que se coloca en el Ultimo pozo del gel). 

Correr el gel de electroforesis a 1 50 mVolts por aproximadamente l hora posteriormente 
el gel se tiñe con bromuro de ctidio por 15 min y los productos de DNA se visuaJiza.n por 
fluorescencia obtenida con una lámpara de luz U. V. (260 nm.. el nUmero de pares de 
bases es apro:iit.ima.damcntc de 403) 

l11t~acit;,,, .Je rr:ndt.Wn: Por último se le toma una fotografia en Ja ca.mara 
polariod. La apen:ura de coloca S .6 y la película se expone poi"" :?:? segundos. Si el 
resultado es positivo la banda originada por el efecto de la luz U. V y el DNA tei\ido con 
bromuro de etidio aparece apro:iit.imadamcnte a la altura de la banda del control positivo 

• Disefto Esladislico: 

Para analizar la sensibilidad y especificidad del mCtodo de PCR en comparación con el 
cultivo en caldo y placa se realiza mediante el teorema de Bayes (tabla de contingencia de 
:?X2). 

Por medio de X 2 se evaluara la influencia del sexo en la incidenci~ tomando como 
sign.if"acativo el valor de P<O.OS. La prueba de ex.acta de Fisher se considerará. en los 
datos con menos de 30 muestras. 



RESULTADOS 

CULTIVO: 

Se rca1í7..a.ron cultivos para 90 muestras de aspirado traqucaJ provenienlc.s de niilos recien 
nacidos pretérmino,. con la finalidad de n.~upcrar U. ureolyticurn y otras bacterias 
Tclacionndas con la enfermedad en el tracto respiratorio Como se muestra en la tabla 1. 
de 1 S muestras positivas parn. U. urtt!alyticum, ( 10 íucron positivas por ambos métodos). 
cuatro de ellas se aislaron junto con otros microorganismos diferenles. En dos muestras 
se detectó Urrap/aslfta junto con .';"1apJ.ylocoicCMS, una junto con Sll'ept1.JCOCC1tu y una 
con Psa.J1HN1H1a..~ Debido a que U. Mr-ralyticMm es Ja única de las bacterias que se 
diagnosticó por medio de cultivo y PCR se pueden desglosar estos resultados de la 
siguiente f'ornia Por ambos métodos en la muestra cuya clave es ROJS, Ur~aplaslfta se 
encontró junto con l-s4!Mdl#n#lfta.s.. En el ca.so de las muestras que inicialmente fueron 
positivas para Vreapltnma por medio de cultivo y negativas por PC~ la muestra R064 
se aisló junto con Stapltylncnc:c-M.~ y la muestra R07-1 se aisló junto con .. -.·lr'4!plocuccMs.. 
Sin embargo. en la mucsU"a R09:?: que por el mc!todo de cultivo íuc negativa y por PCR 
íuc positiva. V. Mr'rGlyricM,.. se diagno'.'lticó junto con St~ylrJCOCCMs 

Tabla J. D.!tección de Ur4!16p1"-Slna Mr-4!a/yricMm y otro.o; nucroor¡.:uni:nnos a par11r ú~ 
a.splradus traqueales de rec1t!n nic:u::uJos pre.·rérm"m por cultivo y PCR. 

Murstrais Pomitiw .. --· ---io•--

:;::;o::"'i="'""'=~="'-'""'=;.;;::="it---------+-
55 

Microorpamsmos detectados de las muestras de asp¡rado traqueal de niños moén naados pret8rmmo con 
ent.rmet:JBCJ resprtdona. En esta tabla se mueslnl Ja inadenaa de U. ,...¡ytk:urn y c1e 10 c11femntes 
mK:roorgttntSmos IJJS/.ados. El orden en que se menaonan es en forma descendente oonforme a la freruenaa do 
ais/armctnro. En la úttzma fila se 1nd1Car1 Ja:; muestras negativas p.wa cualquier m~anlSmO 
•10 muestras que fueron po¡s¡tzvas sólo por cultlvo. postenonnf!mte con PCR se anexaron .!5 muestras posmvas que 
por cuftM:I h/fHon ~as (dando un total rJe 15 muesaas po&flvas pa PCRJ 
-e ntimero encetTado entre pBrentflSIS 1nd1ca cuantas wces se encuentra asocu1do este genero con U~lllSlnll 
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Por medio de la Reacción en Cadem1 de la Polimcrasa se analizaron S i.d de templado (a 
panir de la extracción de 400 µI) de cada un.a de las 90 muestras de aspirado traqueal 
provenientes de niftos rcciCn nacidos pretCnnino con enf"enncdad respiratoria. En la 
figuna 1 se muestra el aruilisis de los productos de PCR obtenidos del DNA de la cepa de 
referencia de U. M~/,)·tic,.,., serovar 3. el cual. füc sintetizado en E.. c1>/i (plñ~mido) 
posterionnentc fue cxtraido y purificado En la figura 1 se representan las 8 diluciones 
del DNA de referencia a partir de las cuales f'uc seleccionado la dilución ::?: como control 
positivo. y como control interno la dilución 7, conforme a las c.aracteristicas mencionadas 
en el diseño de la investigación. 

j 1i i ,. -"' -" -"' -"' -" o :::,¡j ~ ~ .§ ~Ji = ~ 

.lOJbp -

Productos de PCR de la cepa de reifNef'ICJa de U. ~""" en el gel de agarosa 
despuBs de la nnción con bromuro de etidio. La pnmera columna representa los 
marc:adores de peso molecular (103 pares de bases), la segunda columna 
representa el producto ampMlcado de la muestra sin dilución. posteriormente se 
mencionan las diluciones a la cual se encuentra el producto amplificado y por último 
se tiene al control negativo (HzO). como se encuentran marcados respectivamente en 
la~. 
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En la figura 2 se analizan los productos de PCR para las muestras etiquetadas con las 
claves R059 a Ja R065. se observan tres de las cinco muestras que fueron posirivas por 
medio del mCtodo de PCR mientras que por el mCtodo de cultivo fueron negativas (R060, 
R062 y R06J). En la ligur3. se observa una banda de ligera intensidad en las muestras 
R062y R063. 

En esta misma figura se prcscnrn una de las dos muestras que fue ncgariva por PCR. pero 
positiva por cultivo (R064) En este caso Ja Reacción en Cadena de la Polimcrasa se 
realizó a panir de la muestra original. es decir sin incubar previamente antes de Ja 
cxtr-acción de DNA 

Fi¡:uTa 2. J>roc.J11cto.\· Je an1pl~fh"uc1t'.o11 por/'( ·u a purrir J,• m11c.• ... rru ... clüucu..\·. 

l'.I 
~ 

~ j ::<: ~ ~ ~ ~ º~ 
u :;; ~ ::;;: X 

-. 
.JO) bp ---- . -

Gel de agarosa después de la tinción con bromuro de eflidio. La lfla uno representa 
los marcadottts t1e peso molecular. la segunda COf11iene el centro/ positivo, despué$ 
.se presentan las muestras R059. R060 el medio 108 como (:antro/ negatn.o, R081, 
R062, RC/63, R064, R06S y el segundo centro/ negativo (HzO esteril). La:: mussll'as 
en la lfgura sob setiala los dos últJfnos nümeros de la clave. 
•signiffca que la muestra es positiva solo por cultivo. pe<o no por PCR. 
-s;gmt1ca que la muestra es /)OSltiva solo por PCR pero no por cu/trvo. 



En la figura 3 se anafül".an los productos de PCR para las muestras R058 a la R064 
después de adicionar el conrr-ol interno a cada una de ellas. en esta figura también se 
expone. que U"es muestras prcsenran inhibid ores (R06:?. R06J y ROó4 ). por lo cual. no es 
posible ver en estas muestras Ja banda de amplificación caracteristica del DNA 
prop(Jrcionada por la fluorescencia de este con luz uhravioleta despuCs de que el gel ha 
sido reñido con bromuro de etidio 

Realizando una comparación entre Ja figura 2 y figura J. en Ja muestra RD6-i se observa Ja 
falla de ampJilicación en ambos geles de agarosa 

Fi¡:u,u .l. .f•,,J11c10., de.• un1pllficuc1ún .ror ./11
( ·N u pa,11r de.• m11t!.,-rra_,. t:linu:a\· y 

prt:.\~ncia de 1111 C'onlro/ /nlt.•rno 

..J03 bp __.. 

MC+ S8 59 60 JOB 61 tl2 63 64 H~O 

Gel de agarosa de los productos de PCR + Control Interno después de lelfir.;e con 
bromuro de etx:Jio. La pnmera columna (M) contiene Jos marcacJore.s de peso 
molecular, la segunda (C+) represen/a el control po.sitlvo, po.s.terio<mente se 
determinan tas muestras R058 R059. R060. control negativo usando el medio 108 
(108). las muestras R061, R062, R063, !?064 y el control negatrvo (H>O). En la figura 
soJo se ináican los dos U/timos números de la cla11e de las muestras. 
Las muestras R062. R003 y R064 presentan inhibidores. 



Las muestras R064 y R074 dc~pués de lu primera PCR (en la que resultaron negativas 
mientras que por cuhivo fueron positivas). ~ les rcali.ró un previo tratamiento Fueron 
incubadas en medio 100 antes de la extracción del DNA y po~teriormcntc se realizó 
nuevamente PCR (figura 4) En <..~tc caso arnbas muestra!> IUeron arnpl1ticada<;, pnr medio 
de la reacción en cadc.:na de la ixllimcrasa 

En la figura 4 las muestras ROS<J. ROt.O. ROf'>l. ROb~. RO(•] y RCJt'.>5 ~n tomada:. a partir 
de la muestra original l .. a.s muestras ROi':>:! y R06J nuevamente carcci<....,-on de 
amplifü:ación como se presento en La ti gura J ( amplificac1un de la n1ucstra con Control 
lntemo) 

LTn segundo proccdimi'>"nto 4uc se reah7o en todas las rnucstras que presentaron 
inhibidorcs consistió en purificar el DNA por medio de cromatografia en cnlumnn. 
postcriorrncnlc se realizó nuevamente la PCR Por este metodo !loe obtuvo la 
amplificación de DNA de U. urralyticu1n de I~ muestras con clave Rl.J64 y R074. 
además. se observó que la banda del r>N A ampl 11icado de las muestras R062 y R063 fue 
n1as intensa (Datos no mostrados) 

Fi¡;:ura ./. /'roc.J11clo.'> J._• dmp/1ficuc1tift por /'"( ·¡( a pe1rllr ,.1 • .- ,·rc.·c1n11 .. ·n10 prt.•\ 010 .. ·n ca/'-'n 
/OH. 

MC+ .!'9 60 151 62 

Gel de agarosa de los productos do PCR despui!s de la tJnción con bromuro de otJdio. La 
primera columna (M) representa Jos marcadores de peso motecuJar. la siguiente (C+) 
representa el control posibvo. postenormente se ind1Can las muestras R059. R060. R061. 
R062, control negativo (MedlO 108), muestras R063. R064. R065 y R074. En la figura solo 
se indican los dos úttJmos números de la clave Jas muestras. 
Las muestras R004 y R074. muestran ampldicaClán de ONA. después de haber sido tratada 
Ja muestra previamente. 
Las muestras R062 y R063 no fueron amphficadas. 

.. 



Se tomar-on 90 muestras de aspirado traqueal de ni*'us r-ccién nacidos pl'"clcnnino ~e les 
Jctenninó Ja frecuencia de la cnfcnncdad cau~da poi'" Ureup/u.unu ur,.ulytinun 
resultando 15 mucstl'"as posi1ivas (lb 6~'á) La frecuencia es cl r-csultado de las rnucslr-as 
que íucl'"on positivas poi'" PCR (Ve,. Cuadro 1 y tabla.:?). JO de ellas fucr-on posirivas poi'" 
cultivo (11.1~-C.) y 5 negativas. sin cmbaQ~o. poi'" el mCtodo de PCR fi.Jcl'"on 15 mucstr-as 
positivas (16 t>b~o). es imponante comentar que por- este mctodu inicialmente se 
presentaron 2 muestras ncga1ivas y dcspuCs de una incubación prc"'-ia de la muesua o de 
purificar el DNA se hizo posible su amplificación De ellas 1 O fücron posití .... os por 
ambos mCtodos En la tabla :? ~ mencionan estos valores y además la clave de la 
muestra 

Tabla 2. c·o1".1x1rc~ciún .._.,11,.t! .:/ nlc.;/Odo Út.• Cll//ll'f.J y /'(·u para ÚeNc.>(.:/ar la prt:!.\c..•nc1a d.: 
l!. MN!al.>·ticulft en aspirado traqueal de rcciCn nacidos pr-ctéTn1ino 

·. et.Ye de. la ••emtra 

· .,_ .'•R021· _:, .·. 

• RO:JS '. 

·•·· •.,_ •~--.. R060 

·~::_ - · ·•.--·R062· '. 
·R063-.. 

-'R064·- •-. 
·-· .. : R074 

-"too ·:--ROSO 
- Roas 

'.> -· - R09Z 

Ds nor Cultiwo 
Positivo 

Positivo 
Negativo 

----- POsiti;,,~--

- ---·--~....E@t!~q--·-·· 
Negativo 
Positivo 

·- --PO~ffi~o -· --
Nega_tiv«? 

·--------·Positi~.; -

Negativo 
---p~sitiV.; -

Da-PCR 

• Muestr'as que inicialmente fueron negativas por PCR y después de ser tratadas resu/tarnn poSJWas . 

.. 



En la tabla 3 se anali7...an Jos resul1ados de los productos de PCR a panir la adiciún del 
Control Interno para verificar Ja presencia de inhibidorc~ en la niuc~tra De las 90 
muestras analir..adas. 20 prcscruarun inhibidurcs. :! de ellas. fueron posith·os por cuhi ... -o y 
negativos por PCR 

Tah/a 3. .f)t!'f1..•cc1ún de: la prt·~nc1a d~ 111J11h1clort•., ~"/u ... 11111t• ... 1ra..,· c:luuca. ... 

·c10~~-, F>re.\t"nria -CI~ .de ¡-,.<""\rncia cr,,,,.,.1e F~t· ... en<·iu ··a~.1e : Pre ... encia ,,,, . ., 
J.- la Je ,. Je ,,, Je 

,..,._ 
' inhihiJor ~es&a inltihidor -·""'"" inhihidor ... en,.. inhihidor 

-cROOI • f Ncga1ivo ~--it~?=:=· ~~~at1vu --Ji¡¡-52-·· l'ositivo --Ron--1 Ncgativ~ 
~-~q Negativo . R028 . f'.;egati'\.o ·--Ros1-· ~egativo --Ro7..--; Negativo 

~cgativo --1t029--c Negativo ~~~~_E.!ó~~-- !"-:cga11vo --ROiC>\ -Pos.iti~·o 

ª~ Negativo 
---··aa3o ____ 

Sega1i"u ROSS Segatl'\.U ~-·ª9__i!I.~-= Negativo 

-aa:=~ _Negativo --llo:i-i--: ~cgativo ·-·-¡¡:05¡¡·; Segat1v1..) R082 ~ Positivo 
Negativo · -=:-aoo2 -· Negativo "--:-R"o-5;¡--' Ncgati"o -R084- Negativo 

~R007-¡ Negativo -Ro33·-·-¡ Negativo ------Rosa--; :-..;cg.at1vo -::CR.085---; Neg:i.ti..,·o 
·RllOll! Negativo -----¡¡034 -¡ Scgati'\.u --Roro-i !'cgat1vo ---..w-86--; Negativo 
~a-.! N~ativo ---.015-- NegatÍ'\.o ~-Ri:)61-.; Negativo -.-Jt:(ii7--l Negativo 
·Jiiii¡¡:-r Negativo --¡{03¡¡-~ Negativo ~ · •R062 Pos.itivo ~-_R089 ! ~cgat1vo_ ----'--! 

Negativo . Rol7-.1 .R090 - f ·_·ADl1: 1 Negativo Posit1...-o -:-: ·ª--.063-_: Negativo 
- RfJ12 1 -JS:~gativo :-::--1too~ Negativo ' ••R064 , Positi"o ·R091 N_cgativo_-

: ROl.3--~_ ~o40'-- -IW6s- ~092 ; Nr;gativo Positivo Positivo ~cgativo 
. ROi.a 1 Flesativo --R-¡;;¡¡--- Negativo '-"R.066-- Positivo . .!t,093 =; Negativo 

. ROIS ]_ _N~gativo :--iló42---: Positivo ---R067-- Pos!tivo 'R09S i _-!':cgativo 
· ·. ROJ8 1 l'.'J'~gativo ---.w;iJ-·- Negativo ~-~ Positivo --,-R096 ~e~ativo 

'-•. ROl9--:¡ -~~g~t_ivo -:-jl044----: Positivo -R069--i Negat~~·?_ --::--R:¡m-; l'!:~Sa1i..:·o 

; ~:~~~f-~~:::i:~~ . : R045-; Positivo R070 ' Positi".:o '.R09tr: '·; Negativo 
- ·Rt>46-'-! Negativo -.-R07); Positivo -:c--R~· i -Negativo 

_R022 -~ Negativo . _R047-- Negativo ~72:-' Posiiivo · ·:RlOO · ~cgativo. 
_ Rf!_i3 o-! --~~ativo R048 Ncgativ<? --..¡ro7-¡::- Positivo ~:..;;;~J~.L-:-1 Negativo 
. --R024 ·J Negativo --Ji049-:-.' Negativo :-,:-¡¡075----:--'. Positivo -·-·-~ 
'~ª"-~~L~~~sat_i_yp _ ::-::.:!i:Q~Q.~- N~gativC! -~.C~5fi~= Positivo _.:;:_._,_·.:. . .:..._.._1 -

Resuttados de PCR de las 90 muo:;tras cllnicas . En la tabla se exponen tas muestras en tas cuales se detectó Ja 
presencia de inhibidore.s por medt0 de PCR do la muestra más el Control Interno 

•Representa las muestras que fueron m1CJalmente posJtivas por PCR y negatrvas al adicionar et control interno. 
- (R064 y R074) representa tas muestras que fueron positivas por Cultivo pero negativas por PCR. 

-



En el Cuadro J se aprecian los resultados de ambos mé1odos de Diagnós1ico de manera 
mas complc1a. en el se consideran las muestras que f"ucron positivas por ambos mCtodos 
(JO muestras). el nUmero de muestras posi1iv11s por Cullivo pero negativas por PCR (0). 

el nUmero de muestras positivas por PCR pero negativas por cultivo ( 5) y d nUmcro de 
muestras nc!tarivas por ambos mCtodos de diagnóstico (75) Tomando como rcf'ercncid 
este cuadro se determinó que el mctodo de PCR en con1paracion con el cuhivo 
bacteriano (estandar de oro) tiene una sensibilidad del JOO'?ó. especificidad de 93.75~'º• 
potencia diagnóslica o cxactirud de 94 4'?0. valor predictivo posiri"o de 66 66o/o y valor 
predictivo ncg:arivo de 10~'0 Esler analisis se rcali/.Ó posterior a fa purificación deJ 
DNA en el que las mucstrJs que f'ucron inicialmente nc,garivas por PCR se hicieron 
posirivas 

Cuuúr<J J. /Jc.•lc.·i.·c..·ujn ,¡._- V. urrul..a·ricunr ·"' 1.·on1pc1ruc..·u~11 e/,_• ./'( ·¡~ contra .._·ultn-·o por 
medu:.J de u1u1 tahla de.• c-onruw~ncuJ de.• ..:".\·.:. 

Cultivo 

En donde: 

Positivo 

PCR 

Negativo 

total 

A - Vcrd;Jdcros pxtCn.·o-; 
B - Falsos pos1ln. CK 

Po-.itivo 

JO 
A 
e 

o 

JO 

Ncu:alivo 101al 1 

5 J 5 
o 
D 

75 75 

80 90 

e - F.aJ~ nc~t1\os 
O - Vcrd;»dcros ncg.;JU\OS 

Cálculos para determinar la sensibilidad. especificidad. \.·.alor predictivo positivo. vaJor 
predictivo negativo y exactitud 

• ScnsibUidad =_J_o_ = 100 ~·o 
10+0 

• Espedntidad = _15__ =93_ 75 ~·ó 
5 + 75 

• vp• =:---1.Q__ ..., 66.66 o/o -
5 +JO 

• VP- =--2.í.-=IOO % 
75 +o 

• Potencia Dhlanós1ic• o esac1i1ud ""'-1.Q....±...25 =94.4 o/o 
90 



Fn el cuadro ::?. se realizó con la finalidad de comparar Ja sensibilidad. especificidad y 
polcncia diagnóstica del método de cultivo contra PCR.. en el se consideran las muestras 
que fuC"Ton positivas por ambos mt!todo!; ( 1 O muestras). el nUmcro de muestras posi1iva.s 
por PCR pero ncga1ivas por Cultivo (5). el nUmcro de rnucstras po<iitivas cultivo por pero 
negativas por PCR (O) y el nUmero de muestras nc..·gativas por ambo-,; método~ de 
diagnóstico (75) Tomando como referencia eslc cuadro se dctcrmin6 que el método de 
cultivo en comparación con PCR tiene una scnsihilidad del 66 66~'0. especificidad de 
1 ~~. potencia diagnóstica o C"<actitud de Cl4 4°·á. \.·aJor predictivo po':>itivo de 1 00"' ~ y 
valor predictivo negativo de 93 75~ O 

C11adro :!. f>1..·1eccu>n J,_• U. ur~ulyth·u,,., y co'"f"'-lr.1,.:u~u J~· ,-ulrr•·o co11/ra P( "/( por 
~dio d1..• t111c.1 1ahla de! cu111111¡.:,·uc11..1 t./,_• .?.\~:. 

PCR 
Posirivo Ne1.mti"u 

Positivo JO 

Cultivo 

Negativo 

rotal J5 

Cálculos: 

• Sensibilidad =_J_O_ = 66 66 ~·o 
10 + 5 

• Especificidad - ---1.i__ ""'100 ~--ó 
o + 75 

• VP .. = __ 10_ = 100 ~-;. 
o .... 10 

• ",._ ---1.S_=-93_75 o/o 
75 + 5 

o 
A n 
e D 

75 

75 

Wtal f 

JO 

so 

QO 

• Potcnd• Di•gnóstic:.a o esactitud = JO-+- 75 -94.4 % 
90 



La" 90 muestras totales de aspirado traqueal de los niños recién nacidos prctérmino. fueron 
divididas para su estudio en t.-c:s diferentes gn.pos El primen> fue conforme a la edad. el 
segundo conforme al sexo y el tercero confom1c a el peso 

Con respecto a la edad. en los p.-imcros ues dias después del nacimiento st.· oh~crva mayor 
nUmcro de nii'lo!'i. con enfcrn1edad respiratoria L'. ureu(•·ti<-·unt tarnh1cn se determina con 
mayor frecuencia para esta edad Sin embargo. la edad en la cual <>e pre!-.cnta ..:on mayor 
frecuencia U. MreulytiC'Mlft como factor en la infeccion respiratoria. es en el 1 cr- dia. 
pos1criom1en1c puede notarse corno la presencia de c~tc m1croorga111~rno dc~cic:ndc conforme 
aumenta la edad. (tabla 5) 

Tahlu S. ,\/11.:.\tra.\ po.\·111v1.1.'ó ¡Jara U. urealyricun1, t.·01n¡1t:1rac1•>11 t.'lllrt.• t.•/ n1t.;f<N.ÍO Jt.• 

diOJ..?IÚ'O/IC<> y 01 ,/t..,.1r1h11c.:1ó11 '""~fi,rm,• ,~ la t.•,Ji.ul . 

. ··Edad:~ Po.itivom tocalni U.u 
, .. ~........ - . __ . _ _:__(.~--·---· Posith·os Cultivo 

U.u 
P~itiv~ PCR U.u 

.. 1 45 . . . 6 (6.6) . 

1-'-· _ .. _. ·~·2~=-·-·. -<1- ~---'--'.!~~ .. 
., 3> 14 . 2'<=) .. 

,___· -·:.~.-. -<---~---~~-~~~---. 
. • 6 ;· '31 -· _U.fJ) _ _:: ___ . 

·7 . o . 
Sño Datoa 8 ·· · 2 <2:2) .. 

s 

1 

·º· o 

o 

. _______ 6 _____ _ 

. ;;4 
--~--. 2~- ---

º - -----~-----
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La tabla antenor muestra el numero de casos positivos para U. u,...lytk:um (U. u) conforme a la edad y 
compara los dos tipos de diagnóstJco utJfizados en este estudio (Cultivo y PCR) El número que se 
encuentra entre partmtas1S representa el porr;iento total de aislamKJnto (es decir las que fueron pos;tivas 
por Cultivo y/o PCR) para cada rango de edad. 

A cada valor so reaUzaron cálculos para P con base en X' y Fisher, sin embargo. en todos Jos casos p 
fue> 0.05. excepto el numero de casos positivos para el 1er día de edad comparado con el 6to día de 
edad(X'= 5.70 P=0.017). 



A continuación se presenta en fonna gráfica los resultados de la tabla 5 
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Se JnJeStra el número de muestras y su distribucion conforme a la edad de los niflos con enfermod3d 
resptratoóa. La edad que presenta mayor número de casos es en el 1• día de nacidos 
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Edad de niños recién naci1los prelérmino con cnfcrrncdad rcspiraloria y comparación enlre el 
diagnóstico para U. ureulyticum. 
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Con respecto al sexo de las 90 muestras totalC3. 48 de ellas con-espondeo al sexo masculino y 
36 al sexo f'cmcnino. en el caso de los nii'los. el nUmero de positivos totales para lf,~Gplavnu 
fueron 7 y las nii\as positivas para Uret8p/tu,..• también fueron 7. Por el método de PCR para 
los n..ii\os se identificaron 3 muestras positivas que por cultivo fueron negativas. mientras que 
para lu nii\as se identifica.ron 2 muestras positivas por PCR que por cultivo fueron negativas. 
con lo cual la suma da como total las cinco muestras negativas por Cultivo ): PCR positivas. 
En los datos sin valor se presenta una muestra positiva por cultivo y PCR. 

Tabla 6. Comparuc1Un ~nlrt: e?/ método de d1u¡..•nós11co ¡Nzra det~rmuKU lJ. MrteGlyticMlft y la 
itrfl11e11cia lk/ sexo. 

48 
___ :J6 

6 

Representa el numero total de muestras y se divKJen confonne al se.xo. La primera columna presenta el 
nútnen> total de positivos para u. u~ delerminados por cultivo y/o PCR Postenonnente se 
pmsenta el núm«e de muestras pos¡t¡vas para ~ ~ por la fécn.ica de culfivo y por 
UIJimo se muestra el número.de muestras positivas por PCR 
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Muestra el numero de casos pogbvos y negativos para U. uNalytkum y su distnbucson conforTne al sexo. 
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En la tabla 7 se analiza el peso (en gramos) de las 90 muestras de aspirado traqueal de los 
nii\os reciCn nacidos prcténnino con enfennedad respiratoria. tomando en cuenta el dato del 
paciente con menor peso y el del paciente con mayor peso, el análisis se dividió en diez l"angos. 
Como puede obSCf"Varse en este caso, ent.-e menor es el peso mayor es el número de 
aislamiento de UreapltUma Entre 700 a ISSSg se determinaron l:::?. muestras positivas por el 
método de PCR y/o Cultivo. mientras que en el rango de 1556 a 3550g solo se determinaron 2 
muestras positivas. La frecuencia de los niños con cnícrmcdad respiratoria también es mayor 
cuando el paciente presenta menor peso y esta frecuencia disminuye confonne aumenta el peso 
del infante. 

Cuando se realizaron cálculos para P con base en x:: en cada uno de los datos. de manera 
independiente no existe diferencia estadisticameme significativa entre ellos. sin embargo. 
cuando se dividen estos diez rangos en dos grupos. el primero que corresponde a tos menores 
de 1 SS5g y el segundo que corresponde a los mayores de este peso. el valor de P < de 0.05 
como se muestra en la tabla. 



Con respecto a la comparación enrrc ambos métodos de diagnóstico. de 700 a 985,g por 
cultivo se determinaron 2 de las cuatro muestras positivas tolaJcs para Ur~uplu~lfta. y por PCR 
se dcrectaron las 4 muestras. entre 986 a l 270g por cultivo se detecraron 3 y por PCR 4. entre 
127 J a 1 SSSg por culrivo se detectaron 2 de 4 muestras positivas torales y por PCR 4 de ellas. 
entre 1 556 a l 840g por ambos métodos se detectó t muestra positiva al igual que emre 2411 a 
2696g • En los valores que carecen de datos solo se dett.'"ClÓ J mucstl'"a positiva por ambos 
métodos. 

x~ - 4 • .5 p - 0.031 < o.os x .. _-1.5.30...5 g 

Representa el numero total de muestras y se dividen conforme al peso. Posteriormente se presenta el 
total de positivos para U. u,...Jytkum determínados por cultivo y/o PCR, postenormente el número de 
muestras en que se encontró U,_.,,,¡•am• u,...lyticurn por la técnica de cultivo. y por último. las muestras 
po:s.Jtrvas por el método de PCR 

El cálculo para P a partír de ~ se realizó divídiendo al peso en dos grupos díterentes de 700-1555 g y de 
1556-3550 g. 
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Rtllcll>n de peso y comparación 1n1rt 11 m6todo de dl1gnó1Uco utilizado para Identificar U. 
111Nlyticum. 
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DISCUSION DE RESULTADOS. 

En paises latinoamericanos en vias de desarrollo la incidencia de nacimientos prematuros 
mas baja se reporta en Colombia C que presenta un S~"o). y la mas alta s.c registra en 
Guatemala (que pr~nta un 20'Vo) En l\rtéx.ico. algunos autores ref?.Or1an una incidencia 
del 120/o. pero existen valores tan altos que alcanzan hasta el 3~"o 0

-' 

En estudios realizados en E.U. de AmCrica poi" la Di-a Cassell i: .. el aislamiento de 
U~.p/IUM• .. ~.J,.·tic,,,.. en nii'aos p..-cmaturos varia del 14 al 1 7~"º· estos estudios se han 
realizado poi" cultivo y algunos por PCR utiliz.ando los genes de la urcasa. En ~1é"tico 
existen dos estudios re.atizados por la Ora Castillo. en el primero se encuentra una 
frecuencia de aislamiento del l 1 ~Jó. este estudio incluye 82 niños entre O y 1::?. meses de 
edad. de los cuales se: aisló U. "'~alyticM#I en <> casos. sin embargo. si se considera 
Unicamcnte el grupo de neonatos se obtiene una frecuencia de aislamiento del 13~'ó Se 
observa también que el 5 S~"áo de los cuadros clinicos se iniciaron en la primcTa semana de 
vida y solamente el 3Jo/o después del primer mes de edad 1111 Otro estudio que incluye a 
100 rcciCn nacidos con enfermedad respiratoria demucstTa la presencia de Ur~upl~,.,a 
Mre#alyticM#I en un l Jo/o 1171 Anlbos trabajos se realizaron utilizando el mCtodo de cultivo 
Hasta ahora en MCxico no se han reponado estudios en nii\os reciCn nacidos pretérmino 
con enfermedad respiratoria que presenten las caracteristicas de edad planteadas en este 
estudio. Si comparamos estos resultados con tos obtenidos en el presente estudio. de 15 
muestras positivas totales (1666~'ó). IS fueron positivas para Ureapla.."lf.,.,a Mreol_t:ticMlft 
mediante la prueba de PCR ( 1 b 66~-ó). sin embargo por cultivo sólo se lograron identificar 
10 muestras positivas (11.lo/o). Estos datos son muy similares a los reportados en los 
estudios realizados por la Ora Casscll. en tos que utilizó el diagnóstico por medio de 
cultivo y PCR en donde se encontró la frecuencia de aislamiento del 1 ~'O. Si 
comparamos con respecto a los trabajos realizados por la Dra Castillo el aumento de la 
incidencia de aislamiento presente en este estudio se debe: a que el diagnóstico fue 
realizado por cultivo y PCR .. mientras que los otros estudios solo s.e realizaron por 
cultivo. 

En el diagnóstico por cultivo algunas muestras se considerar-on como dudosas (datos no 
mostrados en los resultados), debido a que presentaban un cambio de color en caldo 1 OB. 
sin que se encontraran otros microorganismos productores de ureas.a.. o incluso sin 
enconuarsc ningún microorganismo Sin embargo. no se observaron colonias en el Agar 
AS. 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 agaT AS. En este dato existe 
controversia... algunos autores comentan que Ureapla..n11a crece mejor en medio liquido y 
que es conveniente realizar un cultivo previo en este medio y una vez obtenido el 
cTecimicnto .. sembrar en Agar. OtTos comentan que existe mejor desarrollo en Agar que 
en medio liquido. La baja positividad por- el mCtodo de cultivo se atribuye. aunque en 
parte mínima.. a la dificultad para rcconoceT las colonias de Vreoplasmo. Otra de las 
causas que pueden influir con ta deficiencia del cultivo son los efectos ambientales no 



controla.dos. como por ejemplo. la temperatura entre la toma de muestra y el comienr.o de 
su procc:samiento. la forma en que se tonta la muestra (aspirados traqueales) y los efectos 
de otros microo.-ganismos El papel de otros microo.-ganismos sobre el crecimiento de U. 
M~al,.ricMm puede ser la competencia por tos requerimientos nutricion.ales presentes en 
el medio 

Los f'acto.-es anteriores no influyen en el diagnó~tico por PCR en donde lo que impona es 
que el DNA de Urrapla'SlftU cstC preseme y no importa si la bactc:ria este viva o mucna,. 
adcm:i.s la presencia de otros gCnnen~ diferentes de V. ur~alytic.,,.. no innuycn en el 
diagnóstico. puesto que los p.-imcrs del antigcno multibandeado. no los distingue. es decir 
son altamente especificos 

Ademas se aisl:uon 1 o mic.-oorganismos distintos de u,..~apla..•""ª MrrG{•·dcum. (Tabla 1) 
incluyendo diferentes especies de Srrrp#rJ/ICoccM.~. S1apleJ:l1J1C'tJ/ICCMs. /~,.-~(entre ellas 
C..OnJ;da alhican.~). ¡v,.J._,,,.,.,,,.d!ll y l>ifleTtliJ~.~. estos fueron los cinco que se a..i~laron 
con mayor frecuencia Bajo las caractcristicas de estos pacientes Urr-rla.ufta es la 
bacteria que se aisla en un mayor numero de casos~ posiblemente porque Csta es capaz de 
colonizar al producto desde el Utero materno o en el e.anal de parto a diferencia de los 
otros microorganismos que pudieron colonizar ni neonalo al momento del nacimiento por 
vi:i transvaginal o por el ambiente hospitalario. y como ~te paciente recién nacido se 
encuentra en estado inmunocompromctido y además la intubación favorece al desarrollo 
de infecciones por los microorganismos antes mencionados Es importante resaltar que 
Vrt!apltL~ma M~alsric..lft se encontró asociado en 4 ocasiones junto con otras bacterias 
(4.4°/o) ca.usando infecciones mixtas. por lo tanto. pudiera sc:r que ta infección en estos 
neonatos no solo se debe a la presencia de este microorganismo Por este motivo se 
sugiere que al solicitar la busqueda de Urftll'la.s,..a. ya sea utilizando el método de 
cultivo o PC~ se realice el cultivo para otras bacterias. sobre todo si se ernplc:i el 
mCtodo de PCR y se utilizan los primcrs t»i.15-125 y UMA~::?::?6 de la secuencia del gene 
del antígeno multibandeado. que ha demostrado que es especifico y por lo tanto. 
considerar que la infección puede ser mixta para dar el tratamiento adecuado '"'· "'· 1

•
1 

Con respecto al diagnóstico con PCR existen tres posibles factores que pudieran e"tptic::ir 
porqué Urraplaslfta no fue identificada inicialmente en dos muestras por este metodo 
siendo que por cultivo íueron positivas. Los factores son 

l. La presencia de componentes inhibitorios en la muestra los cuales fonnan parte 
importante en el ensayo de la PCR.. 

-· ta concentración 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 determinación por PCR. aunque con 
r~pecto a este no existen publicaciones~ esto es la influencia de otros 
microorganismos al encontrarse junio con UreaplaJUWa. En ambas muestras negativas 
por PCR existe la asociación con otro gCncro, (Ver tabla 1 ). 



Para saber más acerca de los puntos 1 y :: fue necesario comparar la PCR de las muestras 
originales. y la PCR con c.:onfrt>I Interno en donde: se ob~rvó que en ambas muestras 
exisda presencia de inhibidores (las muestras que presentaron eMe problema fueron la 
R064 y R074 Ver tiguras y tahlas ::? y 3) 

Ademas de correr la PCR con Control Interno. a partir de la!'> muestra-. originales que se 
tcnian en refrigeración, se scmbr¡lron e incubaron en caldo 1 OD. una vez que !>C observó 
crecimiento se ex.trajo el DNA y nuevamente se reali..:o PCR En esta ocasion ambas 
muestras fueron amplificadas y la PCR fue positiva para ambas muestras ( Ver figura 4) 
Estos resultados sugieren que probablemente la baja concentración de DNA en las 
muestras originales unida a la presencia de inhibidores origina que por el mctodo de PCR 
no sea posible detectar el DNA de Vreaplunnu urt"ulyric·u'" El crccim..icnto pre .. ·io en 
caldo se realiLó con la finalidad de aumt!'ntar la com.:cntración del 0'.'iA de V. 
urealyticu1n presente en la 1nuestra y disminuir la concentración de inhil:oidores '"'' 

Con el método de cultivo se rcaliLan dilucionc!'> para reducir la concentración de 
inhibidores de la mue~tra original. si es que cstan presentes en esta. por esta caus.a es 
posible que las muestras tUeron positivas por cultivo y nt!'gauvas por PCR Lo anterior 
sugiere. que ademas de esperar crecimiento de U. urt-•alyticu'" en caldo l 00 en muestras 
que presenta.ron inhibidores se dcbio realizar PCR tomando ~lo 1 i.d del templado en 
lugar de 5 µI que se tomaron originalmente. con la finalidad de diluir mas los inhibidores 
presentes En algunos C!>tudios este procedimiento ha dado buenos resultados 1

"'
1 

Otra tbrma de eliminar los inhibidorcs. una Vt!'Z detectada ~u presencia en la muestra es 
adicionar mas cantidad de proteinasa K. en las muestras donde ya se hab1a c:xtraido el 
OSA. Este procedimiento tambien ha dado buenos resultados y ademas s.ugiere que los 
inhibidores son de naturaleza peptidica Sin embargo, se debe seguir buscando un 
método que desde el principio elimine los efectos de los inhibidorcs 

Parece: ser que la purificacion del DNA por medio de cromatografia en columna. es un 
método rá.pido y prometedor. con este método fue posible la amplificación de las :?: 
muestras que no fueron amplificadas inicialmente por PC~ pero que füeron positivas por 
cultivo (R064 y R074 ). además, algunas muestras que fueron positivas inicialmente por 
PCR. pero que mostraban una banda de ligera intensidad y presencia. de inhibidores. 
después de la purificación. füc posible apreciar las bandas más intensas en las muestras 
R062 y R063 (Datos no mostrados) 

Con los resultados anteriores se puede eliminar la posibilidad de que la presencia de otros 
microorganismos o la baja concentración de DNA de U. 11reaJ.. ... ·ticum en la muestra sean 
los responsables de la falta de amplificación por PCR- Se elimina la posibilidad de que la 
baja concentración del DNA tenga un papel significativo. porque. fue posible la 
amplificación sólo con la purificación. es decir. sin la necesidad de aumentar el nUmcro de 
microorganismos y por consecuencia del DNA. Por Jo tanto ta explicación mas favorable 
es la influencia de factores inhibidores. 



Debido a que en el corrimiento de PCR de la.s muestras R059-R065 (Figura :!) fue en 
donde se prcsc..-ntaron 3 n1uc!>lras po!<.ifr .. ·as por este n1Ctodo. ,_iendo que por cultivo fueron 
negati,.·as en un principio ~sospecho de ·•carry ovcr··. es decir. acarreamiento del DNA a 
panir de las n1ucstras p1.1sith•as. por csh: motivo l:i rc_~R ~e rcali.J'o dos vece~ ma!-.. en estas 
dos corridas se obtuvien...1n los misn1os r-csultadn,. por lo tanto. la rcpctic1ún de la PCR 
tubo como ubjeti,.·o verificar- que lo~ resultados lUcr-an rcaln1cntc lo.,, obtenidos y con esto. 
descanar 1a posibilidad de que las muc,.tras ROhO. ROó:! y R063 fUcr-an producto de 
contaminación Posteriorn1cntc en las li~uras J y 4 ya no se dt:tt.•cto la ampliticacion de 
las muestras ROt>:" y ROOJ. qui.r...a se debe a la pn.;a canudad de OSA en c-..as n1ucMr-as y 
la presencia de inhib1dorcs. otro f"actur que pudo hab..:r inthudu ti1.: el cnn:-.tantc 
dcscongclan'licnto y cnnyclarnicntn de e~us n1uc<;tras para la '"·erificac1on de ll1..,, resultados 
(dcgradacion del t>NA presente en la rnue,.tra l 1·n c.-.tc c ... uu.Jio. el cnrnn1ientn de la PCR 
a partir de la,. muc~tra,. originales y el corrinlicntn con el control interno -.! realizo a 
diferentes ticn1pns Por lo anteriormente mcnc1on.u.hl. ~e rccon1icnda realiJar­
simuháncamcnte los dos. corrin11cn1os de PCR e corrirn1ento con la muestra on~1nal y e1 
corrimiento con Conll"ol Interno) para cnn!-.c.."l"'\.;t.r la~ rni'"'ª' caractcn,.tic.;1~. la n1i.,,ma 
concentracion del l"JN.·\. ":>'evitar c,.tc tipo de ..:onfus1onc ... 

Como se mucstr-a en d cuadro 1 los re .. ult.ido.;; para el n1ctc..··d1l de PCR ( s.cn.;;1h1lidad. 
especificidad. y exactitud) proporcionaron resultados fa ... orable~ y cstan de acuerdo a lo 
planteado en la hipote!'-.i~. por lo cual el metodu puede .;;cr u~do conln altcrnat1vo en el 
Diagnóstico de l./reapta.. .. ma ur1..~alyticum En el ..:a ... n del vahlr predictivo p<--,.,.¡11vo (\.'P ·) 
este es un poco bajo (b6 66°0). sin cn1barg.o. puede c~tar orig1nad1"".1 en quc c ... tc valor- al 
igual que el valor prc..'"<iicti,.o negativo (VP ·) S.C..ln 1nt1ucnc1ado~ por la frecuencia En el 
caso del (VP · ) disminuye el valor- cuando la frecuencia aumenta 

En los niños incluidos. en c~1c c~tud1n ( pn!maturo:-.. con mu":>· balo pe~u al nacer y 
presencia de enfermedad respiratoria). el organ1sn10 no ~'In es capa.1:. de producir- la 
enfennedad. sino que ademá...;;. por- consecuencia de este puede cau'k1r la muerte del 
neonato. por lo que c1 diagnóstico rapido es aun de mayor imponancia y la gravedad e 
incidencia de los c~s juMitica el diagnó~tico por PCR en cuanto a su rcali:r.ac1on y a su 
costo. ya que ha demostrado ser un buen mctodo Un punto imponantc en et diagnostico 
por PCR es que el tiempo se reduce de :: a 1 5 dias por el cultivo a t dia por- PCR y 
ademas de ser rapido es especifico (solo reconoce a esta especie) c:i1> 

Otra ventaja que presenta este mctodo de PCR usando como primer los genes del 
antígeno multibandeado. es que no !'OC requiere de una previa incubación de la muestra en 
el medio 1 OB de 1 ::! a 18 hor-as. como se r-caliza para la PCR que usa como primer los 
genes de la ureasa.. ademas este clasifica correctamente a los scrotipos en el biovar 
correspondiente. lo cual no es asi con los genes de la urcasa que clasifica a los serotipos 
10 y 12 dentro del biovar l. cuando en realidad corresponden al biovar ~ •• ~. =•. :ioi otra 
ventaja que presenta si se compara con la PCR que utiliza el gene l6SrRNA es que este 
gene se relaciona intimamcnte con ,\fycopla."''"ª pnf!Mmoniae. este problema no se 
presenta en el caso de la PCR utilizada en este trabajo debido a la espc..-cificidad del 
Antígeno multibandcado y por 1o tanto se evita la reaccion cruzada.,:::., 



Posteriormente las n1ucst ras fueron cMudiadas confi.1rmc a l;:l edad. al sexo y al peso Los 
... -alorc:s par-a estas car-actccisticas se pr-escntan conforn1e a lo esperado. c~h> e~. a menor 
edad y peso se aisla con mayor frecuencia U. ureuJ.••ti<-·utn. estos dato~ ya -oc hahian 
observado en otros estudios rcaliLados en lliminghan1 Alabama p0r la Dra Ca-.'.'.cll en 
nii\os prcn1aturos (de J-t a 37 scrnana~ de geMación) y con peso·:.. de 1000~. en donde no 
sólo son los más probables de estar colonizadus. sino 4ue iarnhicn son los mas propcnM>s 
a desarrollar CLO de la prematurez y de n1orir.' ~.en ~1exico en el e!ttUd10 reali;.a<lo por ta 
Ora Casti1to' u. se observa que el inicio de la intCcc1on es mayl.>r en la primera ">cn1ana de 
,;da. y la pren1aturcz y el baju peso :.on la~ principale~ car<lcten'.'.tu . .:•L'> de In'> 111t)c1s ~n lo!t. 
que se ai~lo l!reuplu. .. ,,..u ureulyticu'" En este estudio se observa lo nusrno incluso e~ta 
frecuencia de aislamiento es mayor que la que !t.C ob!t.crva en 01ro-.. nticroorgani~ml1~ 
(Tabla S ). la edad que presenta mayor frecuencia de aislanucnto es en el 1 cr día de vida 
(t> posi1ivos), después a k•s ::!. dias de vid41 (-t pl.lSÍtivo~). !>in emb.irgo. p.sra podcr decir 
que realn1cntc se presenta este fenomeno st..• propone que pll->teriorrnen1e ~ estudie una 
población que incluya el nÜ?>rnu núrncro de paciente-> para cada uno de los rangos de 
edad. esto mismo sucede en el caso de la comparacion del pc~o y del !'>CXO Un factor que 
pudo haber intluido aunque rniniman1cntc en las ob!tcr-..·adoncs. es quc en algunos 
pacientes no se registro la edad. el sexo y el peso por causas desconocidas Con estos 
datos solo se presento difcrcnda e~tadi~t1camcntc signiticat1va comparando el 1 cr día de 
edad y el bto <laa de edad 

Con rcspt..."'Cto a el sexo. no >e obserw·a que predominen al~unu de ello:-.. (Tahla 6) ni en el 
caso de la frecuencia de aislamiento de V. ur1_•ulyricum ni en el nUmero de niños con 
enfermedad respiratoria con o sin presencia de Vr'-""f'la.'\mtJ. en ambos casos la frecuencia 
de aislamiento es muy similar. aunque en t.."'!>tc caso tamb1en puede ínfluir 4uc b muestras 
no presentan datos 

Por Ultimo en el caso dcl pc~o. parece ser que L'. ureu~•·ticu'" se presenta con mayor 
frecuencia en nin.os con peso menor de l 555g que en los mayores de este y esta de 
acuerdo con que l/. urealyticu'" se asocia con el hajo peso al nacer y la prernaturez ''- 1111 

(Tabla 7) Algunos nii\os presentaron peso mayor de ~.500 g Cste podna parecer de niño 
de termino. sin embargo de acuerdo a una gráfica para relacionar el pe:?>O con la edad 
gestacional a las 34 se-manas los pcquenos para esta edad pesan t SOOg y Jos grandes 
pesan 2750g. Exi~te un niño mayor de este peso (3555g) sin embargo habna que 
considerar otros factores en la madre. tales corno la presencia de alguna enfermedad 
(Como por ejemplo diebetcs) que pudiera inlluir para que el bebe este aumentado de peso 
aún cundo es prematuro 

El presente. estudio deja abicna la investigación de Vreupla-"''"ª ureulyticum. sobre todo 
en 1\r1e."<.ico, en donde los estudios para este microor1.tanismo son escasos. además da la 
pauta a futuras investigaciones para conocer mas ;obre las propiedades del antigcno 
multibandeado. para que pueda ser usado en el diagnóstico. y para conocer el papel que 
juega éste en la infección causada por Ureapta_,,.,,..a ureulytic:utn 



CONCLUSIONES. 

• La frecuencia de infección causada por Ur~ap/as,,,.a •~alyric,.,.. fue de 16.66~"º 
• Es el microorganismo mas comUnmcntc aislado en niftos pretérmino (de 23 a 34 

semanas de gestación .. peso mayor o igual a SSOg). cnf"crmcdad respiratoria 
• La sensibilidad del diagnóstico por PCR es igual al 100°/a. La especificidad del 

me-todo de PCR es de 93 7S~r. y la potencia diagnostica del método de PCR es del 
94.4o/o. Por lo tanto se concluye que la PCR puede ser usada como método 
alternativo de diagnóstico 

• PCR es un mCtodo rápido. sensible~ especifico y el costo puede ser justificado por- la 
demanda en el nümero de muestras solicitadas 

• En los centros de refero;:ncia el método de PCR puede ser el de elección 
• La infección causada por V. MrcuJ..•·ticM,,,. parece que no presenta. diferencia 

cstadisticamenll: significativa al relacionar los valores para el sexo. 
• Presentó mayor frecuencia de aislamiento en niftos de menor edad y con peso menor 

de 1555g. 
• La infección en el tracto respiratorio de recién nacidos pretCrmino puede ser causada 

no solo por la presencia de l./reapl~,..o Mreal.)tftCM,.. sino que puede estar a.sociada 
con otros microorganismos. 

• Se deben considerar las infecciones mixtas. 

.. 



ANEXO. 

• PREPARACION DE Rt:ACTIVOS: 

NOTA. Todas 1as preparaciones ~ realizan en condiciones asCplicas 

El medio de transpone Stuan consta esencialmente de una solución de amoniguadores 
(soluciones estabilizadoras de pll) con e-<clusión de hidratos de carbono. peptonas y 
otros nutrientes. Este medio esta concebido para preservar la viabilidad de las 
bacterias durante el transpone sin multiplicación significativa de los microorganismos 
El tioglicolato de sodio se ai\adc como agente reductor para mejorar la recuperación 
de bacterias anaer-obias. y la pequeña cantidad de agar provee una consistencia 
scmisólida par:s. impedir oxigenación y derramamiento durante el transporte ( 1 O) 

a) Composición 
Tioglicolato de sodio 
Gticcrofosfato de sodio 
Cloruro de calcio 
Azul de mctileno . 
Agar. 
Agua dcsmineraJizada 

b)Preparación: 

• Pesar 14. l g de polvo 
• Disolver en 1 L de agua desionizada 
• Hervir por l minuto 
• Vaciar 7 rn1 de medio en tubos de 15 cm 
• Esterilizar por 15 min a 1:: 1 ªC 
• Enfriar y almacenar en refrigeración. 

• MEf>lO 1n 11: 

IOg 
10 Og 
Olg 

.0.002g 
... 3.0g 

1.0L 

PROPOSITO· El medio 10 Bes un medio de enriquecimiento en caldo usado para el 
cultivo de v~palsata "~-'»tic .. ,.. y Otros M>'coplta,..ID genitales. 

PRINCIPIO E INTERPRETACIOS: Este medio contiene Urea al IO~'ó que 
U~aplfDlfifa •~al.]!tic•,.. mctaboliza y produce Amonio incrementando el pH y 
originando un cambio de color en el medio de amarillo a rosa (de ácido a bisico). por 
el indicador rojo de fenal al 11?.-C.. Se adiciona arginina. si se desea aislar 1Wyc,.1plas"'a 
llU1J1i1ds. que ademas del cambio de color crece con ligera turbidez. 



a) Composición: (para preparar 1 L) 

BASE: 

Caldo base para l\.1ycoplasma 
DNA (sigma.) 
Agua destilada 
Rojo de f"enol( 1 ~-0) 

•Ajustar pi f a 5 S con acido clorhidrico 

..... J4g 

...... 02g 
.800ml 

. 0.1 mi 

•Esterilizar por JO min Enfriar a temperatura ambiente. 

SUPLEl\.tENTO 

SueTo foral bovino inacti\.:o a 56 .. C y filtrado (0 :?:? µ):?00 mi 
Cisteina al 4~0 (fresca v filtrada en 22 µ ):? S mi 
Isovitalex S O mi . 
Urc::i uhrapura al 1 O 0 ·04 O mi 
Cefobid 250 µI 

b) Preparación: 

• Adicionar en condiciones de esterilidad el suplemento a la base. 
• Mezclar 
• Ajustar eJ pH final de 6 O a 6 J 
• Realizar aJicuotas de O. 9 mi 
• Almacenar en refrigeración a _. .. C 

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

• AGAR A 11.· 

PROPOSITO· El Agar A 8 es un medio dif"erencial utili7..ado par6! el aislamiento de 
f\.fycoplasmas. 

PRINCIPIO E INTERPRETACION: El enriquecimiento taJ como el suero de 
caballo. extracto de levadura y Ul"ea son incluidos en este medio para mejorar la 
diferenciación de U. u,eal)•ticu1n de Jos organismos no- hidroliticos de urea como Jos 
M>"coplaslftas. Las colonias de U. 1i1~11/.>•r;c .. ,.. aparecerán cafés o m .. ~ras sobre el 
medio con cloruro de calcio debido a Ja producción 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 fritoº. 



a) Composición: Para preparar 1 L 

BASE. 
Agua destilada 
Cloruro de calcio ... 
Caldo Soya Tripticasa 
Extracto de levadura. 
Putrecina di-HCL 
DNA. 
.-"\gar cxccnto de inhibidores 

• 1\.tczclar 
• Ajustar el pH a 5.5 con H CI ::?. N 
• Esterilizar por 30 min 1.21 º C 
• Enfriar en un bano de: agua a 56 .. C 

SUPLE:'llENTO 

Suero de caballo 
CV A Enriquecimiento 
Solución Stock de Urea al 1 O~-á 
Solución de Cistcina al 1 0~{. 
GHL solucion tripéptido 
Cefobid 

b}Prcparación: 

• Adicionar el suplemento a el agar base 
• Vaciar a las placas 
• Dejar enfriar 
• Invertir las placas después de 1 hora 
• Refrigerar a 4° C. 

S::?S mi 
O.IS g. 

.... 24 g 
. 2 g 

J7g 
02g 
10.5 g 

.. ::?.OOmJ 
.... S mi 
.... JO mi 
... 15 mi 
... 1 mi 

.... 0.2ml. 



• AGAR l>E MAC:Cr:INKE)'" Cllitvcnnl 

a) Composición: Para 1 000 mL de agua destilada: 

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

b) Preparación· 

...... 1.500 g 

. ...... 17.000g 

...... J.500 g 
. ..... 10.000g 

1.500 g 
.............. 5.000 g 

. 13 500 g 
0030.g 
0.001 g 

• Suspender 50 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. 
• !\rtezclar bien hasla que se obtenga una suspensión uniforme. 
• Dejar reposar de JO a 1 S min 
• Calentar suavemente agitando fn .. -cucntementc y hervir durante 1 min. 
• Esterilizar en autoclave a 1:?: lºC durante l S min 

• AGAR OE ~tLIEI I ER-lllNTON <Ritvu,,,,l 

a) Composición. Para 1000 mL de agua destilada. 

Infusión de Ca.me de res 
Peptona de caseina H ... 
Almidón. 
Agar. 

pH final •/- 7 4 

b) Preparación: 

.... 300 Og 
17.0g 

. .... 1.5 g 
. ........... 170g 

• Suspender 38 g del polvo en un litro de agua destilada. 
• Mezclar bien calentando y agitando frecut..~tcmcnte. 
• 1-fiérvase alrededor de un minuto. 
• Se distribuye y estcrili7.a en autoclave de l16ºC a t:?: 1 ºC durante no mas 

de 15 min. 
• Enfiíesc a 45°C ó SD°C 



No se sobrecaliente en ningún momento. Al retundir el medio frío caliéntese Jo más 
breve que se pm .. -da 

a) Composición. Para 1000 mL de agua destilada 

Extrac10 de levadura 
Infusión de mUsculo cardiaco (.,ólidos) 
Peptona de Cascina . 
Cloruro de Sodio 
Agar .. 

pf-l final 7 3 ... ¡_ O :? 

b) Preparación 

50g 
20g 
13 o~ 
5 o g-

15 o g 

• Suspender 40 g del polvo en un litro de agua destilada 
• !\1ezclar perfectamente. calentar con agitación frecuentemente 
• Hervir durante un minuto hasta disolución completa. 
• Distnbuir y esterilizar a 1:? lºC por 15 min 
• Enfriar la base a o.i5º C y adicionar 5° º de sangre estcril desfibrinada. 

Adicionar el antibiótico en caso dado Ampicilina previamente 
recon!<>tituida en solución Salina isotónka (SSI) estéril. 

• A<1°AR GEi.OS.·! Cl/OCO/_-t TF- f/liox1"') 

a)Composicion- Para un Jirro de agua destilada 

Peptona de caseína . 
Peptona de carne 
Almidón de maiz 
Fosfaro dipotasico 
Fosfato monopotoisico 
Cloruro de sodio . 
Agar .. 
Hemoglobina (Bioxon) .. 

pH final 7 ~ +/- O 'Z 

b) Preparación· 

.. 7.5 !! 
. 7.5 g 

.. l.Og 

.. 4.0 g 
. l.Og 
.5.0 !! 
.10.0g 
. JO.O g 



• En un matraz disolver t O g de la base de hemoglobina en SOO mL de 
agua destilada sin calentamiento 

• En otro matraz disolver Jb g de la base de agar gclosa chocolate en 500 
mi de agua destilada Agitar bien y dejar en rcpoM.> durante 1 O a 1 S min 

• Esterili7...ar por separado a 1~1 .. C por 1 5 min 
• Enfriar ambas soluciones a 50"C (si se usa baño de agua mejor) 
• Agregar cuidadosamente la solución de hemoglobina a la base de gclosa 

chocolate y mezclar bien sin que se fonncn burbujas 
• Distribuir en cajas pctri 

• RI JJO l>E FE1VO/.: 

a) Composición 

Rojo de f"enol 
NaOt-1 
Agua dc...-stilada atbrar a 

b) Preparación 

JOOg 
1 N30ml 
1000 mi 

• Depositar el Rojo de fenol en un matraz de 1 000 mi 
• Agregar S 70 mi de agua destilada 
• Agregar 30 mi de la solución de NaOl I 1 N 
• Agitar por :: horas a temperatura ambiente 
• Atbrar a 1 litro con agua destilada. 
• Filtrar con papel \Vhatman nUmero 3 
• Esterilizar en autoclave a 1 1 o .. C durante 1 O minutos. 
• Conservar durante un mes a temperatura ambiente y en obscuridad. 
• Descanar si e'°'istc precipitado 

• UREA Al. llJ%: 

a) Composición: 

Urea :?:Og 
Di-H20 (l\.1illi Q). . .................... 200mJ 

• Adicionar la urea al agua 
• Agitar hasta disolver 
• Filtrar 
• Esterilizar. 
• Espiración: 6 meses 



• Pesar la cistcina correspondiente 
• Disolver en agua 
• Filtrar por mc.."Ciio de membrana 0.22µm 
• La solución se prepara c:I mismo día de su uso 

1. SOl-UCION A: 

Tris H CI ( pH=S O tr-.1) 
KCl(l!\.1) 
1'.fgCh. 

...... l.ml 
.......... 10.ml 

.. 0 . .25 mi 

...._..... __ 

l-l;:OJ\.1illiQ . ..... 88.75 mi 

• l\.tezclar 
• Esterilizar 
• Almacenar a temperatura ambiente. 

:? .WH.UCION lf: 

Tris HC 1 (pf-1=8 lJ\.1) 
MgCI, ... 
Triton X-100 
Tween :!O .. 
H;:O-l\-1i11iQ 

• :\.1czclar 
• Esterilizar 

..... lml 
......... 0.:?5 mi 

. .. 01 mi 
.lml 

. ..... 96.75ml 

• Almacenar a tcmpcr-atura ambiente. 

3. PROTEINAS.A K: 

Protcinasa K . 
Milli-Q-dil-hO ... 

................ lOOmg 
Sml 



...._ __ 
La concentración de esta solución es 20 mg/ml 

4. AAIORT/Gl/AIXJR OE 1.1."tl.,. PR<~TE/l'\,/ISA X SOl.UCIO/V ,-1+11: 

Pr-otcinasa K solución 
Solución B 
Solución A ... 

1 mi 
19ml 
20 mi 

• Adicionar 1 mi de protcina~ K a 1 9 mi de solución B 
• !\.1c.zclar 
• Adicionar la solución A 
• Mezclar 
• Rcaliz.:ir alicuotas de 1 S mi A+B p..-otcinasa K en criotubos de 2 mi. 
• Almacenar a ~ 70 .. C 

• GF.1-·tT/NA 1nx .-

Gelatina. 
Agua dcsionizada L-stcril 

• f\.1czclar 

····º 1 g 
...... 9Q9ml 

• ReaJi7..ar aJicuotas de 1. 5 mi en criotubo de :!. mi 
• Almacenar a temperatura ambiente 

• 1"4AIORTIGUATH'JR PCR lllX .-

• KCllM: 

Tris H CI (pH=8 O 100 m!\.1) ... 
K CI (500 m1'.1) ... 
MgCl,(17.5 mM). 
Agua des.ionizada estCril .. 

• Mezclar 
• Almacenar a - 70ºC. 

KCI ................... . 
Agua dcsionizada estéril 

• Mezclar 
• Alicuotar 

. ........ 1 mi 
5ml 

. . ····· 150 J-ll 
. ......... 3.85 mi 

··········· 74.56 g 
............ lOOOml 



• Almacenar a temperatura n.n1bicntc. 

• ,'llgC/. 1.\1: 

!\.tgCh ... 
Agua dcsionizada estCril 

• l\.tczclar 
• Alicuotar 
• r\.lmaccnar a temperatura ambiente. 

t l\.t. pH=s.o. s J y 8 5> 
Trisma base 
Agua desionizada 

'.?03 3 g 
lOOOml 

1'.?l 1 g 
tOOOml 

• Disolver el trisma base en 700 mi da agua desionizada 
• ,..,justar pi 1 con ;icido clorhídrico concentrado 
• Esterilizar 

Nota: el pH del amortiguador depende de la temperatura 

• PRl.\IERS.- (40 ~1!\.1) 

en·'",,. 1: -125 (Nümcro de bases :::?t> 163 5~ µ:\..t) 

Oligo stock ... 73 .39 µI 
Agua desionizada cstCril ...... 226.61 µl 

Prl'"er Z: -2:?.6 (NUmcro de bases :?.S. 13 1 60 µ1\-1) 

Oligo stock.. ..91.18 µI 
Agua desionizada estéril.. .. :::?08.82µ1 

• Almacenar a -70"C. 

• Af':IPI 1-TAO.-

5 U/µI Arnpli taq 



• Almacenar a; -:?O"'C 
• A<iARO.\•d: 

Agarosa ... 
TBE IX .. 

• Agi1ar 

.... 3 g 
ISO mi 

• Disolver en Horno de microondas por 3 minutos 
• Esperar que cnti-ic un poco aproximadamente 10 min 
• Vaciar en la cántara 
• Esperar 30 minutos antes de cargarse 

--

Nuta: Cuidar que no se derrame en el horno de microondas. aJ hervir provoca 
abundante espuma 

• TllE .)"t'>f,l/C.~l<J,V ,\."TOCK /fl.'\': 

Trisma base .. 
Acido Bórico 
Na~EDTA.:?H:O 
Agua desionizada 

• Disolver en 800 mi de agua 
• A.rorar a 1 000 mi 
• Almacenar a temperatura ambiente. 

TBE stock JOX. 

60 5 g 
30 85- g 

. 3.72 g 
JOOOml 

. ....... IOOml 

• Af"orar a 1000 mi con agua desionizada, 

• flRO,•fURO f>E ETIT>IO: 

Bromuro de Etidio. 
Agua desionizada ... 

• Disolver 

.. IOg 
. .. 19.8 mi 

• Agitar la solución a temperatura atnbiente en una botella ámbar 



• SOl.l!CION ... IA& .. TRA PCR .· 

~~;:z~-?li~~ .. ,~~~~~ºd~:k~7~~~I:~:?~~~;~~-4~~··~,--
·Mu•••i•·,.:·:;,:_· ··:-:-_.,. ::::;.·,-i~c~t~~·-"::·."'"'" .. ~-?!!S-: ..... _____ s____ ·..-· ....,-:.~. -~""""'s· .. _..r.;:,::;-:~.:-::: 
-~......_,·!-.:i:=~ ,--!':··.:: / ·_. _.-,;~ ;,:!'~~.·~~ ....... ~1 't.--::-::: .;~~s -~_¿~·"':>:.".::·:< 
·JrOTASJ. ;.:,--;:-·:- --•·""'":; ,:-,;: ~f'-~-.;" . ..,.r:.::~7r,..,:•.""..:J.i!"~-:~_:· ·f~±'.:• .a.! 50 =t·0.::· .~ ~7'~50:· 1:!-.~"f:'""..?:;:;. 
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