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RESUMEN:

Como parte del estudio que pretende conocer la utilidad de la prueba de reaccién en
cadena de la polimerasa en el diagndstico de infeccion en sistema nervioso central, se
reportan los avances en la primera parte del estudio que consiste en la estandarizacion de la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras de liquido
cefalorraquideo de recién nacidos, para conocer las condiciones ¢n la que se obtiene
amplificacion  del material genético de Ureaplasma urealyticum. Se analizaron 35
muestras en un total de 8 experimentos en un periodo de tiempo de agosto a octubre det
2000, con iniciadores que tienen como blanco el gene del Antigeno multibandeado de
Ureaplasma urealyticum

Hasta el momento no se han encontrado las condiciones adecuadas que permitan
desarrollar la prucba en muestras de liquido cefalorraquideo, aunque se ha logrado
amplificar en algunas ocasiones no es ain lo constante que debiera, para poder pasar a la

siguiente fase del estudio con muestras clinicas de niftos considerados como sépticos.




INTRODUCCION.

Ureaplasma Pertenece a la clase Mollicutes, familia Mycoplasmataceae, y ha sido
bien definida por su capacidad de producir urea. Actualmente se acepta que éI género
Ureaplasma se divida en dos biovares, el uno (U. parvum) que contiene los serovares 1,3,6
y 14 que es el mas comuin; y el Biovar dos (U urealyticum) en los que se encuentran los
serovares 2,4,5,7,8,9,10,11,12 y 13.

Es un organismo comensal del aparate urogenital en 40-80% de las mujeres sanas y
el 66% de los neonatos nacidos de estas madres estén colonizados.

Después de la infeccién del liquido amnidtico por RPM, los Mycoplasmas pueden ser la
causa de sindrome de dificultad respiratoria en el recién nacido, fiebre y neumonia que
ocurre en las primeras horas de 1a vida. Los reportes de meningitis en los que M. hominis se
han aislado de LCR o tejido cerebral, son resultado probablemente de una infeccidn in
ttero, o de la colonizacién del recién nacido, con subsecuente diseminacién. En adicién
este tipo de infeccion se observa con mas frecuencia si existen anormalidades anatémicas,
como espina bifida. La posibilidad de infeccion con M. hominis debe ser considerada en
casos de enfermedad neonatal del sistema nervioso central, en los que los estudios
bacteriologicos de rutina y técnicas de cultivo sean negativos. La patogénesis de infeccion
por Mycoplasmas en SNC, no estd clara.(l,2,3,4,5,6,9). Ureaplasma al igual que M
hominis, pueden invadir el LCR y puede verse particularmente en los primeros dias de vida,
en prematuros, con enfermedad respiratoria o hidrocefalia. L.a meningitis puede ocurrir en
forma subclinica, o con daflo neuroldgico severo. Algunos investigadores han considerado
a Ureaplasma, como una causa comin de infeccién en SNC, en neonatos. Aunque otros

tienen opiniones contrarias.(1.2,3,4,8)




Existen informes ocasionales de meningitis por U. urealyticum, el primer caso
informado fue reportado en los afios 50°s en la literatura, pero fue en 1988 cuando Waites y
colaboradores, sugirieron que la infeccién del sistema nervioso central por este organismo
es mas frecuente de lo que se piensa. En su estudio de 100 pacientes, predominantemente
prematuros, y de estado socioecondmico bajo, se cultivo liquido cefalorraquideo para
Mycoplasma genital, como parte de la rutina en el wabajo de sepsis. Estos organismos
crecieron en é| liquido cefalorraquideo de 13 sujetos. La infeccion por Ureaplasma fue
altamente correlacionada con hemorragia intraventricular e hidrocefalia.

La mayoria de los casos de infeccién por M hominis se presentan en recién nacidos
prematuros, asintomaticos, los cuales en su mayoria presentan un liquido cefalorraquideo
con valores normales incluso con erradicacion espontanea del microorganismo en estudios
subsecuentes. Los casos con Ureaplasma wrealyticum en algunas ocasiones han llegado a
reportar pleocitosis, pero sé a correlacionade a que son pacientes prematuros, con
hemorragia intracraneal / intraventricular.(2,3,4,,5,7,12)

Los estudios sugieren que los Mycoplasmas pueden encontrarse en €l liquido
cefalorraquideo en un 4 a 13% de todos los neonatos, usualmente no induce respuesta
inflamatoria, desaparece en forma espontanea, excepto cuando se asocia a infeccién por
Ureaplasma, donde el proceso inflamatorio ocurre, y se asocia con hermorragia
intraventricular. En los altimos 10 afios, se ha mencionado ain més el papel de Ureaplasma
en infecciones de vias respiratorias y de sistema nervioso. Sin embargo, se recomienda ser
prudentes cuando se aisle este microorganismo en sindromes de SNC en neonatos, ya que
la pleocitosis que se puede encontrar puede ser explicada por hemorragia intraventricular,
sin embargo, es razonable el uso de eritromicina en casos en los que se aisle el organismo

asociado con cambios en liquido cefalorraquideo.(6,7.9,11)




Existen diferentes puntos por aclarar. La fisiopatologia de la infeccién del SNC,
especialmente con perspectivas inmunolégicas, Y aclarar si estas bacterias o algunas de
ellas pueden tener acceso a meninges sin causar dafio, y el seguimiento de los recién
nacidos para determinar si existen consecuencias de esta infeccién, (1)

Algunos casos reportados han sido en recién nacidos pretérmino, cono sin
malformaciones congénitas, de entre ellas espina bifida. La persistencia de M. hominis en
liquido cefalorraquideo después de algunas semanas antes de la muerte de los recién
nacidos con hidrocefalia post hemorragica, se han reportado. En 1986, se¢ reporta el
aislamiento de U. wrealyticum en ocho pacientes y cinco pacientes con M hominis con
diagnosticos de sepsis y meningitis, en Alamaba (10,11,12)

Los hallazgos clinicos en nifios, con infeccidn del liquido cefalorraguideo, por U/
urealyticum y M. hominis, pueden producir pleocitosis, con polimorfonucleares o
mononucleares predominando, o la reaccidn inflamatoria puede ser minima o ausente. En
algunos pacientes, los organismos son erradicados espontineamente, del LCR, pero en
otros pueden persistir por semanas e incluso meses, a pesar del tratamiento antimicrobiano
. la respuesta inflamatoria en LCR, cuando la presencia de U. urealyticum o M. hominis, ha
sido verificado, en el liquido cefalorraguideo en miltiples ocasiones, puede légicamente
provocar cierto escepticismo, acerca de la significancia del la infeccién por Mycoplasma

en el SNC. (2,3,4,5,6)




JUSTIFICACION

Ureaplasma wrealyticum, es una bacteria que coloniza un gran porcentaje de
mujeres en edad reproductiva, con transmisién en el recién nacido hasta de 66%. El
espectro clinico de [/reaplasma en recién nacidos prematuros, varia desde la
enfermedad respiratoria, sepsis y meningitis. A pesar de estas cifras la busqueda de
Ureaplasma como causante de infeccién en recién nacidos prematuros no es parte del
protocolo de estudio inicial. Tal vez por la dificultad que conlleva el tratar de cultivar
al microorganismo. En estas tltimas fechas el estudio de PCR es un método que
proporciona una forma mds répida y més sensible para el diagndstico de infeccién por
Ureaplasma, reportada con resultados favorables en especimenes de secrecion
pulmonar y orina, asi como secreciones cervicales en adultos. En el INPer un
porcentaje alto de pacientes son sospecha de sepsis y/o compromiso neuroldgico, no
ticnen aislamiento de gérmen alguno con las técnicas montadas parta gérmenes
frecuentes en este grupo de edad, quedando finalmente con el diagnostico de infeccion
sin gérmen aislado. Segun la literatura, Ureaplasma wrealyticum y el resto de
Mycoplasmas tienen una participacidon importante como agentes causales de los
mismos. Creemos importante corroborar o descartar el papel que juega Ureaplasma
urealyticum en este grupo de pacientes, mediante una técnica que se ha reportado
como sensible y especifica, que proporciona un resultado rdpido y que pudiera servir

como parte del estudio de primera fase de dichos pacientes,



ANTECEDENTES

La prevalencia de la enfermedad asociada con Ureaplasma urealyticum es
probablemente subestimada por las limitaciones en el diagnéstico de laboratorio. Es un
organismo fastidioso que requiere rigurosos controles de calidad en los medios de cultivo y
algunos dias de incubaci6n. Este proceso es costoso y laborioso.

Algunas metodologias de Reaccién en cadena de polimerasa desarrollada a
principios de la década de los 80 por Mullis y sus colaboradores. Se basa en el principio de
amplificar un fragmento de DNA en forma ilimitada en unas cuantas horas, de un sustrato
en el que existan una o unas cuantas copias de RNA o DNA en particular, en cuestion de
horas se pueden obtener suficientes copias de dicho gen como para detectarlo y estudiarlo.
Para su realizacion se requiere de que los reactivos béasicos sean expuestos a ciclos de
cambio de temperatura, estos ciclos se conocen como desnaturalizacién, hibridacion y
polimerizacion. La desnaturalizacién es el inicio de cada ciclo. Para que la DNA
polimerasa funcione, se necesita que ambas cadenas de DNA se separen, esto se consigue al
exponer la doble cadena a altas temperaturas (94 grados). Después sigue la hibridacién, que
le confiere una alta especificidad a 1a PCR. La tercera fase es la polimerizacion, la fase en
la que la DNA polimerasa agrega at iniciador las bases correspondientes. Al término de esta
fase, una cadena doble de DNA se ha convertido en dos cadenas dobles de DNA.

Para la deteccién de Ureaplasma, se utilizan secuencias génicas de RNAr 16s,
urcasa y antigeno multibandeado. Teng describié la utilizacién de iniciadores contra la
regién 5°del gene del antigeno multibandeado. Las ventajas de este ensayo incluye 1)
Deteccién de todos los 14 serovares de Ureaplasma, 2) Nula deteccion de productos de las

otras 17 especies de Micoplasma incluyendo las relacionadas mas estrechamente como M




pneumoniae y 3) Distincién de amplificacién de las cepas del biovar 1 (serovares 1,3,6,y14)
¥ cepas del biovar 2 (serovares 2,4,5,7,8,9,10,11,12 vy 13) (403 contra 448 bp,
respectivamente. (1) Las cepas de Ureaplasma se pueden diferenciar por hibridacién de
DNA-DNA, polimorfirmos por restriccion de fragmentos largos y electroforesis en gel, asi
como amplificacién por PCR (4) . El antigeno multibandeado es el antigeno reconocido
¢ dominantemente durante la infeccién por U. wrealyticum y es probablemente un
determinante de virulencia importante (3)

De los 14 serovares de U. urealyticum, €l serovar 3 es e! mas frecuentemente
aislado. Por secuenciacién directa del fragmento genico mba, se definieron cinco tipos de

mba (1,3, y 6 6 biovar parvo) y mba 8 y X 6 biovar T960, y 9 subtipos de mba (1a,1b,3a,

3b, 3c, 3d, 3e, 6a y 6b, todos del biovar parvo). (2)




OBJETIVOS.

1) Estandarizar la prueba de Reaccién en cadena de la polimerasa para Ureaplasma
urealyticum en muestras clinicas de liquido cefalorraquideo de recién nacidos.

2) Comprobar las condiciones adecuadas para la obtencién, procesamiento y
almacenamiento de muestras de liquido cefalorraquideo, para la realizacién de la prueba

de Reaccidn en Cadena de 1z Polimerasa.




MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas de las muestras: Se utilizaron 3 cepas de Ureaplasma urealyticum serovar

3 aislada de muestras clinicas de pacientes en ja Unidad de Investigacion del Hospital de

Infectologia de] centro médico la Raza, almacenada a ~70 grados (ATCC 27815). Asi como

muestras clinicas de LCR y de aspiracion bronquial, a las que se les realizé inoculacién con

las cepas serovar 3 ya descritas ¥ se realizaron diferentes diluciones, asi como muestras de

control negativo (agua) y de control interno.

Iniciadores (oligonucleotidos). Se utilizaron iniciadores  UMS-125, y UMA-226

manufacturados en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, basados en la

publicacién previa que describe la secuencia del gene del antigeno multibandeado del

serovar 3 de Ureaplasma urealyticum

Sentido 5'a3" UMS-125 (GTATTTGCAATCTTTATATGTTTTCG)

Antisentido 3'a 5 (UMA 226 CAGCTGATGTAAGTGCAGCATTAAATTC).

Ambos como ya se menciond teniendo como sitio blanco el gene del antigeno

multibandeado

Preparacion de DNA.

La preparacién y extraccion del DNA de las muestras se realizé bajo el siguiente

procedimiento, como se ha descrito en publicaciones previas,

1. Centrifugar 400 ul de la muestra con una velocidad de 14,000 r.p.m., por un
tiempo de 30 minutos y a una temperatura de 4 grados centigrados.

2. Bajo una campana de flujo laminar se procede a retirar el sobrenadante con una
pipeta tratando de dejar el botén donde se considera se encuentra el material de la

cepa procesada.
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3. Sé agregar 100 ul de proteincinasa (PK}) (0.25mg/ml)
4. Seprocede a calentar durante una hora a 60 grados centigrados de temperatura en
“bafio Maria™, para permitir la apertura de material genémico
5. Posteriormente se calienta por 10 minutos a 94 grados centigrados para desactivar
la proteincinasa
6. Colecar la muestra en hielo o en refrigerador a -20 grados centigrados por 10
minutos,
7. Guardara ~70 grados hasta realizar PCR
8. Cabe mencionar que para cada muestra se colocd un control negativo con 400 pl de
agua destilada
Reaccifin en Cadena de la Polimerasa
Antes de iniciar la prueba se debe preparar la mezcla maestra y adicionar 45 pl en
cada tubo de PCR. A continuacién se establece la cantidad de cada uno de los
componentes de la muestra maestra para PCR
MEZCLA DE PCR CONC STOCK ul x muestra x vol x muestra
1] 2| 3 4 5 6
H20 28 8 57.6; 86.4, 115.2 44 172.8
Gelatina 5 10 15! 20, 25 30
Buffer PCR 5 10 15, 20, 25 30
dNT'Ps 4 8 12/ 16 20 24
Primer 1 1 2 3 4 5 6
Primer 2 1, 2 3 4 5 &
Taq 02 0.4 06 0.8 1 12
Aceite minera! 1 gota
Templado DNA 5
Total : 50me
: +
|FECHA _ % B
! . i 1 | L




1] 9 17 25
2 10 18 26
3 11 19 27
4 12 20 28
5! 13 21 29
6 14 22] 30
7 15 23] 3
8 18] 24] 32

Posteriormente se agrega a los tubos Eppendorff para PCR, 5 ul de la muestra
clinica

Iniciar ciclado, bajo las siguientes condiciones de reaccién:

Paso I: Desnaturalizacién. A 94 grados centigrados por 00 segundos

Paso I1. Desnaturalizacién a 94 grados centigrados por 20 segundos

Paso Il Alineacion a 57 grados centigrados por 00 segundos

Paso IV Alineacién a 57 grados centigrados por 60 segundos

Paso V Extensién de la cadena a 72 grados centigrados por 00 segundos

Paso VI Extensién de la cadena a 72 grados centigrados por 60 segundos.

Se repiten los pasos durante 35 ciclos mas.

Posteriormente se contintia con un programa de extensién que dura 5 minutos a 72

grados y termina el ciclado de ja PCR.

Anilisis de las muestras amplificadas.
Los productos de PCR se analizaron electroforeticamente en un gel de agarosa al 2%,
Elaborar mezcla para gelatina* Bromuro de etidio ** TAE 1x.%**

Agregar la muestra a la gelatina. Muestra 7 ul + marcador 7 ul= 14 pcl. Marcador de

peso molecular 7 pcl.
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Resultados.

Se realizaren 8 ensayos en un periodo de tiempo comprendido entre agosto a octubre del
2000, en las cuales la distribucién de muestras fue la siguiente:
1(2),2(3),3(3),4(4),5(6),6 (8), 7(3), 8(6)., Con un total de 35 muestras analizadas, de
las cuales solo 7 fueron positivas, en tiempos distintos.

A continuacion se mencionan las caracteristicas y los cambios realizados en la prueba
tratando de amplificar DNA de Ureaplasma.

Experimento 1.

Se inicia estandarizacién de la técnica, utilizando una cepa de Ureaplasma urealyticum, mas
un control negative {agua). Se extrae DNA y se corre PCR y gel, donde se observa

tnicamente corrimiento del marcador de peso molecular, no se observa banda de la muestra




Experimento 2.

Se inocula a liquido cefalorraquideo de paciente DNA de una cepa serovar 3 de
Ureaplasma, haciendo cinco diluciones previamente y cormriendo la nimero 4. Ademas se
inoculd una muestra clinica de un paciente con sospecha de infeccion por Ureaplasma
{aspirado bronquial) (también se sembré en medio para cultivo haciendo cinco diluciones.
La del paciente con cultivo positivo y LCR negativos) Asi mismo una tercera muestra (cepa
serovar 3 guardada con anterioridad a —70 grados) (tres muestras més un control negativo).
Se corre PCR de muestra de LCR y paciente sin lograr amplificar DNA. Se decide agregar

a la mezcla general, gelatina y se utilizan nuevos iniciadores y DNA polimerasa.

Experimento 3

Se inicia nuevo muestreo, esta ocasidn con las siguientes muestras; control intemo,

Muestra de cepa conocida anteriormente mencionada como DNAp y control negativo. Se




cambio en esta ocasién iniciadores y DNA polimerasa. {tres muestras) En esta ocasion se
logra amplificar DNA del Ct y de la muestra DNAp en doble ocasién, logrando corrimiento

en el gel.

Experimento 4

Para comprobar que los cambios hechos fueren adecuados (nucleotidos y DNA
polimerasa) En esta ocasion se corrieron las siguientes muestras; 1) muestra que sé cottié
en el experimento del dia -08-00. 2) DNA extraido por Othon. 3) LCR trabajado el dia 08-
00  4) control intemo. Se realiza PCR en la que se observa amplificacion de ta muestra 1,2
y 4, siendo negativo para LCR. Se acuerda realizar nuevo experimento para mejorar la
técnica de extraccion. Ademds se corre 30 minutos mas observandose desaparicion de la

banda de la muestra 1, se acuerda solo correr 35 minutosa 120 V.
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Experimento §

Se extrae DNA de muestra serovar 3 diluyendo en 5 medios (¢inco diluciones) ¥ una sin
diluir. Planeando hacer PCR para las 6 muestras. Los resultados del corrimiento negativos

para todas las muestras, con cultivo positivo de las diluciones 1,2,3,4, y sin diluir.

e
.. PCR Greaplasmj ¥
. prueba de dituciones
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Por observarse gran cantidad de nucleotidos en el gel, se decide diluir los iniciadores de la

siguiente manera USM 10 mel + 75 mcl de agua, y UMA 10 mcl + 89 mcl de agua.

Experimento 6

Se corren con esta nueva dilucion 8 muestras 3 ya manejadas anteriormente (DNAp,
muestra 6 sin diluir anterior vy control interno, asi como 5 utilizando técnica de muestra
directa llamadas M, CI, 3,C+. C-, siendo todas negativas.

Experimento 7

Cambio de temperatura de alineacidén a 65 grados en lugar de 56 grados, para control
interno y control 1, y muestra, siendo negativas.

Para valorar la utilidad del iniciader, se corren estos en forma directa siendo ambas
positivas.

Se cambian condiciones bajo las siguientes caracteristicas.

DNTP 2 milimol (diluir 20 en 80) y aplicar 2.4 por muestra, 3 mcl de buffer, Mg Zmel,
iniciador diluidos 2 mcl en 18 mc! de agua, en total 20 mcl, de! cual se toman 1.5 mcl por
muestra, enzima 1 mel. Se realizan 5 muestras dos en forma directa de la muestra extraida
de DNA (2mel, Smel y 10 mel) y dos diluciones de la misma muestra (dil 1:10, y dil 1:100)

1:9; 1:99 respectivamente..




Experimento 8 Siendo los resultados de la siguiente manera (diluciones positivas)
muestra con 2mcl y 5 mcl positivas, la de 10 y el agua negativa. Sin embargo la claridad no

es suficiente, por lo que se correrdn nuevamente con temperatura de alineamiento de 59

grados.
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Discusién,
La reaccion en cadena de Ia polimerasa es una prueba que en los tltimos afios ha mostrado
una gran utilidad en cuestiones de diagnéstico. Los reportes para el diagnéstico de
Ureaplasma urealyticum con la PCR han demostrado sensibilidad y especificidad semejante
a la del cultivo, con la ventaja de ser mas rapida, y de requerir menos cuidado para su
desarrollo. Hasta la fecha se ha manejado para la deteccién del material genético en
muestras clinicas de pacientes como: Aspirados bronquiales, flujo vaginal y cervical,
liquido amniotico, material peritoneal, tejido placentario y endometrial.
Son pocos los repertes en la literatura que mencionan a esta prueba para el diagnéstico de
neuroinfeccion, siendo practicamente todos reportes de casos, por eso consideramos
importante el tratar de conocer si la prueba es eficaz en dicho diagnéstico. Existen informes
ocasionales de meningitis por Ureaplasma, que sugieren que la infeccidn del sistema
nervioso central por este agente es mas comin de lo que se piensa, sin embargo las
condiciones para su cultivo son muy complicadas, por ser un microorganismo carente de
pared celular y con alta sensibilidad a los cambios de osmolaridad, y con necesidades
nutricionales muy estrictas.
Hasta la fecha la estandarizacién de la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa,
aparece en la literatura en forma frecuente para multiples muestras clinicas ya mencionadas
con anterioridad, sin embrago para liquido cefalorraquideo no existe, la explicacién al
respecto es:
1) La dudosa participacion patolégica que algunos articulos han reportado de este gérmen,
algunos sugieren que su aislamiento no tiene ningn valor diagndstico y que ni siquiera

vale la pena dar tratamiento ¢n caso de encontrarlo
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2) La existencia en LCR de inhibidores, que no permiten en ocasiones adecuada
extraccién de DNA de Ureaplasma, por lo que la técnica de centrifugado, y de
conservacién debe set siempre estricta, tratando de separarlos del material genético.

Esta dificultad se ha visto reflejada en nuestro estudio, ya que hasta el momento a pesar de

que se ha logrado amplificar DNA en algunos experimentos, no ha sido lo coman, ni lo

frecuente, que nos permitan considerar, continuar experimentando ya con liguidos
cefalorraquideos, para pasar a la siguiente fase que seria buscar el Ureaplasma en
especimenes clinicos de liquido cefalorraquideo obtenidos de recién nacidos considerados
como sépticos. Las explicaciones en este momento, después de cambiar varias de las
condiciones del experimento, es que los nucleotidos utilizados en la prueba, no sean
adecuados o no estén funcionado como se espera., Esto explicado de una manera sencilla:

La prueba para especimenes que se montaron: (aspirado bronguial) ya estaba estandarizada

y se habia logrado amplificar sin problema, con nucleotidos solicitados de Birminham

Alabama, en este experimento se utilizaron nucleotidos nuevos, y estaban siendo probados.

1
En este momento se plantean dos soluciones para corregir estos problemas, en primer lugar

solicitar nuevos nucleotidos y dos mancjar también otro tipo de iniciadores como los

dirigidos hacia el gene de la ureasa, lo cual estd pendiente decidir.
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Conclusiones.
e Los resultados hasta el momento no son los que se esperaban, por lo que se manejaran

nuevas condiciones en la estandarizacion de la técnica,

+ Sobre todo ya trabajando directamente con liquidos cefalorraquideos, para esto,

iniciaremos cambiando primers, que seria el paso a seguir,

* Aunque al final, hubo amplificacién de DNA, no es ain claro al revelarlo en el gel, por

lo que no se puede decir que las condiciones ya son favorables.
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